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1 Einleitung und Zielsetzung

In dieser Arbeit werden die Ergebnisse gezeagt, die bel der Forschung mit der Alge Euglena
gracilis gewonnen worden sind. Die Alge Euglena gracilis wurde in den folgenden Medien
kultiviert: Chemisch definiertes Medium (NL) und konditioniertem Kartoffelfruchtwasser
(KFW) as Medium. Wéahrend der Kultivierung von Euglena gracilis auf chemisch
definiertem Medium wurde der Effekt einer pH-Korrektur auf die Zunahme der Biomas< und
die Paramylonsynthese untersucht. Ebenfalls wurden Versuche mit unterschiedlichen
Kohlehydratquellen und unterschiedlich hohen Glucosekonzentrationen durchgefihrt. Das
Hauptziel der Kultivierung von Euglena gracilis in konditioniertem Kartoffelfruchtwasser
war es, die optimalen Medienzusammensetzungen und Kultivierungskonditionen zu finden,
die mit der maximalen Biomass und Paramylonausbeute verbunden sind. Wéahrend deser
Untersuchung wurde édenfalls der Effekt unterschiedlicher Vitaminquellen auf das Wadstum
von Euglena gracilis und de Paramylonproduktion erforscht. Die speafische
Wadstumsgeschwindigkeit von Euglena gracilis auf verschiedenen Medien wurde
untersucht und in weiteren Experimenten wurde die Zellzerstorung und de

Paramylonaufreinigung, sowie der Reinheitsgrad des gewonnena Paiamyons nabgepruft.

1.1  Warum wurde Euglena gracilis als Produktionsorganismus fir
dieses Proj ekt gewahlt?

Euglena gracilis wurde ausgewahit, well bekannt war, dassder Organismus bedingt auf KFW
wadst (BAUMER, 1999 und ein wirtschaftlich interessantes Produkt liefert, nédmlich
Paramylon, ein 3-1,3-Glucan. Einsatzgebiete fir dieses Glucan liegen im Bereich der Medizin
(Krebsbehandlung, direkt und indirekt), der Pharmaze (Starkung der Immunabwehr durch
orale Applikation von 3-Glucan, Wundauflagen fur Verbrennungswunden) und der Kosmetik
(als Zusatzstoff fur Cremes zur Minderung von Faltchen). Die Starkung der Immunabwehr
kann auch Uber die Zugabe von R-Glucan zu den verschiedensten Lebensmittel erreicht

werden, was ebenfall s untersucht wurde (Teigwaren, Brot/ Brétchen und feine Badkwaren).
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1.2 Warum Kartoffelfruchtwasser (KFW) als Medium fir die
Fermentation?

Bei KFW handelt es sch um ein Nebenprodukt aus der Kartoffelstdrkeindustrie, welches
neben geringen Mengen an Reststarke noch ale Inhaltsgoffe der urspringlichen
Kartoffelknolle enthdlt. Eine gewise Menge an Zucker ist vorhanden, ebenso ein lreites
Spektrum an Aminosauren, Makro- und Spurenelementen. Auch vorhanden sind fUr einen
maoglichen Einsatz ds Fermentationsmedium das Wadstum hemmende Substanzen, wie die
Glycoalkaloide der Kartoffel (Solanum tuberosum).

Aufgrund der Menge des ,Abwas®rs, der positiven Inhaltsgoffe und der ersten Ergebnisse
von Dr. BAUMER (1999 wurde es ads Medium fir den Einsatz ds Ersatz fir ein definiertes,
relativ kostspieliges Medium interessnt.

Vor- und Nadhteile dessKFW:

+ Zucker : ~ 5 g/l (Glucose/Fructose) - Belastung mit Bakterien/Hefen
+ Aminosauren (18 AS waren nachweisbar) - Glycoalkaloide (Solanin / Chaaonin)
+ Makro - und $urenelenente - Protein (Patatin)

Ziel des Projektes zwischen der Universitét Bielefeld und der Emdandstérke in Emlichheim
war es, eine Moglichkeit zu finden aus dem Nebenprodukt Kartoffelfruchtwasser (KFW) en
Medium fUr die Fermentationstechnologie aur Anzucht eines Mikroorganismus zu erzeugen.
Waéhrend der Voruntersuchungen wurden neben Euglena gracilis auch noch Ashbya gossipii
(produziert Riboflavin), Chlorella protothecoides (produziert [3-Carotin), Saccharomyces
cerevisae (als Futterhefe, bzw. als gentechnisch zu verandernden Organismus), Escherichia
coli (as klassschen Organismus der Genetik) und Corynebacterium glutamicum (z. B. zur
Produktion von Glutamat, Methionin) auf ihre Verwendbarkeit in KFW as Medium
untersucht. Die Versuche mit Bakterien und Hefen flhrten jedoch nicht zu
zufriedenstellenden  Ergebnisen in Hinscht auf ihre Ausbeuten. Als Produkt einer
Fermentation mit Euglena gracilis kam das marktwirtschaftlich interessante Paramylon fur

eine Fermentationsanwendung am ehesten in Frage.
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1.3 Zidsetzung

Im Jahr 1997 wurden dlein in Deutschland 38 Mio. Tonnen Kartoffeln fir die
Kartoffelstarkeherstellung verarbeitet. Diese Starkekartoffeln enthalten etwa 20 % Stérke und
2 % Protein. Bel der Stérkeproduktion in Deutschland fallen jahrlich 80.000 Tonnen
Kartoffelprotein an. Ein Grof¥ell des Proteins wird in den bekannten Verfahren durch
Erhitzen ausgefdllt, eingeengt oder getrocknet, und als Tierfutter verwertet. Auf Grund des
hohen Energieaufwandsist die Wertschopfung verhatnismaldig gering.

Das als Reststoff anfallende Kartoffelfruchtwasser besteht im Wesentlichen aus Zellsaft und
enthdlt deshalb das gesamte as der Kartoffelknolle stammende Grundspektrum an
lebensnotwendigen, wasserlodichen Substanzen. Hervorzuheben sind Mineralsalze (vgl. Tab.
1.1), niedermolekulare Kohlenhydrate, Vitamine und Proteine. Die momentan einzige
Verwertung deses Reststoffes liegt in der Uberregionadlen Ausbringung als Dinger auf
landwirtscheftlichen  FHaden. Auf Grund der interessanten Inhaltsgoffe  des
Kartoffelfruchtwassers wurde nach Moglichkeiten einer bessren Nutzung gesucht. Nad
einer Entfernung des Proteins durch Hitzekoagulation (zumeist Patatin) kann dann das
proteinarme Rest-KFW as Fermentationsmedium fur Mikroorganismen verwendet werden.
Bestimmte Mikroorganismen sind in der Lage Stoffwedhselendprodukte zu bilden, die ds
Zusidtze ar Herstelung von Lebensmitteln mit einem gesundheitsfordernden  Aspekt
(Functional Food, — cholesterinsenkende Stoffe, insulinregulierende Stoffe, Antioxidantien,
Vitamine)( WAYGooD et a. 1980, von Futtermitteln (Biomass, bzw. Proteine) oder
Kosmetika (Antioxidantien, Vitamine) gedgnet sind.
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1.4 Ausschten beziiglich der Wertschopfung

Durch die Produktion eines hochreinen -1,3-Glucans durch den Eugleniden Euglena gracilis
Klebs in Kartoffelfruchtwasser kann man zu einer Nutzung dieses Nebenproduktes kommen.
B-1,3-Glucan kann gezelt zur Verbessrung der menschlichen Lebensqualitét eingesetzt
werden. Hierbei steht sicherlich die medizinische, bzw. erndhrungsphysiologische Wirkung
des Glucans im Vordergrund. Japanische und amerikanische Untersuchungen (KAHLON,
1993 zagten einen Cholesterinspiegel senkenden Effekt bei der Einhaltung spezeller Diéten.
Des Waelteren ist aus japanischen Studien (SAITO, H., YOSHIOKA, Y., Yokol, M. und
YAMADA, J., 1990) die Wirkung von B-1,3-Glucan auf Krebszdlen bekannt. Direkt an
Tumore verabreichtes B-Glucan verringerte deren Wadstum, bradite es zum Still stand oder
wirkte sogar positiv bei der Ruckbildung des Tumorgewebes. Aul3erdem wird B-1,3-Glucan
eine I nsulin regulierende Wirkung nadhgesagt.

1.5 Problemstellung

Aufgrund der sehr komplexen Zusammensetzung des KFW ist es shwierig alle Parameter die
eine Fermentation beanflusen zu verfolgen. Erste Versuche zegten jedoch, dass ein
Wadstum von Euglena gracilis in KFW mdglich ist. Hierzu musge jedoch eine
Kohlenhydratquelle augefihrt werden, da im KFW fir eine sinnwlle Fermentation eine au
geringe Glucosekonzentration vorliegt. Im KFW findet man Zucker in einer Grél2enordnung
von ca 5 gLiter vor (~4g Fructose, ~0.6g Glucose und ~ 0.4g Ladose). Durch Optimierung
der Zuckerkonzentration und anderer Parameter sollte das KFW soweit optimiert werden,
dass die Ausbeuten in einem sinnwllen Bereich liegen (Nutzen-Kosten-Verhdltnis im
L abormalistab).

Tab. 1.1: Veranderung der Inhaltsgoffe des KFW Uber die Kampagnen (DT = Detmold KFW, = Bie efeld).

Nahrstoffe (mg/l) KFW DT1g99| KFW DTagog| KFW25001 | KFW25002
Kalium 1500 100061500 1500 1500
Phosphat 500 500 100 500
Sulfat 400 400 800 400
Nitrat 25 1200 500 500
pH-Wert 5,85 55 5,00 5,37
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In Tabelle 1.1 sind enige leicht zu verfolgende Parameter des KFW exemplarisch dargestellt.
Uber die vier hier verfolgten Kampagnen (1999200Q 20002001, 20022002 uind 20022003
konrten immer wieder Veradnderungen in unterschiedlichen Bereichen festgestellt werden,
was einen Vergleich von Ergebnisen aus verschiedenen Kampagnen erschwert. Selbst
innerhalb einer Kampagne kann es zu grol¥en Schwankungen dieser Parameter kommen.
Alleine durch die unterschiedlichen Sorten und Lagerungsbedingungen ist dies zu erkléren,

was jedoch auch einen problematischen Punkt bei der Verwendung von KFW darstellt.
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2. Theoretischer Hintergrund

2.1 Euglena —Einekurze Ubersicht tiber den Organismus

Euglenaist der Genus von einzelli gen, freilebenden, Siflvasser bewvorzugenden
Organismen de Chloroplasten enthalten und sowohl pflanzliche als auch

tierische Eigenschaften aufweisen.

1830wurden die esten Zellen der Familie Euglena durch C.G. Ehrenberg entdedkt. Bis heute
wurden insgesamt 250 Arten beschrieben. Die tatsddiliche Anzahl an Arten ist aber
wahrscheinlich kleiner, denn die Gréfée und Form einer bestimmten Art kann in Abhangigkeit
von ihrem Erndhrungszustand, der Zellwadstumsphase (lag, exponentiell, stationdr) und
durch Umweltfaktoren, wie z B. pH-Wert, Quantitdt und Qualitdt des Lichts, stark variieren.
Daraus resultiert, dass wahrscheinlich einige der beschriebenen Arten nur Grélenvarianten
einer anderen Art sind.

Alle bekannten Arten von Euglena vermehren sich asexuell. Eine Vielzahl an Literatur be-
schéftigt sich mit der Morphologie, Physiologie und Biochemie von Euglena, aber die
meisten Informationen sind (ber die Gattung Eugdena gacilis erhdltlich, was auf die

einfachen Anzuchtbedingungen zuriickzufthren ist.

2.1.1 Beschreibung urd Taxonomie

Morphologie

Die anzdligen Euglena-Arten sind in einem Grofenbereich von 12 um Lénge x 5 um Breite
bei E. minuta bis 530 um x 40 um zu finden. Zirka 70 % aller beschriebenen Arten liegen
jedoch in einem Bereich von 25 bis 100 um Lénge. Sie variieren stark zwischen einer
sphérischen his nahezas zylindrischen Gestalt. Die meisten Organismen sind jedoch

spindelférmig. Die Fortbewegung wird durch eine , schlagende’ Hagelle ezielt.
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Abb. 2.1: Schematische Skizze von Euglena gracilis (BuETow, 1999.
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In Abbldung 21 ist Euglena gacilis mit den wichtigsten Organellen zu sehen. Euglena
gracilis — Zellen haben eine durchschnittliche Grofe von 50 um Lange und 10 um Breite und
haben spindelférmige Gestalt. Die Mehrzahl der Eugleniden ist grin. In ihren Chloroplasten
befinden sich Chlorophyll a und b (letzteres jedoch in geringerem relativem Antell as bei
grtnen Pflanzen) und als Hauptcarotinoid Diadinoxanthin sowie enige andere, wie z B. das
beta-Carotin. Diese Pigmentzusammensetzung ahnelt der aler grinen Pflanzen, gleicht ihr
aber nicht. Das Reserveprodukt Paramylon liegt in besonderen Aggregaten frel im Cytosol
vor, obwohl esdirekt tiber den Pyrenoiden (in den Chloroplasten) gebildet wird.

Abb. 2.2: Rasterelektronenmikroskopaufnahme der Pdli kula von Euglena gracilis (H. QUADER, 1983
unver&ff entli cht).

Den Abschluss der Zellen zum sie umgebenden Medium bildet bei Euglena gacilis keine
Zellwand, sondern eine Pellikula. Die Pellikula setzt sich aus der auf3en liegenden, gefalteten
Membran, ihr unterlagerten Mikrotubuli (in Abbildung 22 quergeschnitten und daher as
Ringe ekennbar) und einer Anzahl von noch nicht charakterisierten Filamentsystemen
zusammen. Unterhalb dieser Transversdfilamente liegt tubuldres Endoplasmatisches
Retikulum, das mit den Mikrotubuli in Verbindung steht.

Viele Arten sind in der Lage sich einzukapseln. Dieser Medhanismus tritt auf, wenn die
Umweltbedingungen unginstig fir den Organismus werden (Nahrstoffmangel, ungeniigende
Sauerstoffversorgung, pH-Wert der Umgebung, etc.).

Okologie

Die Mitglieder der Familie Euglena sind in der Natur sehr weit verbreitet. Die Arten sind
frellebend und besiedeln Frischwasserbedken, Sammelbedken und Seen. Es gibt jedoch keine
Salzwasserformen, auch wenn Euglena im marinen Sediment zu finden ist und einige in der
Lage sind in hs zu 40%-igem Meawasser zu Uberleben. Euglena-Arten sind generell aeob,
aber enige tolerieren anaeobe Bedingungen fir unterschiedlich lange Zeiten. E. gracili s kann
anaaob in Pflitzen wadsen, andere Arten dienen as Anzager fur den Verschmutzungsgrad

von organisch belasteten Gewédssrn (PALMER, 1969 und sind in der Lage hohe Dosen freier
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Radionukleide in ihrer Umwelt zu tolerieren. Euglena gacilis tberlebt hohe Dosen von
hochenergetischer ionisierter Strahlung, z. B. 10° Roéntgen won Cobalt-60. Ein
ungewoOhnlicher Grad der Anpasaing an unterschiedlichste Lebensrdume dharakterisiert diese
Familie mit Arten, die in Kanrenpflanzen, auf Schnee in Hochgebirgsseen, auf Borke und in
saurem Kohleminenwasser mit einem niedrigen pH-Wert von 0,9 leben kénnen.

E. gracilisist in der Lage in einem Temperaturbereich von 1 bis zu 38 °C und bei pH-Werten
von 2,3 bis 11 zu Uberl eben.

Erndhrung

Die Familie Euglena ist sowohl in der Lage Photosynthese a1 betreiben, als auch die
heterotrophe, oxidative Assmilation als Energiequelle au nutzen. Im heterotrophen Zustand
missen den Organismen jedoch hohe Mengen an organischem Kohlenstoff zur Verfligung
stehen. Aulerdem brauchen sie dnige aorganische Saze und Phosphat-, Sulfat-,
Nitratquellen, Mineralien, die Vitamine B; und Bi,. Auf komplexen Medien sind sie in der
Lage bis zu hohen Dichten von 1,6 x 10’ Zellen je Millili ter anzuwachsen (KOREN und
HUTNER, 1967).

Taxonomie

Die Einordnung von Eugena war lange Zeit ein Problem. Der Genus wurde ds
photosynthetische Protozoe von den Zoologen und as Alge von den Botanikern eingeordnet.

Aufgrund der Diversitédt der Zellform und des Baus der Organellen von Euglena (LEEDALE,
1978 scheint dieser Genus taxonomisch isoliert zu stehen und de Zuordnung zu den
Protozoen oder Algen nicht mehr gereditfertigt zu sein. Dieser Schluss konnte durch
phylogenetische Bewelse auf Basis der Nukleotidsequenzen der Gene getroffen werden, die
fur eine kleine Untereinheit der ribosomalen RNA kodieren. Diese molekulare Analyse
(SoGIN et a., 1986 zagte, dass sch Euglena gacilis schon lange von der gemeinsamen
eukaryotischen Linie getrennt hatte, noch bevor die evolutiondre Entwicklung de Algen,
Pflanzen, Tiere und Pilze hervorbradite. Cavaier-Smith (1993 sellt Eugena in ene
einzigartige Gruppe, in das Zwischenreich Euglenozoa. Interessanterweise sind de
frellebenden Organismen des Genus Euglena phylogenetisch am nadisten zu den entfernten
parasitischen  Trypanosomen (CAVALIER-SMITH, 1993. Dea hohe Grad an

Ubereinstimmungen in den ribosomalen RNAs von Euglena gracili s und Trypanasoma brucei
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unterstitzt diesen Schluss und legt nahe, dass zum enen eine etfernte Verwandtschaft
zwischen den beiden Organismen \vorliegt, aber auch ene lange Trennung in der
evolutionaren Geschichte (SOGIN et a.,1986.
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2.2 Griundeflr die Popularitét der Eugleniden

Euglena gacilis war eine der ersten photosynthetischen, eukaryotischen Mikroorganismen
die fir Laborzwedke angezogen wurde. Die Wadhstumsbedingungen sind relativ einfach und
verschiedene Stdmme zdgenene Geneationszat zwischen 10 und 25Stunden

Die biochemische und physiologische Hexibilitdt dieser Art, gekoppelt mit einer
morphologischen Flexibilitét die leicht sichtbar zu maden ist mittels Lichtmikroskopie oder
Elektronenmikroskopie, tragen zu der Popularitdt weiterhin bei. Sie agnen sich sowohl fir
Einzdlerstudien, as auch flr Untersuchungen im groféeren Mal3stab einer Fermenterkultur.
Diese Art ist auch das wohl bekannteste Beispiel dafiir, dass circadiane und infradiane
Rhythmen existieren und auch an Einzdlern untersucht werden kénnen. Auf3erdem kann man
durch den Aufbau der Pellikula Euglena gacilis sehr leicht auftrennen und somit leicht den
Zellkern, Chloroplasten, Mitochondrien, Flagellen und Pelli kula praparieren.

2.2.1 Signifikanz fur die Forschung

Studien am Genus Euglena, insbesondere an Euglena gacilis, waren sgnifikant fir das
Verstéandnis der Biochemie und molekularen Biologie der Kernbestandtelle und der

subzdlularen Organellen.

Zelkern

Der Kern (Nucleus) von Euglena konnte isoliert und seine Ultrastruktur umfassend untersucht
werden. Die Anzahl der Chromosomen variiert mit den Arten, z.B. hat E. gracili s 45 wahrend
die hoher ploide E. spirogyra 86 Chromosomen hat. Anders as bel den Zellen hbherer
Pflanzen erscheinen die Chromosomen zu allen Zeiten des Zell zyklusses kondensiert.

Die Zedltelung bel Eugena ist eine Mitose, aber eigentimlicherweise ene bel der die
Kernhille wéahrend des gesamten Prozesss bestehen belbt. Der Zellkern (auch als Endosom
bezechnet) bleibt auch bestehen, verlangert sich entlang der Zellteilungsadhse (senkredit zur
Léngsadhse der Zelle) und teilt sich in zwei Tochterzdlkerne. Die Chromosomen ordnen sich

wahrend der Metaphase pallel zur Tellungsadise an.
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Mitochondrien

Das mitochondridle System von E. gracilis und scheinbar von anderen Eugena-Arten ist
normalerweise @n einzdnes Reticulum, das sch durch die ganze Zelle verzweigt (siehe
Abbldung 21). Der Grad der Verzeigungen und de Dicke der Zweige variiert bel
verschiedenen Erndhrungsbedingungen und wahrend verschiedener Phasen der Zellteilung.
Die auRere Mitochondrienmembran ist stark gewellt und de der Cristag anders als die der
meisten Eukaryoten aber dhnlich denen der Trypanosomen, ist discoid und zusammengezogen

an ihrer Basis.

Die Mitochondrien-DNS von Euglena hat eine Molmass von 40 x 10° Da, einen riedrigen G
+ C —Gehdt (25 %) und liegt as eine komplexe Mixtur aus zirkul&ren und heterogenen
lineaen Molekilen, dhnlich dem mitochondrialen Genom héherer Pflanzen (BueTow, 1999

VOor.
Chloroplast
Anders als in den Chloroplasten hoherer Pflanzen wird bei Euglena keine Stérke gespeichert,

sie reduzieren keinen Schwefel und beinhalten keine NADP'-abhéngige Malatdehydrogenase.
Der Schwefelmetabolismus und de Dehydrogenase sind in den Mitochondrien von Euglena

i gl YA Y RGO AE 1
: A B e 9. Y
W W PSR O
: = . J :1 ; & .:,.I T.. . 2 . :.'l- 'li-&‘h
:‘i'"ﬂ',_..-.':'-'“I e 5... B “.

zu finden.

Abb. 2.3: Eudena gacilisin einer lichtmikroskopischen Aufnahme in photoautotrophem Zustand (CANTER-
LUND, 1984.

Die Chloroplasten sind von einer Dreifacdhmembran umgeben, was ein Hinwels darauf sein
konrnte, dass $e diese durch Endosymbiose mit eukaryotischen grinen Algen gewonnen
haben (GiBBs, 1981). Unter Dauerdunkelbedingungen werlieren die Chloroplasten wvon
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Euglena ihre typische Struktur. Es bleiben farblose Proplastiden erhalten, die sich bei
Belichtung in voll funktionsfahige Chloroplasten diff erenzieren.
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2.3 Auswirkung von durch Euglena gracilis produzierte Produkte auf die

M enschheit

Euglena gacilis benttigt geringe Mengen an Vitamin B, fir das Wadstum. Deshab war
auch der erste Einsatz dieser Organismen im medizinischen Bereich um den Bi,-Gehdlt in
biologischen FlUssgkeiten zu bestimmen. Eugena gacilis hat auch gute Ausschten als
Lieferant fr Einzdler-Protein (HosoYA und KITAOKA, 1977). Der Stamm Euglena gacilis Z
dient als Basis eines Bioassays, in dem sowohl kinstliche, ultraviolette und nattrliche
Sonnenstrahlung tbherwadit wird. AulRerdem dient dieser Stamm der Bestimmung toxischer
Effekte von Schwermetallionen und organischer Verunreinigungen (HADER et a., 1997).
Euglena gacilis stellt auch ein effizientes und kostenginstiges System fir die Reinigung und
Wiederaufarbeitung von landwirtschaftlichen und st&dtischen Abwéassern dar (WAYGOOD et
a., 1980 und kann als ,,Biore&ktor” fur die Produktion von Wadsestern (TANI et a., 1987
und Vitamin E (TANI und TSUMURA, 1989 und fir die Biotransformation von Terpenen und
verwandten Stoffen (NoMA und AsAKAWA, 1998 dienen.

Fur diese Arbeit standen aber eher andere Aspekte im Vordergrund, die mit der Wirkung des
Paramylons auf den Menschen zusammenhéngen:

stimulierender Einflussauf das menschliche Immunsystem

Blut - Cholesterinspiegel senkende Wirkung

Regulation des Blutglucosespiegels und der Insulin-Antwort

Antitumorwirkung

o > 0D P

sulfonierte Derivate von Paramylon beanflussen singnifikant HIV-1 und HIV-2

(human immunodeficiency virus)
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2.4 Aufnahmeweg der Glucose in den Stoffwedhsel von Euglena gracilis

In Abwesenheit von Licht ist Euglena in der Lage, Glucose aus dem Medium aufzunehmen
und in den Stoffwedisdl einzuschleusen (CRAMER und MYERS, 1952. Neben enigen
Umweltfaktoren ist fir die Glucoseaufnahme auch noch der Stamm wichtig.

 Be Eugena gacilis wird duch einen erhohten CO,-Partialdruck das Wadstum
stimuliert, wenn man die Werte bis auf 5 % erhoht (HURLBERG und RITTENBERG,
1962.

 Der pH-Wert spielt eine wichtige Rolle, denn kei pH-Werten um 4,5 wird Glucose
ohre weiteres aufgenommen, bel erhdhten pH-Werten von 6,8 — 7,0 kann Glucose
nicht aufgenommen werden (HURLBERG und RITTENBERG, 1962 Cook und
HEINRICH, 1965 BARRY, 1962).

* Die Glucosekonzentration im Medium spielt eine weltere wichtige Rolle. Bel
Glucosekonzentrationen unter 0.2 % (= 2 dl) ist kein Wadhstum festzustellen, bei
hoheren Glucosekonzentrationen steigt die Wadhstumsgeschwindigkeit mit  dem
Anstieg der Glucosekonzentration bis 3 % stetig an (BARRAS und STONE, 1965.

* Ein weiterer wichtiger Faktor fur das Wadstum der Zellen ist die Geschichte der
Zellen. Die Wadstumsphase und auch die Versorgung mit ener externen
Kohlenhydratquelle spielen fir folgende Versuche ane wichtige Rolle (PRINGSHEIM,
1955. Je nadh dem vorherigen ,Erndhrungszustand® adaptieren sich die Zellen

schreller oder langsamer an ein neues Medium (Y ADEN, 1965.

Euglena gacilis ist in der Lage mit Glucose oder Fructose ds primérer Kohlenhydratquelle
zu wadhsen, jedoch wurde mit Galaktose, Mannose oder den Zuckeralkoholen Glycerin und
Mannitol kein Wadstum nadhgewiesen. Neben der Aufnahme von Stérke durch Euglena
gracilis wurden keine anderen polymeren Kohlenhydrate gefunden, die ds Substrat dienen
konnten (LworFF undDusl, 1934 diskutiert von HUTNER und PROVASOLI, 1957).

Der Aufnahmeweg der Zucker Uber die Membran kann als ein , aktiver’ und selektiver Prozess
beschrieben werden (CIRILLO, 1961 TAYLOR, 196%, b). Aber selbst nadch der Passage der
Membran werden die Molekile nur metabolisiert, wenn die nétigen Hilfsenzymsysteme fur
den Eintritt in den vermittelnden Stoffwedhsel bereitstehen. Selbst nach der Aufnahme spielen
noch Umweltfaktoren in der Kultur eine wichtige Rolle, ob die aifgenommenen Stoffe
tatsAdhlich verarbeitet werden oder aber ob die Einschleusung in den Stoffwedsal verhindert

wird.



2 Theoretischer Hintergrund 16

Bel der Aufnahme der von aufRen kommenden Glucose in den Stoffwedisel von Euglena
gracilis spielen die Enzyme Hexokinase, Phosphoglucomutase und Laktatdehydrogenase ane
Schlissrolle. Hexokinase konrte , labil’ auch bei photosynthetisch aktiven Zellen festgestellt
werden, jedoch erst der Wedhsel in ein glucosehaltiges Medium induziert die vermehrte
Produktion von Hexokinase und den ndtigen Transportmedhanismen Uber die Membran
(BELSKY, 1957).

Wie man aus der Literatur entnehmen kann, wadst Euglena gacili s auf einer groféen Anzahl
von nicht-Kohlehydrat Kohlenstoffquellen. Thr Eintritt in den Stoffwedhsel von Euglena
gracilis und der Weg bis zum fir dieses Projekt wichtigen Paramylon soll hier dargestellt
werden. Am besten erforscht sind de Aufnahmewege fur Aceat (HUTNER et al., 19660,
Ethanol (HUTNER et al.,1966 und Sucdnat (WOLKEN, 1961) (sehe Abbildung 24) und de
Aufnahme der Kohlenstoffatome dieser Substrate in Kohlenhydrate (Hexosephosphate oder
Paramylon) (sehe Abhbildung 25).
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Abb.2.4: Generelle Stoffwechselwege der Gluconeogenese. Durchgezogene Pfelle stellen Reaktionen oder
Reaktions<hritte dar die in Eugleniden bekannt sind, wéhrend de gestrichelten Pfeil e Reaktionen
oder Reaktionsshritte darstdlen, die nicht in Eugeniden gefunden werden konnten. Der

Citronensdurezyklus ist eingerahmt (BARRAS und STONE, 1965.
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Da die Vorversuche mit unterschiedlichen Zuckern klar deutlich gemadt haben, dass eine
Verwendung von anderen Zucker als Glucose sich nicht fir die Paramylonausbeute rentiert,
soll hier folgend (siehe Abbildung 25) ein genauerer Blick auf den Aufnahme- und

Weiterverarbeitungsweg von externer Glucose durch Euglena gracilis geworfen werden.

Exogenous glucose

( Hexokinase) (Phosphoglucomuiase)
Glucose —/r—-\—»G—i%P P
A _ i -
' ' UTP
ATP ADP |
' f (UTP: G-I-P Uridylyl
o p-p transferase}
|
Gluconeogenesis UDPG

(UDPG: B8~-|,3-Glucan glucosyl
fransferase)

Insoluble B-1,3-glucan polymer

7

[

Paramylon granule

Abb. 2.5: Abrissder Reaktionen, die zur Synthese von Paramylon fiinren (BARRAS und STONE, 1965).

In einem ersten Schritt wird de von den Zellen inkorporierte Glucose durch Hexokinase in
Anwesenheit von ATP phosphoryliert und dann durch ene Phosphoglucomutase der
Phosphatrest innerhalb des Molekiils verschoben (G-6-P ~ G-1-P). Unter UTP-Verbrauch
wird duch eine Uridylyltransferase der Phosphatrest vom G-1-P abgespalten und mit einem
Phosphatrest des UTP als Diphosphat freigesetzt, wobei UDPG entsteht. Durch eine 3-1,3-
Glucan Glycosyltransferase kommt es zur Abspaltung des UDP und zu einer Polymerisierung
der Glucosemoleklle in 1,3-Richtung. Der letzte Schritt, das Entstehen der hochgeordneten
Paramylongranulaist bisher noch nicht hinreichend geklart (SOMMER undBLUM, 1965.

Als optimale Temperatur fur die Produktion von Paramylon stellte sich mach diversen
Versuchen eine Temperatur zwischen 27 °C und 28 °C heraus (siehe aich Cook, 1966.
Niedrigere Temperaturen fuhren zwar pro Zelle a1 einem hoheren Paramylongehalt, hohere
Temperaturen zu mehr Zellen, bel einer Temperatur von 27,5 °C ist jedoch die hdchste

Ausbeute an Pammyion je Liter Medium zu erwarten.
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2.5 Kartoffelfruchtwasser, wasist das ?

Wenn man es ganz e@nfadh betradhtet, dann kann man die obige Frage an besten wie folgt
beantworten: Die Starkekartoffel besteht aus 17,4 % Starke-Trockenmasse, 1,8 % Fasern und
76,4 % Kartoffelfruchtwasser mit 2,5 % Rohprotein, 1,3 % Salzen, 0,5 % Kohlenhydraten und
0,1 % Fett (STROOT, 199]). Kartoffelfruchtwasser ist also alles das was Ubrig bleibt, nachdem
man die Kartoffelstérke ausden Kartoff e knollen geholt hat.
Nun folgend eine kurze Beschreibung der Prozess, die schliefflich zu desem Nebenprodukt
der Starkegewinnung fihren.
Die Kartoffelstarke-Gewinnung beruht auf der Zerstérung der Kartoffel durch medianische
Zerkleinerung (Reiben) und der anschlief3enden physikalischen Trennung der Starke von den
|6dichen und unlddlichen Bestandtellen der zekleinerten Kartoffel. Die Hauptaufgabe ist
dabel die Herauddsung der Starkekorner aus den Kartoffelzdlen und de anschlief3ende
Trennung der Stérkekorner von den tbrigen Kartoffelreststoffen.
Die Verfahren die hierfir nétig sind, kann man grundlegend wie folgend beschreiben:

1. Waschen der Kartoffeln

2. Zerkleinern mit Ultrareiben (Rohstoffaufbereitung)

3. Trennung der Stérke und Fasern vom Kartoffelfruchtwasser

4. Trennung der Starke von Fasern und Entwasserung (Extraktion)

5. Zweistufige Raffination der Kartoffelstarke

Grofe Volumenstrome mit organisch hoch belastetem Wasser entstehen bei dieser
Verarbeitung zwischen den Schritten 2 und 4. Es handelt sich einerseits um das Reibsdl (-
Feststoffe der Kartoffel), abgetrenntes konzentrierte Kartoffelfruchtwasser (kKFW) und das
bei der Starkegewinnung aus dem Reibsel freiwerdende sogenannts®asze (PW).

Das kKkFW gelangt im Werk der Emdland Stérke in Emlichheim in die Umkehrosmose-
Anlage-l (UO-I), dort erfolgt eine Aufkonzentrierung durch Membrantrennverfahren. Dem
KKFW wird duch dieses Verfahren Wasser entzogen und das Retentat (KFW) geht in die
Eiweil3gewinnung, das Permed gelangt als relativ sauberes Wassr in die Kartoffelwasche.
Durch diese Vorkonzentrierung mittels der UO-I des KFW werden stindlich wéahrend der
Kampagne 140 m® Kartoffelfruchtwaser in 80 m’’h Retentat und 60 m*’h Permea
aufgetrennt.

Das © entstandene KFW enthélt ein lreites Spektrum an Inhatsdoffen, die fur ene

weiterfuhrende Verwendung als Medium fir die Fermentationstedhnologieinteresant Snd.
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Tab. 2.1: Inhalt des KFW und Permeats nach der Cell uloseacetat Membran der UO-I (StrooT, 200))

Bestandteil KFW | Permeat
Trockensubstanz (g/l) | 50,8 0,45
Mineralstoffe (g/l) 12,7 0,2
Kjeldahl-N (g/l) 4,78 <0,1
org. Sauren (g/l) 3,20 0,39
Natrium (mg/l) 396 45
Kalium (mg/l) 5510 95
Ammonium (mg/l) 206 15
Chlorid ( mg/l) 800 4,1
Sulfat (mg/l) 1.830 95
Phosphat (mg/l) 667 1,3
LF (us/cm) 12.000| 284- 500

Neben den in Tabelle 2.1 aufgefihrten Substanzen findet man im KFW noch die
Glycoakaoide der Kartoffel (Solanin und Chaaonin) und Protein (Hauptantell als Patatin,
RACUSEN, D. und FOOTE, M., 1980.
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2.6 Was snd Glykoalkaloide ?

Glykoakaloide sind nattirlich vorkommende toxische Pflanzenstoffe, die aus einer Alkaloid-
und mehreren Zuckereinheiten (Monosacdaride) bestehen. In der Kartoffel sind de beiden
Glykoalkaloide a-Chaaonin und a-Solanin vorherrschend. Sie bestehen aus dem Alkaloid
Solanidin und drei Monosacdariden. Beim a-Chamnin sind des zwei Rhamnose- und eine

Glucoseanheit enthdten, bel a-Solanin die Monosactaride Glucose, Gaaktose und

Rhamnose.
ch‘
D-Glucose cH: \|/
L-Rhamnose g - .\ N )
p N \ CHEDH CH3 f""'-"CHS
CH, OH
0 &)
N S
OH OH e
OH o0 Solanidin
CH;
0
. OH OH
~ A
L-Rhamnose
N ~ J
Chacotriose

a-Chaconin (Quelle: http://www.biosite.dk/stagbi/chaconin.htm)
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a-Solanin (Quelle: http://www.biosite.dk/staabi/solanin.htm)

Zwischen den einzdnen Kartoffelsorten bestehen haufig erhebliche Unterschiede im
Alkaloidgehalt und Witterungseinflisse wie Hagel, Frostschaden, oder kalte
Vegetationsabschnitte kdnnen zu einer Erhdhung des Alkaloidgehaltes fuhren. Weltere
Faktoren die aur Erhdhung des Alkaloidgehaltes fihren konnen, sind der Reifeaustand der
Kartoffeln (nimmt mit dem Reifeaustand ab), medanischen Verletzungen (verletzte
Kartoffeln enthalten mehr Alkaloide ds unverletzte), Lichteinfluss (ergrinte Kartoffeln
enthalten erheblich mehr Alkaloide) und nicht zuletzt die Lagerung und Temperatur (lange
Lagerung und zi niedrige Temperatur ehdhen den Alk aloidgehalt) (KUPFER, H.: 1989.
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3 Material und Methoden

3.1 Gerate

Abgasanalysesystem

Ammoniummessing

Autoklaven

Bioredtor

Brutschrank

Elementaranalysator

Filtermodul

Gefriertrocknungsanlage
Glucosemesgerat

Hochdruckhomogenisator

Magnetrihrer
Mikroskop Olympus

Osmometer
pH-Meter
Photometer

Pil zheizhauben

Rotationsschiittler

Sterilarbeitshank

Hartmann und Braun URAS10E

CONSORT Microcomputer lonmeter
Ammonium-Elektrode

KSG 112

ZirbusVST 50/ 70

MBR Biore&tor 7 L

MBR Bioregtor 30 L

Datenerfasaung Advantech VisDAQ 3.11
AQUALYTIC Thermostatschrank

Memmert Thermostatschrank
Elementaranalysator vario EL

Typ Omega 1l Mda

Typ Omega 5 kDa

Christ Beta 1-8K

RLT Superg. ambulance

Rannie High Presaure Laboratory
Homogeniser Mini-Lab 8.30H

IKA Labortedhnk IKAMAG" REO

Bx40 (10, 20-, 100-fache Vergroferung) mit
Phasenkontrasteinrichtung  Bx-PHD ~ mit
Videokamera JVC TK-C1381 uwd Sony
Trinitron Color Video Monitor PVM-14NSE
VOGEL Osmometer OM-802

Metrohm, 691

Pharmada Biochrom 4060

Wittmann GmbH, Typ RM 1001

B. Braun, Certomat R

N(*)ctua K15500

InforsHT

Heraeus Laminair HB 2448

Woerden Clean Air DLF/RA
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Sterilfilter PALL Gelman Laboratory Aerodisc” Syringe
Tischzentrifuge Heraaus Biofuge 15
Tribungssonde Aquasant
Ultrafiltrationsanlage PALL FILTRON Zentrasette
PALL FILTRON Minisette
Ultraschall gerat Branson, Sonifier 450
V akuum-Trockenschrank Heraeus, VT 5042EK
Vortex-Mischer Vortex Genie2, Bender & Hobein
Waagen Mettler, AE 260 Deltarange, 0,1mg-1,5 g

Kern, Serie 822-33, 1,5-250 g
Mettler, PM34-K Deltarange, >250 g

Wasserbad Julabo F10-HC/ 8

Zellzznler Scharfe System CASY "1

Zentrifugen Eppendorf 5415C
Heraaus Biofuge 15
Braun Sigma 3K20

Braun Sigma 6K 10
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3.2 Chemikalien

Soweit nicht anders vermerkt, waren alle Chemikalien vom Reinheitsgrad p.a..

Aceton

D,L-Apfelsiure
Ameisensiure
Ammoniumdihydrogenphosphat
Ammoniumeisen(ll)- sulfat
Ammoniummolybdat
L-Asparaginsdure

Borsaure

a-Chaoonin

Cobaltchlorid

Cynocobalamin
Diammoniumhydrogenphosphat
Dikaliumhydrogenphosphat
Dinatriumhydrogenphosphat
Esggsaure

Ethanol

Glucose

Glucoseoxidase (200 U/1)
Glucose-Pufferlésung (fir Ambulance)
L-Glutaminséure

Glycin

Harnstoff

Hefeextrakt

INFINITY -Glucose-Reayenz
Kaliumdihydrogenphosphat
Kalziumcarbonat
Kobaltsulfat-Heptahydrat
Kupfer(ll)- sulfat-Pentahydrat
Magnesiumcarbonat
Magnesiumsulfat-Heptahydrat
Mangansulfat-Monohydrat

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
J. T. Baker, Holland
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
ROTH, Karlsruhe
J. T. Baker, Holland
ROTH, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
J. T. Baker, Holland
Fluka, Schweiz

J. T. Baker, Holland
Merck, Darmstadt
J. T. Baker, Holland
Merck, Darmstadt
Sigma, Steinheim
RLT, Mo6hnesee Dreihausen
Merck, Darmstadt
ROTH, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Bioferm, Hampshire, England
Sigma Diagnostics, USA
J. T. Baker, Holland
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
J. T. Baker, Holland
Merck, Darmstadt
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Natriumcarbonat
Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumdodegylsulfat (SDS)
Natriumhydroxid
Natriummolybdat-Dihydrat
Natriumnitrat-Tetrahydrat
Natriumsucanat
Natriumthiosulfat
Sactarose

Salzséure

Schwefelsdure

Silbernitrat

a-Solanin

Thiamin (Vitamin B;)
Zinksulfat

Merck, Darmstadt
J. T. Baker, Holland
Merck, Darmstadt
Sigma, Steinheim
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, Steinheim
Fluka, Schweiz
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
J. T. Baker, Holland
Heraaus, Langenselbold
ROTH, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
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3.3 Versuchstamme

Als Versuchsorganismus wurde Euglena gracilis stran Z (Klebs 12245/25) aus der
Sammiung der Algen Gottingen (SAG), Deutschland verwendet. Bei dem hier verwendeten
Stamm handelt es sch um den Wil dtypen.

In den Vorversuchen wurde Ashbya gossipii (DSM 3499 DSMZ-Deutsche Sammiung von
Mikroorganismen und Zelkulturen GmbH, Braunschwelg, Deutschland), Chlorella
protothecoides (SAG 211-10a), Saccharomyces cerevisae LBG 1022 (ATCC 32167,
Escherichia coli (DSM 30083 DSMZ-Deutsche Sammiung von Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH, Braunschweig, Deutschland) und Corynebacterium glutamicum (ATCC
13032 verwendet.

3.4 Stammbhaltung

Fur die Stammhaltung wurden die heterotrophen Euglena gracilis Zellen in einem leicht
modifizierten Nahrmedium von HUTNER (1966 [siehe Kapitel 3.6] im Dunkeln bei 25 °C in
300 ml Erlenmeyerkolben mit einem Arbeitsvolumen von 100 ml auf einem Schittler mit
einer Schiittelfrequenz von 120 min™ und einer Auslenkung von 15 mm kultiviert. Alle avei
bzw. drei Tage wurde ene frische Dauerkultur angelegt, bel der jewells 5 ml Stammkultur auf
100 ml frisches Medium (NL) steril umgeimpft wurden. Durch  Verwendung deser
Zeitabstande konnte sichergestellt werden, dass sch der grofde Tel der Kultur in der
exponentiellen Phase befindet (BAUMER, 1999.

3.4.1 Kultivierungim Schuttelkolben

Zur Herstellung von Inokulationskulturen fir Fermentationen im 7 L-Biore&tor wurden 250
ml NL-Medium mit 12,5 ml Stammkultur versetzt und de Kultur wurde fur zwel Tage auf
einem Rotationsschiittler (n = 150 min™, Auslenkung na = 25 mm) inkubiert. Der Bioreaktor

wurde mit dieser Inokulationskultur angeimpft.
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3.5 Kultivierung im Bioreaktor

Die Satz- (Batch-) und Zulauf- (Fed-Batch-) Kultivierungen wurden in einem 7 Liter- oder
einem 30 Liter-Ruhrkessel der FirmaMBR (Wetzikon, Schweiz) durchgefihrt.

3.5.1 Aufbau der Bioredktoren

Die Biore&ktoren besal’en standardiserte Abmesaungen, die die DECHEMA-Norm fir
Biore&toren (DECHEMA 199)) erflllten. Der 7 L-Biore&tor wies ein Hohe-Durchmesser-
Verhdltnis von 3:1 auf. Der Rihrer war an die Re&torhdhe angepaldt. Die geometrischen
Abmesaingen des 7 bzw. 30 L-Ruhrkessels snd in Abb. 3.1 mit der dazuigehdrigen Tabelle
(Tab. 3.1) dargestellt.

Abb. 3.1: Abmessaingen von Biore&toren.

Abb. 3.2 zagt schematisch den Aufbau der Bioreaktoren mit deren Peripherieausriistung. Der
7 Liter-Rihrkessl bestand aus einem doppelwandigen Stahluntertell, mit Ansatzstutzen fur
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die MessSonden und einem Glaszylinder as Oberteill. Der 30 Liter-Biore&tor bestand aus
einem durchgehenden doppelwandigen Stahlgefal3. Der Dedkel beider Bioregtoren bestand
aus Edelstahl und enthielt Durchgénge fir die Zuluftleitung, die Abluftkiihlung, sowie diverse
Stutzen zum Anschluss von MessSonden und zur Ankopplung von Vorlagegefél3en zur
Dosierung von Saure, Base, Antischaummittel und Nahrldsungen. Die Bioregtoren enthielten
seitlich 4 Stromstérer und zwei (7 Liter-Biore&ktor) bzw. drei 6-Blatt-Schelbenrtihrer. Die
Ruhrerwelle war Uber eine Magnetkupdung mit dem RuUhrermotor verbunden. Die
Temperierung der Redktoren erfolgte Uber die Doppelméntel durch Kihlwasser bzw.
Einblasen wvon HelRdampf. Die Begasung des Kulturmediums erfolgte Uber einen
Begasungsring. Keimfreie Bedingungen wurden durch Sterilfilter in der Zuluft- und
Abluftstredke gewdhrleistet. Die Abluftstredke eanthielt zusdtzlich ein Nadelventil zur
Regelung des Re&ktorinnendruds.

Tab. 3.1: Abmesaingen der in Abb. 3.1 dargestellten Bioreaktoren.
MBR 7 L-Laborrestor | MBR 30 L-Laborreaktor
Re&ktordurchmesser (D) 150mm 240mm

Reé&ktorhohe (H) 400mm 700mm

RUhrerdurchmesser (d) 70mm 79mm

Breite der Blétter (a) 15mm 20mm

Hohe der Blétter (b) 14mm 14mm

Scheibendurchmesser (c) 50mm 50mm

Anzahl der Blatter 6

Anzahl der Rihrer 2

Abstand d. Bodenrthrers v. Boden 125(110 mm

Abstand d. 2 Rihrersv. Boden 250(220) mm

Abstand zwischen den Rihrern (k) 125mm

Abstand Ruhrerblatt-L uftverteilung 60 mm

Ruhrerwellendurchmesser 20mm

Anzahl der Stromstorer 4

Hohe (g)

Breite (e)

Wandabstand (f)

Abstand v. Fermenterboden (h)
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Abb. 3.2 Schematische Darstellung der verwendeen Bioredtoren.

3.5.2 Mesgecnk

Die Biore&toren waren mit einer Reihe verschiedener MessSonden und Mess|nstrumente
ausgeristet. Standardméiig erfolgte die Mesauing des Redtorinnendrucks Uber einen
Druckaufnehmer und de der Temperatur Uber ein PT100-Widerstandsthermometer. Eine
konduktometrisch arbeitende Schaumsonde diente aur Schaumkontrolle. Fur die
Uberwadhung des pH-Wertes diente éne hitzesterili sierbare pH-Einstabmelkette (Fa. Mettler
Toledo), die vor der Sterilisation mit Pufferlosungen von pH 7,0 und 4,0 geacht und mit
einem Uberdruck von ca 2 bar versehen wurde. Die relative Gelostsauerstoffkonzentration
(pO2) wurde mit Hilfe enes polarographischen O,-Sensors der Firma Mettler Toledo
gemessn, der durch Begasung des Mediums im Redtor mit Stickstoff (0 %) und Luft
(100 %) wunter Kultivierungsbedingungen gedcht wurde. Die Kontrolle des
Luftvolumenstroms erfolgte Uber eine Zuluft-Regelungseinheit (Massflow-Box).

Die Bestimmung der Sauerstoff- und der Kohlendioxidkonzentration in der Bioregtorabluft
erfolgte mit Hilfe des kombinierten Abgasanalysesystems URASLOE (Hartmann und Braun).
Dabei wurde die Kohlendioxidkonzentration mit Hilfe der Absorption von Licht im
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Infrarotbereich ermittelt, wahrend de Bestimmung der Sauerstoffkonzentration Uber die
paramagnetischen Eigenschaften des Molekiils vorgenommen wurde. Die Kalibrierung wurde
durch das System automatisch durchgefthrt.

3.5.3 Digitale Steuereinheit

Die Steuerung der Bioregtoren geschah durch ene direkte, digitale Steuereinheit (direct
digital control unit, DDC), die andloge Mess und Regeleinschiibe besal3, in Verbindung mit
einem VME-Bus-Prozesgedhner. Die wichtigsten Funktionen der DDC waren die Erfasaung
und Regelung von Temperatur, pH, pO,, Rihrerdrehfrequenz, Redktorinnendruck,
Luftvolumenstrom und Zugabe von Antischaummittel.

Der VME-Bus-Redhner Ubernahm die Ubergeordnete Steuerung des Prozesses. Digitale
Steuereinheit, Abgasanalytik und Pumpen waren mit diesem Rechner verbunden, so dassalle
Prozesparameter und Prozessdaten kontinuierlich erfase, gespeichert und entsprechend
visualisert werden konnten. Die Eingaben der Sollwerte eafolgten ebenfalls Uber diesen
Prozesgedhner. AulRerdem wurden sowohl die Saure-, Base-, Antischaum-Pumpen als auch
die Zulaufpumpe angestetert und der pO, z.B. Uber die RUhrerdrehfrequenz geregelt.

Der VME-Bus-Redhner war als Stedkkartensystem aufgebaut und mit dem PME 68-25M-
Prozessor der Firma Motorola mit einer Taktfrequenz von 25 MHz und 4 MB Arbeitsgpeicher
ausgerustet. Der Rechner verfligte Uber ein Analogeingangsmodul XV ME-560 (Fa. XY COM)
mit 32 Anaogeingangen, Uber zwe Anaogausgangsmodue XVME-530 mit je 8
Analogausgangen, zwei Digitalausgangsmodule TSVME-400 bzw. 401 mit je 32 dgitalen
Ausgangen und ein serieles Ein/Ausgangsmodul |ASCM-XVME-4281 mit 8 seriellen
RS232-Schnittstellen.

Die Visudiserung erfolgte auf einem VT340 Terminal mit 2 voneinander getrennten,
umschaltbaren Benutzerebenen. Das Betriebsg/stem des Redhners war OS9, wahrend de
Prozesdiihrung vom Prozesdeitsystem Caroline Il (Fa. PCS, Schweiz) ausgefuhrt wurde. Fur
die Programmierung und Anderung deses Systems dand ein UMACS-Compiler zur

Verfligung.
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3.5.4 Sterilisation urd Kultivierung

Die Hitzesterilisation des mit Kulturmedium gefliliten Biorestors wurde fir 25 min bei
121 °C automatisch durchgeftihrt. Gleichzetig erfolgte auch eine Sterili sation der Zulauf- und
der Abluftstredke. Nadh dem Abkuhlen wurde das gewilnschte Kulturvolumen durch Zulauf
von kondensiertem Wassrdampf Uber die Abluftstredke engestellt. Die sterilfiltrierten
hitzeenpfindlichen Medienbestandtelle (Glucose, Ammoniumsalze Magnesumsulfat und
Kanamycin) wurden durch Septen im Dedkel des Bioreektors injiziert. Uber weitere Septen
wurden die getrennt autoklavierten pH-Korrekturflissgkeiten, Antischaummittel und
Zulaufmedien angeschlossen.

Nadr Einstellung der Sollwerte der Betriebsbedingungen wurde die Kultivierung durch
Animpfen mit ener Inokulationskultur (10 Volumenprozent des Arbeitsvolumens des
Biore&tors) durch ein Septum gestartet.

3.5.6 Probenahme

Die Probenahme eafolgte manuell Uber ein dampfsteriliserbares Probenahmeventil. Es
wurden zuerst ca 20 ml als Vorlauf verworfen und anschlief3end ca 20 ml Probe enthommen.

Um welteres Wadstum zu verhindern, wurden die Proben sofort aufgeabeitet.
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3.6 Nahrmedium fir die Anzucht von Euglena gracilis (heterotroph)

nach HUTNER, veradndert

Im heterotrophen Zustand benétigt Euglena gracilis neben einer Kohlenstoffquelle im
Medium noch einige andere Substanzen. Diese im photoautotrophen Zustand duch die
Lichtregtion und deren Folgerestionen produzierten Substanzen missen im heterotrophen
Zustand dem Medium zugesetzt werden. Als besonders esentiell sind hierbei die beiden
Vitamine Thiamin und Cyanocobalamin und de drel Aminosduren Glycin, Glutaminsdure
und Asparaginsdure a1 nennen. Die vorliegende Mediumzusammensetzung fur die Anzucht
heterotropher Zellen von Euglena gracilis beruht auf der Mediums-Rezeptur von HUTNER

(1966, lediglich die vorgelegte Menge an Glucose wurdeauf 15g/l erhoht.

Stammlésungen:

Konzentrat Dosierung
1 Vitamin B1 (Thiamin) 10mg/100ml 6 mi/l
2. Vitamin B, (Cyanocobalamin) 10mg/100ml 0,5 ml/
3. KH,PO, 409/ 10 mi/l
4. MgSO,4 * 7 H,O 149/l 10 ml/l
5. Fe(SO4)2(NH,)2 * 6 H,0 2,1g/1 10 mii
(Ammoniumeisen(ll)- sulfat)
6. Mikroelemente:
ZnSO4 * 7 H20 1,1 g/l .
MnSO, + H,O 0,58 g /1
(NH4)5M07024 *4 Hzo 0,18 g /1
CoSO4* 7 H,O 0,0249/1 —> 10mi/
CuSO4* 5 H,0O 0,077g/1
HsBO; 0,029¢g/1
NaNOs * 4 H,0 0,074g/1 -
7. Feste Bestandteile
MgCOs3 04ql/l
Glucose 15 g/
Harnstoff 04ql/l
L-Glutaminsdure 5 gl
D,L-Asparaginsaure 2 gl
D,L-Apfelsaure 5 gl
Glycin 2549/l
Na-Sucdnat (Bernsteinsaure) 0,149/l

CaCOs3 0,149/l
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Bel der Heselung der Stammiosungen ist darauf zu aditen, dass die beiden
Vitaminldsungen dunkel gelagert werden, da sie lichtempfindlich sind. Alle Stammlésungen
werden kel 4 °C gelagert. Fir die Mikroelemente-Stammidsung werden die oben aufgefiihrten
Substanzen in enem Liter demineralisiertem Wassr gelost. 10 ml dieser Stammitsung
werden dann fUr einen Liter frisches Medium verwendet.

Alle Substanzen solliten auch in dieser Relhenfolge in ausreichendem deionisiertem Wasser
gelost werden, da sonst Bestandteile ausfallen konnen. Da sich enige Feststoffe nur schledit
[6sen (MgCO3, CaCOg), solite die Losung auf dem Magnetrihrer bei max. 60 °C leicht
erwarm werden. Fertiggestelltes Medium (NL) wird bel 121 °C autoklaviert und kann bei
4 °C mehrere Wochen gelagert werden.

Fir die Aufrechterhaltung der Dauerkultur verwendet man 100 ml Medium in einem sterilen
Erlenmeyerkolben mit Silikonkappe und impft jeweils geril mit 3 ml der alten Stammitsung
an. Dieser Prozesswird dle avel bis drei Tage durchgeftihrt, um die Zellen in der gleichen,

exponentiellen Wadstumsphase zu haten.
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3.7 Analytik

3.7.1 Vertikale SDS-Polyaaylamidgelelektrophorese

Fur die Auftrennung der Proteine wurde an 12%iges SDS-Gel mit einem diskontinuierlichen

Puffersystem gewahit.

Sammelgel 775ul H,O

0,25ml Tris (0,25M), pH 6,8
425l Bis-Acrylamid (8 g/l)

425l Acrylamid (300g/l)

50 ul SDS-Losung (50 g/l)

25 pl Ammoniumpersulfat (100g/1)
2,5ul TEMED (1 g/l)

Trenngel 1,5mlH0

2,8ml Tris(1 M), pH 8,0

3,0 ml Bis-Acrylamid (8 g/l)

3,0 ml Acrylamid (300g/)

150ul SDS-Losung (50 g/l)

37,5 ul Ammoniumpersulfat (100g/)
2,5ul TEMED (1 g/l)

Elektroden- 25mM Tris

puffer 50mM Glycerin
109/l SDS
2-fach 250mM Tris

Probenpuffer |80g/l SDS

4009/l Glycerin

0,056 mM Bromphenolblau
2,5 M Mercaptoethanol

Die Proteinproben wurden mit dem gleichen Volumen 2-fach Probenpuffer versetzt, fir 5 min
auf 95 °C erhitzt, kurz zentrifugiert und auf das Gel gegeben. Die Fokusserung der Proteine
im Sammelgel erfolgte bel 10 bis 15 mA. Fir die aischlief3ende Trennung im elektrischen
Feld wurde fur 45 bis 60 min eine konstante Stromstarke von 18 bis 25 mA angelegt.
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Silberfarbung der 12 %igen Polyacrylamidgele

Die Farbung der Proteingele afolgte nadch einer modifizierten Methode von DAMERVAL et al.

(1987. Dazau wurden folgende Ldsungen bendtigt:

Entféarberldsung 10Vol.-% Essgsaure
45V ol.-% Methanol

Farmers Reducer 30mM Kaliumhexacyanoferat-(111)
32mM Natriumthiosulfat

Entwickler 23 mM Natriumcarbonat-Ldsung
0,1 % Formaldehyd-L 6sung

Nad der Proteintrennung wurde das Gel vorsichtig von der Tragerplatte égelost, fur 15 min
in Entfarberlosung gelegt und anschlie?end fir 2 min mit Farmers Reducer inkubiert. Nadh
vollsténdiger Entfarbung durch mehrere Waschschritte mit Wasser wurde das Gel fir 30 min
in Silbernitratlosung (1 g/l) fixiert und anschlieffend fir jewels 30 s mit Wasser und
Natriumcarbonat-L6sung behandelt. Die Entwicklung erfolgte durch Uberfiihren des Gels in
Entwicklerlésung. Die Farbentwicklung wurde bel der gewtnschten Bandenintensitét durch
einen Waschschritt mit Essgsaurelsung (10 %) abgestoppt.
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3.7.2 Zellaufschlussrerfahren

Ultraschallaufschluss

Der Zdlaufschluss von 1 ml Kulturbrihe efolgte mit einem Ultraschallgerdt der Firma
Branson, Typ Sonifier 450 (Abb. 3.3, links) zweima fir 30 s auf Stufe 8, gekoppelt mit
einem sehr dinnen Horn (Spitzendurchmesser etwa 3 mm) direkt im eisgekihlten Eppendorf-
Gefald.

Abb. 3.3: Links: Hochdruckhomogenisator; rects: Ultraschall sonde mit Steuereinheit

Hochdruckhomogenisation (HDH)

Der Zdlaufschluss von grofReren Mengen Kulturbriihe (> 100 ml) erfolgte mit einem
Hochdruckhomogenisator der Firma Rannie [High Presaure Laboratory Homogeniser

Mini-Lab 8.30H]. Bel den meisten Versuchen wurde die Kulturbriihe in den Vorlagetrichter
des HDH (siehe Abb. 3.3) gegeben und bei Driicken Uber 250 bar im Kreidauf gepumpt, das
heildt, die aufgeschlossene Kulturbrihe wurde eneut in den Vorlagentrichter gepumpt, wie
modellhaft in der Abbildung zu erkennen ist.
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3.7.3 Methode ar Bestimmung der Biotrockenmasse (BTM) und der
Paramylontrockenmasse (PTM)

3.7.3.1 Bestimmung der Biotrockenmass von Euglena gracilis

Die Bestimmung der Biotrockenmasse (BTM) von Mikroorganismen dient der Kontrolle des
Wadstums und der Produktivitét. Bei Bakterien und Hefen komnt héufig folgende Methode
zum Einsatz:

5 ml der Kulturprobe (V = 5 ml) werden in einem vorher getrockneten und gewogenen
Eppendorfgefa (max. 1,5 ml Volumen) bei 13.000 min™ portionsweise @zentrifugiert und
der Uberstand wird verworfen. Die Probe wird dann im Vakuumtrockenschrank bei 60 °C
Uber Nadt gewichtskonstant getrocknet. Nadh dem Abkuhlen der Probe im Exskator auf
Raumtemperatur wird das Eppendorfhitchen inklusive der Probe gewogen. Aus der Differenz
von gefulltem (myo1) und leerem Eppendorfgefald (miee) kann dann die BTM-Konzentration
berechnet werden.

XTM - B!&oll B rT]Ieer H (1)
o Vv U

Dieses Verfahren wurde auné&dhst auch fir Versuche mit Euglena gracilis in Nahrlosung (NL)
verwendet. Leider zegte sich, das es bel langeren Kultivierungen in Schittelkolben (langer
as 3 Tage) zu ener Art Zellagglomeration innerhalb der Suspension kam. Durch diese
Agglomerationen kam es zu ungleichen Vertellungen der Zelen in der Losung, was
unterschiedliche Zelldichten in den einzednen Proben zur Folge hatte. Unter dem Mikroskop
konnte man gut dokumentieren, dass in zwei gleichen Volumina unterschiedlich hohe
Zellkonzentrationen und somit BTM zu finden waren, weshalb eine axdere Form der
Probenahme etbliert werden musdge.

Um eine statistisch gleichverteilte Probe nehmen zu kénnen musde aifgrund der gemaditen
Erfahrungen eine Umstellung der Versuche durchgeftihrt werden. Fir jeden Versuchstag
werden run n (n = Anzahl der Versuchstage) Erlenmeyerkolben mit dem gleichen
Arbeitsvolumen (hier: 300 ml Erlenmeyerkolben mit 200 ml NL) angeimpft und bebritet. Fur
jeden Versuchstag wurde nun ein kompletter Kolben geentet. Nad funfminttigem
zentrifugieren bei 5000 min® (Braun Sigma 6K10) in vorher getrockneten, gewogenen
Zentrifugengeféden (500 ml Volumen) wurden diese wieder im Vakuumtrockenschrank tber
Nadt getrocknet und wie oben beschrieben ausgewogen (n = 100ml).
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3.7.3.2Bestimmung der Paramylontrockenmasse von Euglena gracilis

Bei den ersten Untersuchungen wurden BTM und PTM aus zwe Proben unabhéngig
voneinander bestimmt. Daraus ergab sich tellweise @n Unterschied zwischen den einzenen
Ergebniseen. Anhand mikroskopischer Untersuchungen der jewelligen Proben konnte man
nadhweisen wie diese Unterschiede austande kamen, teilweise kam es zu Zellverklumpungen
und somit zu unterschiedlichen Zellkonzentrationen in den jeweiligen Proben (V = 5 ml).
Somit konrte bei zwei Proben nicht gewéhrleistet werden, dass die BTM und de PTM
statistisch dhnlich waren. Eine unterschiedlich hohe Zellzehl konnte mit dieser Methode nicht
ausgeschlossen werden.

Die neue Methode schliefdt dies aus, da aus der BTM-Probe in einem zweiten Schritt der
PTM-Gehalt bestimmt wird. Zunachst wird de BTM bestimmt. Nach dem Auswiegen der
Probe wurde das Pellet mit 1% SDS-Losung resuspendiert. Dann wurde die Probe auf dem
Vortexer gut durchmischt und bei 37 °C Uber Nadt auf enem Schittler inkubiert
(150 min)[I nfors HT]. Am folgenden Tag wurde die Probe azentrifugiert (finf Minuten bei
5.000 min™) [Eppendorf 5415 C], der Uberstand wurde verworfen und zweimal mit demin.
Wasser resuspendiert und abzentrifugiert. Anschlief3end wurde noch zwel ma mit Aceton
resuspendiert, abzentrifugiert und der Uberstand entsorgt. Die folgende Trocknung erfolgte
wie bel der Bestimmung der BTM im Vakuumtrockenschrank unter den gleichen
Bedingungen.

Durch den Einsatz dieser Methodendnderung kam es nicht mehr zu erhéhten PTM-Werten,
die Werte sind somit genauer. Durch eine Bestimmung der Zellzahl zum Zeitpunkt der
Probenahme (Thoma-Kammer oder CASY®1, Model DT, der Firma Schérfe System GmbH)
kann dann zusétzlich die Paramylonkonzentration je Zelle beredhnet werden.
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3.7.4 Untersuchungen zur Veranderungder Osmolalitat in NL und KFW

Um mehr Uber die Veranderung der lonenkonzentration im Medium (NL) bzw. KFW zu
erfahren wurden Untersuchungen mit dem Osmometer OM-802 dr Firma VOGEL
durchgefihrt. Dadurch sollite es zu einer weiteren Aufkléarung der Stoffumsatze im Medium

wahrend der Fermentation kommen.

3.7.4.1Mesgrinzip

Im Osmometer OM 802 wird der Gefrierpunkt von wasgigen Losungen gemesen. Die
Gefrierpunktserniedrigung im Vergleich zu reinem Wassr stellt ein direktes Mal3 fir die
osmotische Konzentration dar. Reines Wasser gefriert bel 0 °C , eine wasgige Losung mit der
Osmoldlitét von 1 Osmol/kg Wasser bel — 1858°C.

1 Mol Substanz in 1 kg Wasser gelost ergibt nur dann eine Lésung mit der osmotischen
Konzentration von 1 Osmol/kg Wassr, wenn es eine idede Losung ist und wenn die

Substanz nicht disziert.

Typische Abkiihlkurve von Prinzipschaltbild
Wasser und wiissrigen Losungen

Thermistor

h
Z( ] W healslonesche Bricke
Trobe

wissrige T.osung |\ mOsm Pelelier-Llement

\ Digitalanzeige
TInterkiihlung

Tmin 2 min Feit

Tlatcan

v
Wendepunkt

Abb. 3.4: Mesgrinzip des Gmaneters OM 802

3.7.4.2Wirkungsweise und Beschreibung des Verfahrens

Die Probe wird in ein Kunststoffgefald gefillt (Eppendorfhitchen) und mit diesem gekdihit.
Zur Kihlung wird ein Peletier-Element benutzt. Die Temperatur im unteren Kuhlsystem wird
dynamisch geregelt und den jeweiligen Erfordernissen der einzdnen Mesghasen angepasd.

Vor und nad einer Mesaung wird die Tempetatur des Kihlsystems auf +2 °C eingestellt.
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Bem Erreichen ener definierten Unterklhlung wird de Kristalisation automatisch
eingeleitet. Dies geschieht mit einer Edelstahlnadel, deren untere Spitze aivor an einem
zweiten Kuhlsystem so weit abgekuhlt wurde, dass infolge kondensierter Luftfeuchtigkeit
winzige Eiskristalle daran haeften.

Diese Stahlnadel wird kurzzatig in die unterkihlte Probenlésung eingetaucht, sodass die
Kristalli sation einsetzt (Gefriervorgang). Dabel wird de Temperatur mit Hilfe anes
Thermistors mit einer Auflésung von 1,858 x 30° °C gemesen. Wegen des lineaen
Zusammenhangs zwischen Osmolditaé und Gefrierpunkt ist die Mesaung der
Gefriertemperatur auch gleichzatig eine Mesaung der Osmolditét. Die Anzeige afolgt dann
direkt in Osmol/kg.

3.7.4.3Durchfuhrung einer M essung/Eichung

Das Gerd bendtigt eine Aufwdrmzat von 2 Minuten bevor Messungen moglich sind. 50 pl
Probe werden in das Probengefal} pipettiert und das Probengefald wird dann auf den Messkopf
gestedkt. Nun wird der Messkopf mit dem Probengefald in die Kihl6ffnung eingefahren. Nacdh
ca 45 Sekunden kann dann der Messwert abgelesen werden. Die auitomatische Ausldsung der
Mesaung wird akustisch durch einen Summton und optisch durch eine Leuchtdiode in der
Digitalanzege angezegt.

Nad einer Mesaung wird der Meskopf aus der Kihloffnung herausgenommen und das
Probengefal? wird entfernt.

Vor den Mesaungen von Proben sollte immer eine Eichung mit destilli ertem Wasser (fur den
Nullpunkt) und mit der mitgelieferten NaCl-L6sung (300 mOsmol) durchgeftinrt werden. Der

Messvert einer Kalibrierungsmesaung wird automatisch tbernommen.
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3.7.5 Methode ar Smultanbestimmung wn Kohlenstoff, Wasserstoff,
Stickstoff und Schwefel mit dem Elementaranalysator vario EL

Zur Klarung der Veranderungen der Kohlenstoff, Stickstoff und Schwefelkonzentrationen
wéahrend der Fermentation wurde die Elementanalyse angesetzt. Durchgefiihrt wurden diese
Arbeiten in dem Labor von Dr. Tom Steinlein in der Fakultdt fur Biologie, Universitét
Bielefeld.

Der vollautomatische Analysenablauf (siehe Abb. 3.5) basert auf der oxidativen
Aufschlussnethode, wobei als Detektor eine Warmeleitfahigkeitsmesszdle angesetzt wird.
Als Tréger- und Spidas dient Helium.

3.7.5.1 Substanzaufschluss

Die a1 analyserende Substanz wird duch oxidative Verbrennung aufgeschlossen. Der
gquantitative Substanzaufschluss beruht auf der explosonsartigen Verbrennung in mit
Sauerstoff hoch angereicherter Heliumatmosphéare im leaen Verbrennungsrohr bei einer
Temperatur von ca 1150°C.

Zum Aufschluss wird de Probe in Zinnschiffchen mit einem WOs-Zuschlag eingewogen,
wobel sich die Hohe des Zuschlags nadch der Einwaage und der Applikation richtet (ca 5 mg).
Das zusammengefaltete Schiffchen wird dann mittels automatischem Probengeber in das mit
Helium und Sauerstoff gefiilite, senkrechte angeordnete Verbrennungsrohr aus Quarzglas
eingeworfen.

Bei der oxidativen Verbrennung entstehen aus den Elementen C, H, N und S neben
molekularem Stickstoff die Oxidationsprodukte CO,, H,O, NO, NO,, SO, SO; sowie
flichtige Halogenverbindungen, falls die Probe Halogene enhdt.

Die Stickoxide und Schwefeloxide werden an einem nadhgeschalteten Kupferkontakt
(Reduktionsrohr) bel 850 °C quantitativ zu molekularem Stickstoff und SO, reduziert.
Aul3erdem wird Uberschiissger Sauerstoff am Kupferkontakt gebunden.

Die fllchtigen Haogenverbindungen werden hinter dem Kupferkontakt an geagneten
Absorptionsmitteln (z. B. Silberwolle) chemisch gebunden und damit aus dem Gasgrom
entfernt.

Die letztendlich entstandene Gasmischung aus den Komponenten Helium, CO,, H,O, N, und

SO, wird nadhfolgend einem Trenn- und Mel3system zugeftihrt.
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Zur Verhinderung der Bindung von H,SO, aus SO, und H,O und zur Vermeidung von
Wasserkondensation in den Rohrleitungen sind sdmtliche Rohrverbindungen ks zum

Trennsystem beheizt.

3.7.5.2Trennung der Reaktionsgase

Da die Warmeletfahigkeitsmeszdle (WLD) nicht spezfisch zwischen den wverschiedenen
Komponenten des Gasgemisches unterscheiden kann, missen die Redtionsproduktie CO;,
H>O, N, und SO, einzdn und nacheinander von dem Trégergas Helium in die Meszdle
gespllt werden. Diese Trennung der Komponenten erfolgt in U-formigen Trennsdulen nach
gaschromatographischen Prinzipien.

Zunadst durchstromt das Gasgemisch, bestehend aus CO,, H,O, N2, SO, und Helium eine
Adsorptionssiule bei einer Temperatur von 50 °C. Mit dieser Sdule wird das Wasser
quantitativ entfernt. Trotz optimaler Ausegung des Adsorbenten l&sg sich nicht verhindern,
dassauch SO,-Spuren an dieser Saule alsorbiert werden.

Der Rest des Gasgemisches durchstromt anschlief?end eine aweite Adsorptionssiule. Mit
dieser Saule wird das SO, quantitativ aus dem Gasgrom entfernt. Zuletzt durchstromt die
Gasmischung, bestehend aus CO,, N, und Helium, eine dritte Adsorptionssiule. Mit dieser
Saule wird das CO, quantitativ ausdem Gasgrom entfernt.

Der von den Adsorptionssaulen unbeanflusde Stickstoff tritt mit dem Trégergas Helium in
die Warmeletfahigkeitsmesszdle en.

Wenn die Mesang des Stickstoffsantells beendet ist, wird de mit CO, beladene
Adsorptionssaule aif ca 130 °C geheizt, wodurch CO; rasch desorbiert und von Helium in
den WLD gesplit wird.

Nad der Beendigung der Mesaung des CO-Anteils wird de SO,-Adsorptionssaule auf ca
140 °C geheizt, wobei das SO, unter Umgehung der CO,-Adsorptionssiule in den WLD
gespult wird.

Ist die SO,-Desorption von der SO,-Saule beendet, musszunadst noch das sch auf der H,O-
Saule befindliche Rest-SO, gemessen werden. Dazu wird de H,O-Saule fir einen bestimmten
Zeitraum auf ca 75 °C geheizt. Bei dieser Temperatur wird das SO, desorbiert, wahrend H,O
noch auf der Sdule verbleibt. Die Aus9ulung des Rest-SO, und des nadifolgenden
desorbierten H,O erfolgt unter Umgehung der SO»- und der CO,-Adsorptionssiule.

Wenn die Mesaung des SO,-Anteils beendet ist, wird de nun nur noch mit Wasser beladene
H,O-Saule auf ca 280 °C geheizt, wobel die Desorbtion des Wassers erfolgt. Das Wasser

wird vom Trégergas Helium in Form von Wassrdampf in die Meszdle gesplit. Nad
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Beendigung der H,O-Mesaung wird de H,O-Adsorptionssiule anddst auf ca 50 °C
gekuhlt, bevor ein reuer Analysenablauf gestartet wird.

3.7.5.3Nachweis

Als Detektionseinheit dient eine besonders empfindliche, hinsichtlich des Tragergases Helium
optimierte Warmeletfahigkeitsmessdl e mit grof3em dynamischen Bereich.

Der Warmeleitfahigkeitsdetektor besteht aus zwel Kammern mit je @nem Themistor. Eine
Kammer wird von einem Heliumgasdrom mit konstanter Stromungsgeschwindigkeit
(Referenzstrom) durchstromt, die andere von Helium mit dem zu messenden Fremdgasantell
(Messgrom).

Die avei Kammern hilden eine Mesdorlicke, deren elektrische Verstimmung ein direktes Mal3
fur den Fremdgasanteill im Trégergas darstellt. Die Zellenausgangsgpannung in Form eines
Pe&ks wird in Abhéngigkeit von der Zeit aufgezechnet, digitalisiert, integriert und as
Integralzat dargestellt.

Vor Beginn jeder Mesaung erfolgt ein automatischer Nullabgleich, so dass eine mogliche

Null punktdrift des Detektors kompensiert wird.

Funkfionsprinzlp CHNS

Blakr, Purchfiuse—
| [
00 ml/min. g Moty

50 mi/min, gl L -

‘ 5

125 bar

i

Magnateanile:
Stromios von " nach 3
! 2 oflen

Abb. 3.5: Verrohrungsschemavario EL zur C-, H-, N- und S-Bestimmung
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3.7.6 Bestimmungder Zellzahl in mikrobiologischen Proben

Die Bestimmung der Zellzehl gibt einen guten Uberblick Uber den Vitaitétsgrad einer
Zellsuspension. Aus den zdtlich aufeinanderfolgenden Werten der Zellzahl 1asg sich somit
relativ einfach die Verdopplungsgeschwindigkeit/Generationszeit (tg) von Mikroorganismen
bestimmen.

Um die Anzahl an Zellen pro Volumen zu bestimmen gibt es zwei gangige Verfahren die mit

geringem Aufwand durchgefihrt werden konnen:

1. Mikroskopische Z&hlungen von Mikroorganismen in der Thoma-Kammer
2. Partikelmesaung mittels CASY® 1, Model DT von Schérfe System GmbH (iber das

Widerstandsmessrinzip

Beide Mel3systeme finden ihren Einsatz im Laboralltag und sind mit Vor- und Nadteilen
versehen. Fir die Verwendung der Thomakammer spricht sicherlich ihre schnelle Lieferung
von Ergebnisen bei geringem aperativem Aufwand. Andererseits ist ein hohes Mal3 an
Ubung firr eine Zahlung von Noten und es ist hinderlich, dass sch die Zellen unter dem
Dedglaschen moch bewegen und eine Auszéhlung somit erschweren. Fir das zweite,
elektronische Mef3system spricht hingegen die hdhere Durchsatzrate, da pasend vorbereitete
Proben nur noch vorgelegt werden missen und das Geré die Mesaung ohne menschliche

Unterstiitzung durchfihrt. Insgesamtist jedoch fUi r eine Einzdprobe der Aufwand redit hoch.
3.7.6.1 Zellzahlbestimmung mittels Thoma-K ammer

Die mikroskopische Untersuchung von Zellsuspensionen ist eine dbliche und relativ dte
Methode. In den meisten Laboratorien ist sie mit geringen Mitteln durchfiihrbar, da nur ein
Lichtmikroskop und ein spezeller Objekttrager (Thoma-Kammer) mit dazugehdrigem
Dedglas ndtig ist. Bel der Betradtung einer Zahlkammer gegen das Licht sind kreuzformig
eingeritzte Linien erkennbaer (sehe Abb. 3.6), die das Zahlfeld in 16 Grolquadrate teilen.
Unter dem Mikroskop lasg sich erkennen, dass jedes Groljquadrat aus 16 Kleinquadraten
besteht. Die Kleinquadrate haben eine Seitenldnge von 0,05 mm. Da avischen dem korrekt
aufgelegten eingeschliffenen Dedkglas und dem Gitternetz @n Abstand von 0,1 mm besteht,
ergibt sich folgendes VVolumen Uber dem Kleinquadrat:

0,05 mmx 0,05 mmx 0,1 mm= 0,00025mm® (2
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Dieses VVolumen muss mit dem sogenannten Kammerfaktor = 4x10° multipliziert werden, um
auf die tbliche BezugsgroRe von 1 ml (= 1cm®) zu kommen. Firr die Bestimmung gilt aso:
Durchschrittliche Zahl der Mikroorganismen pro Kleinquadrat multipliziert mit 4x10° ergibt
die Bakterienzahl pro ml.

0,05 mm ‘:_

eingeschliffenes
Deckglas

Deckglasstiitze

Abb. 3.6: Zdhlkammer nach THOMA (aus SUSSVUTH et al. 2. Aufl. 1999)

Bei der Durchfihrung einer Zellzéhlung ist darauf zu aditen, dass die a1 messende
Zellsuspension nicht zu viele Mikroorganismen enthdt, da sonst eine Zahlung nicht méglich
ist. Bel zu darker Zelkonzentration ist ene Verdinnung anzufertigen. Der
Verdunnungsfaktor ist dann spéter bel der Berechnung der Zellkonzentration mit in die obige
Formel (2) einzubezehen. Aul3erdem muss bei Untersuchungen mit der Thoma-Kammer
darauf geaditet werden, dassdie Zellen moglichst wenig mobil sind, da sonst eine Zahlung
schwer féllt. Bei Euglena gracilis wird der Zellsuspension ein Tropfen verdinnter HCI
zugefugt, was die Zellen sofort bewegungsunfahig madt.
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-

L o

Abb. 3.7: Aus<hnitt aus einem Grol3quedrat einer Thoma-Kammer

Neben der Beweglichkeit der Zellen ist auch ihre Lage auf dem Objekttréger ein Problem,
welches hier kurz dargestellt werden soll. Da die Zellen oft Uber die Grenzen eines
Kleinquadrats hinaus liegen, muss vor einer Zahlung festgelegt werden zu welchem
Kleinquadrat eine Zelle gehtrt und welche Zellen evtl. nicht mitgezélt werden dirfen.

In Abbildung 3.7 9nd solche Fale aufgefuihrt.

1. Diese Zédlle liegt an Rand des Grolguadrats und hat nur einen kleinen Antell am
Kleinquadrat. Diese Zelle sollte nicht mitgezalt werden!

2. Der grofde Tell der Zelle liegt im zu zénlenden Kleinquadrat. Sie kann mitgezalt
werden.

3. Be dieser Zelle ist zu entscheiden welchem Kleinquadrat sie aizuordnen ist. Man
solite sich vor dem Z&hlen auf zwel Aul3enlinien eines Kleinquadrats festlegen, die
noch mitgezéilt werden sollen, fals Zellen dies berthren, beispielsweise die redite
und die obere Linie.

Bel ener Vereinbarung wie sie unter 3 beschrieben ist ergébe das fur das in Abb. 3.7
gezegten GrolRquadratausschnitt folgendes Ergebnis:

0 0 1
2 2 0
0 0 1

DieZdlen 1 und 2wirden somit aus der Messung herausfallen.

Diese Entscheidung, welche Zellen noch mitgezélt werden dirfen und welche nicht und de
gewdhlte Verdinnung sind auch gleichzetig der grofte Fehlerquelle dieser Mel3methode. Da
die Objekttrdger mit Thoma-Kammer immer Uber zwei mit eingeritzten Linien versehene

Bereiche verfligen, ist es auch empfehlenswert in beiden Kammern eine Zahlung
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durchzufihren. Kommt man bel beiden Zahlungen zu vergleichbaren Ergebnisen, so kann
diese Mesaing angenommen werden. Bel zu golen Abweichungen sollte die Mesaung

wiederholt werden und gegebenefdls die Verdinnungiberprift werden.
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3.7.6.2 Zell zahlbestimmung mittels CASY® 1

Mesgrinzip

Hierbei kommt es zum Einsatz des Widerstandsmessrinzips aus der Partikelmesdednk
welches mit einer modernen Methode der Signalauswertung, der Pulsflachenanalyse,
verbunden wurde. Zur Messing werden die Zellen in einem schwaden Elektrolyten
suspendiert und mit konstanter Stréomungsgeschwindigkeit durch eine Kapillare definierter
Geometrie gesaugt. Die Praasionsmesgore ist as Bohrung in einem Rubin redisiert, der in
den Kapillarkorper eingegossen ist. Wahrend der Mesaung wird Uber zwei Platinelektroden
eine Spannung an die Kapillarstredke angelegt. Die dektrolytgeflllte Kapillare stellt einen
definierten elektrischen Widerstand dar.

Beim Durchtritt durch die Kapill are verdrangen die Zellen eine ihrem Volumen entsprechende
Menge Elektrolytlosung. Da intakte Zellen in erster Naherung als Isolator betrachtet werden
kbnren, komnt es zu ener Widerstandserhbhung entlang der Kapillarstredke. Die
Widerstandsadnderung ist ein Mal3 fir das Volumen der Zellen. Voraussetzung fur dieses
Messrerfahren ist, dassdie Zellen die Mesgore anzen passeren. Das Messsgnal wird von
CASY® 1 mit einer Frequenz von 1 MHz abgetastet. CASY® 1 erfasg nicht nur die
Amplitude des Messsgnals, sondern den gesamten Signalverlauf. Aus den Einzdmessingen
berechnet CASY® 1 dbs Integral des Messsgnals (Pulsflachenanalyse). Uber zwel
einstellbare Bereichsgrenzen kann der Mesdereich in drei Tellbereiche eingeteilt werden, die
von CASY® 1 Mode DT gleichzeiig gez#lt werden.

Je nach zu erwartender Grolée des zu zéhlenden Mikroorganismus kommt es zur Verwendung
unterschiedlicher Kapill ardurchmesser. Firr das CASY® 1 sind folgende Kapillaren erhalti ch:

1. 45um

2. 60um

3. 150pum

4. 200pum

Fir Untersuchungen mit Euglena gracilis wurde deshab eine Kapilare mit enem

Durchmesser von 150 um gewahit.
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3.7.7 Glucosebestimmung von Proben aus der Fermentation

Um einen Einblick in den Umsatz an Kohlenhydrat wahrend der Fermentation mit Euglena
gracilis zu bekommen werden regelmaldig Proben genommen und einer Zuckeranalytik
zugefuhrt. Dabei haben sich zwei Testansétze durchgesetzt:

1. Glucose-Test Infinity von Sigma, enzymatisch
2. Glucose-Mesaing mit dem GL g,per ambulanceder Firma Ruhrtal Labor Tedink (RLT)

Beide Testmethoden haben ihre Vor- und Nadteille, die jedoch hauptsadilich auf die
Handhabbarkeit zurtickzuftihren sind. Fir beide Systeme kann eine auvor eingefrorene Probe
verwendet werden. Die Probenvorbereitung ist denkbar einfach: 1 ml der homogenen
Zellsuspension wird in einem ausreichend gol¥en Eppendorfhitchen bel 13.000 U/min.
[Eppendorf 5415 C] zentrifugiert. Der Uberstand wird dekantierend in ein gedgnetes
Probengefald Uberfuhrt, dass Pellet im zentrifugierten Eppendorfhitchen kann werworfen
werden. Die Probe kann run direkt gemessen werden oder aber auch bal —18 °C gelagert
werden. Fur Proben die direkt gemessen werden missen, wenn also schnell Daten bendtigt
werden, empfiehlt sich die este Methode. Werden jedoch grofiere Mengen an Proben
gemesen, 0 ist die Glucosemessung mit dem GLgpe ambulance vorzuziehen, da auf3er
einem Beladen mit Proben und einer Kontrolle der Re&tionddsungen nur wenige Handgriffe
notig sind, bevor das System selbststandig arbeitet. Bei beiden Methoden ist auf die au
erwartende Zuckerkonzentration zu aditen, damit die Probeldsungen in ihrer Verdinnung im
Mesdereich des jeweligen Tests liegen. Gegebenenfals snd vor der Mesang
Verdinnungen anzufertigen, die nadh der Mesaung wieder in den erhaltenen Wert

zuriickzuredhnen sind.
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3.7.7.1 Glucose-Test Infinity von Sigma, enzymatisch

Mit dem Glucose-Test Infinity der Fa Sigma kann man enzymatisch die
Glucosekonzentration im zdlfreen Medium bestimmen. Auf folgender enzymatischer
Reé&ktion beruht das Prinzip bei der Bestimmung der Glucose:

0

Glucose+ ATP > G-6-P+ ADP : [0 = Hexokinase
0

G-6-P + NAD" > 6-PG+ NADH +H" : 0 = G-6-PDH

In einer durch Hexokinase-katalyserten Re&ktion wird zuerst die Glucose durch
Adenosintriphosphat (ATP) zu Glucose-6-Phosphat (G-6-P) unter gleichzdatiger Bildung von
ADP phosphoryliert. In Gegenwart von NAD" wird das $ entstandene G-6-P von Glucose-6-
phosphat-Dehydrogenase  (G-6-PDH) zu 6-Phosphogluconat  (6-PG) oxidiert, wobei
NADH+H" entsteht. Direkt proportional zur umgesetzten Glucosemenge wird NADH + H”
gebildet, welches durch die Mesaung des Absorptionsanstiegs bei 340 nm bestimmt werden

kann.

Durchftihrung

1. Pulver des Glucose-Reggenz in 20 ml demineralisertem Wasser 16sen.
2. Der Test wird in einer Halbmikrokulvette durchgefihrt.

* Referenz => H-.0

e Leawet => 1 ml Reagenzlésung + 10 pl H,O

Probe => 1 ml Reagenzlésung + 10 pl Probe
Mit Kunststoff spatel gut durchmischen.

Mindestens 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren.
Bel 340nm messen.

Referenz auf Null einstellen und dann Leawert und Proben mesen.

N o o &~ w

Bei grof:en Abweichungen vom Erwartungswert Verdinnungsgufe tberprifen und/oder

erneut ansetzen
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Berechnung der tatsadhlichen Glucosekonzeantration:

AA=A - A ®)

- AAXTV x MW xVF
C x L) = 4
o (9 ) EXLPxSV )

AA = Absorptionsdnderung bei 340nm

Ap = Absorptionswert der Probe bel 340nm

AL = Absorptionswert der Nullprobe bei 340nm
Coc = Glucosekonzentration (g 1™

TV = Gesamtvolumen des Ansatzes ( = 1.01ml)
MW = Molmass von Glucose (- 180169 mol ™)
VF  =Verdinnungsfaktor

€ = Absorptionskoeffizient von NAD bel 340nm
LP = Schichtdicke der Kivette

SV =Probenvolumen (= 0.01ml)

Das Reggenz ist bei Raumtemperatur 14 Tage haltbar. Bel der Mesaung ist darauf zu adten,
dass die Absorption zwischen 0,1 und 10 liegt, da aerhalb keine Lineaitéd der
Messrgebnise a1 erwarten ist. Bei Verdinnungen ist der Verdinnungsfaktor nach der
Beredhnung der Glucosekonzentration mit einzurechnen. Ist im unverdinnten Zustand der
Probe @ne Absorption unter 0,1 gemesen worden, so sind dese Werte trotzdem zu
verwenden, da dann die Glucosekonzentration gegen Null geht. Es empfiehlt sich immer
einen Glucosestandard mitzumessen (0,500 dl, liegt als Standard vor) um die Genauigkeit des
Tests festzustellen. Bei grof3en Abweichungen vom zu erwartenden Messvert wurden die

Messungen wiederholt.
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3.7.7.2 Glucosebestimmung mit dem GLg,per ambulancevon RLT

Die Messung mit dem GL g0 ambulance zegte schim Laufe der Forschungsarbeit as dieflr
dieses Medium genauere Mthode, weshadb auch die Methode unter 3.7.7.1 nur bei den

ersten Untersuchungen angewendet wurde.

Mess und Funktionsprinzip

Die Bestimmung der Glucose mit der vom GLgpe ambulance verwendeten Enzymkassette

erfolgt nach dem enzymatisch-amperometrischen Messrinzip (Abb. 3.8).

Glukonséure

-
Y

Glukose \

Abb. 3.8: In der als Durchflusszell e angel egten Meszdl e befindet sich die Messkammer (1), die auf einer Seite

von der Enzymmembran (2) begrenzt wird. In der Messzéll e liegt das Enzym Glucoseoxidase (GOD)
(3) immohili siert vor ((4) Platinel ektrode).

Ein Messzyklus beginnt mit dem Eintauchen der Probenkanile in eine Probe, wobei
Probelbsung in die Mesgdle befordert wird. Die bel der Probennahme in die Meskammer
gelangte Glucose trifft nadh Durchtritt durch die este Membrangrenzschicht auf die
immobilisierte GOD und wird mit Hilfe derer katalytischen Wirkung gemél der unten
angegebenen Re&ktionsgleichung zu Glukonsaure und Wasserstoff peroxid (H,0,) umgesetzt.
Nad Diffusion durch die aveite Membrangrenzschicht wird H,O, an der Platinelektrode (4)
bei +600mV oxidiert.

GOD
R-D-Glucose + O, + H,O -  D-Glukonsaure + H,0O,

+600mV
HO > 2H"+0,+2¢€
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Das © erhdtene Mef3signal wird wahrend der Probenahme fortlaufend dfferenziert. Das
Maximum der differenzierten Kurve kennzechnet den maximalen Anstieg der Strom-Zeit-
Kurve (Abb. 3.9). Das hierzu gehdrige Mel3signal (Maximum der differenzierten Kurve) wird

in enen Spannungswert umgewandelt. Dieser Messwvert ist der Glucosekonzentration der

Probe proportional.

|-

50 1

L zeitliche Veranderung
des Stroms

A Strom
(nA]

Strom - Zeit - Kurve

\ differenzierte
Strom - Zeit - Kurve

10 Zeit (sec)

Abb. 3.9: Strom-Zeit-Kurve

Nad Erreichen des beschriebenen Mef3signals wird de Probenahme beendet. Nach Absinken
des Mefisignals auf einen festgelegten Schwellenwert in der N&he der Basidinie, beginnt der

nacdste Mef3zyklus.
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3.7.8 Bestimmungder [6slichen Trockenmasse (SDW)

Um einen gewissen Aufschluss tber die Aufnahme von 16dlichen Bestandtellen des Mediums
durch Euglena gracilis zu haben, wurde von Fermentationsbriihen die |6sliche Trockenmasse
als Grofe herangezogen. Die folgende Methode wurde sowohl fir definiertes Medium als
auch fur Kartoffelfruchtwasser angewendet.

Fur die Mesaung der l6dichen Bestandteile der jeweiligen Proben wurden 10 ml zdlfreies
Medium in vorher getrocknete und ausgewogene Keramikschélchen pipettiert. Bei 60 °C
wurden die Proben fir 24 h schonend im Trockenschrank [Heraeus, VT 5042 EK]
eingedampft. Die im Exskator auf Raumtemperatur abgekihlten Proben wurden dann erneut
gewogen [Mettler, AE 260 Deltarange].

Fur die Beredhnung der |6di chen Trockenmasg wurde folgende Formel herangezogen,

P ow = lodiche Trockenmassekonzentration (g/ml)

mggw = |6diche Trockenmass + Keamikschathen

Veroe = Volumen der Probe (ml)

Der so erhaltene Wert ergibt die 16dliche Trockenmasse fir 1 ml zdlfreien Medium.
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3.7.9 Wadstum von Mikroorganismen, Formeln

In der Biotechnologie spielt das Wadhstum von Mikroorganismen eine zetrale Rolle und
eine Untersuchung von Faktoren, die das Wadstum bedanflussen erméglicht einen besseren
Einbick in die laufenden Prozese eaner Fermentation. Um verschiedene Verfahren
miteinander vergleichen zu konren, ist es von Noéten enige vergleichbare Kriterien zu
erarbeiten. Dazau gehdren z. B. die Bestimmung von Wadstumsgeschwindigkeiten und de
Andyse der Umwandlung von Substrat in Biomase. Fur die Ausegung von
biotechnologischen Verfahren ist eine Beschreibung dieser Vorgange mit mathematischen
Formulierungen unumganglich (BERGTER, 1983. Aus diesem Grund werden folgend einige

wichtige Formeln dargestellt, diein Kapitel 4 ihre Anwendung finden.

Verdopplungszeit
Als Verdopplungszet, abgekirzt ty, wird de Zeit bezechnet, in der sich die Biomass
verdoppelt. Sie steht mit der spezfischen Wadstumsgeschwindigkeit p folgendermal3en in

Zusammenhang:
tq ist vergangen, wenn X = 2X, @)
_ Hy
2X 0- 2XO (& (8)
Kirzen durch Xo
p=ehd (9)
In2 = pt, (10
In2 0,69 In2 _ 0,69
ty=——=—-  p=—-= (11, (12
M M Ly Ly
u = spezfische Wachstumsgeschwindigkeit [g g* h™*] = [h™]
tq = Verdopplungszét [h]

Xo = Konzentration der Biomasse [g ] zum Zeitpunkt t = O
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Die spezifische Wachstumsgeschwindigkeit
Zur Berechnung von p zwischen zwel Datenpunkten kann die folgende Formel herangezogen
werden:

_InX,  —InX,

P (13

u

n+l n

Ausbeutekoeffizient Yxs

Der Ausbeutekoeffizient Yxss (auch Ertragskoeffizient genannt) zagt wie viel Biomasse aus
einer gegebenen Menge an Substrat gebildet werden kann. Da @ wéhrend der Fermentation
nicht konstant ist (Verdnderung der Physiologie des Organismus, bzw. Anderung der
Substratzusammensetzung im Verlauf einer Kultivierung) ist es dblich Yyx;s wahrend der
exponentiellen Phase zu bestimmen, da er dort a's konstantanzusehen ist.

Zur Beurtellung des Substratumsatesin Biomasse &nnfolgende Formd verwendet werden:

erzeugte Biomasse [g]

v - 14
% Verbrauchte Substratmenge [g] 4

Dies ergibt einen durchschnittlichen Ausbeutekoeffizienten und dent einer Abschétzung des
Ertragskoeffizienten. Es erlaubt jedoch keine Aussage tiber die Anderung des Koeffizienten
wahrend der Fermentation.

Ertragskoeffizienten von hoher als 1 werden gefunden, wenn reben dem Substrat, auf dass
sch der Koeffizient bezeht, noch weitere Nahrstoffe aur Biomassehildung vorliegen und

genutzt werden.

Produktivitét (Raum — Zeit — Ausbeute)

Die Produktivitdt bezeachnet die gebildete Menge des gewtinschten Produkts pro Volumen
und Zeiteinheit und ist nicht mit der Produktbildungsgeschwindigkeit zu verwedseln. Das
primdre Produkt in den in dieser Arbeit ausgefihrten Experimenten war Paramylon, so dass
sich die Produktivitdt, wenn nicht anders vermerkt, auf die Paramylonkonzentration wéhrend
der Fermentation und kannmit folgender Formd berechmet werden:

_ Paramylon - Konzentration _
Kultivierungszeit

t

é[kg m3 h (15)

Zur Berechnung der Raum — Zeit — Ausbeute a@ner Satzkultivierung misden eigentlich auch
die Totzeten des Biore&tors (Entleeen, Flllen, Sterilisieren) berticksichtigt werden, fur
diese Arbeit wurde das aber aul3er adht gelassen.
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3.7.10 Response SurfaceModelling

Der Begriff der Response Surface Modelling (RSM) wurde fur die statistische Methodik
vorgesehen, welche
(1) das Design von Studien der Oberflachenantworten,
(2) der aktuellen Abschétzung von Oberflachenantworten, und
(3) der Interpretdion der Resultate dienan.
Die Methodik der Oberflacdhenanalyse wurde generel fur zwe prinzipiele Zwedke
entwickelt,
(1) um eine Beschreibung der Redktionsmodelle in der Region der beobadteten Studien
zuzulassen,
(2) und sie sollen bei der Suche nach Regionen in denen optimale Antworten auftreten
(z. B. wo die Antwort im Maximum oder Minimum ist) unterstitzen.
Das ,zentrde ausammengesetzte Muster’ (,central composite design“, Box und DRAPER,
1987 wurde entwickelt um genug Versuchskombinationen zur Verfigung zu stellen um die
Abschdtzung der Parameter in einem quadratischen Vorhersagemodell zu erlauben, wahrend

man betradtlich weniger Experimente benttigt.



3 Material und Methoden 59

3.7.11Bestimmungdes Glucosegehalts in Paramylon

Das von Euglena gracilis als Speicherkohlenhydrat hergestellte Paramylon besteht aus 100 %
Glucose. Die Glucosemolekile sind 3-glykosidisch verbunden. Um den Glucosegehalt des in
dieser Arbeit erhaltenen Produkts festzustellen wurde ane Methode von CLARKE und STONE
(1960 verwendet.

Dabel wurde 1 g zu untersuchendes Paramylon in 50 ml heif3er 90 % iger Ameisensdure in
einem Rundkolben gelést. Nadhdem sich das Glucan in der heil3en Ameisensaure unter
RuUhren gelost hatte, wurde 50 ml 3N H,SO, vorsichtig zugegeben. Am Rickflusskihler
wurde die Loésung nun fir eine Stunde gekocht. Nadh Abkihlen der Losung auf
Raumtemperatur wurde die Probe 1:10 verdinnt und gu gemischt. Die so erhaltenen Proben
wurden nun wie unter 3.7.7.2 beschrieben mit dem super GL ambulance aUF ihren Glucosegehalt

gemessen.
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4 Ergebnisse und Diskusgon

4.1 Versuchein definiertem M edium

Zu Beginn des Projektes war es notig, einige wichtige Parameter festzustellen und ihren
Einfluss auf die Paramylonausbeute a1 dokumentieren. Als Parameter stand de Temperatur
im Vordergrund, bei der Euglena gracilis fermentiert werden sollte. Wie bereits beschrieben
wurde, ist Euglena gracilis bel niedrigen Temperaturen um 20 °C in der Lage grof3e Mengen
an Paramylon zu bilden (BuETOow, 1999 BARSANTI €t a., 2001). Bel htheren Temperaturen
geht die Produktion von Paramylon, dem Hauptspeicherkohlenhydrat der Eugleniden, stark
zurtick und die Zdltellung nimmt einen immer gréleren Antell an den Stoffwedhselprozessen
ein. Dagegen nmmt der absolute Paramylongehalt pro Zelle &. Fir eine fermentative
Produktion von Paramylon war es nun wichtig, die optimale Temperatur zu finden, bei der die
hochste Ausbeute an Paramylon erzielt werden kann. Denn richt die Paramylonkonzentration
pro Zelle ist fur einen fermentationstechnischen Prozess von Interesse, sondern die Raum-
Zeit-Ausbeute.

Bei Temperaturen zwischen 20 °C und 325 °C wurden Versuche edstelt (folgend
beschrieben) und die Ausbeuten und andere wichtige Parameter wurden dokumentiert. Alle
Versuche in diesem Zusammenhang wurden mit NL als Medium und, wenn richt anders
erwahnt, einer Glucosekonzentration von 15 ¢l durchgefihrt. Das definierte Medium sollte
sicherstellen, dass in alen Versuchen die Rahmenbedingungen gleich waren. Angeimpft
wurden die @nzenen Proben mit 5 ml Stammkultur auf 100 ml NL in 300 ml
Erlenmeyerkolben und je Versuchstemperatur wurden 3 Kolben parallel angeimpft.

Auf einem Schittler mit einer Auslenkung von 15 mm und einer Schittelfrequenz von
120 min wurden diese Kolben im Brutschrank (AQUALYTIC Thermostatschrank) unter
kontrolli erten, heterotrophen Bedingungen (Temperaturgenauigkeit von + 0,5 °C) inkubiert.
Alle 24 Stunden wurde unter sterilen Bedingungen eine Probe enthommen (BTM/PTM,
Zellzehl), der pH-Wert bestimmt (Uberstand der BTM-Proben), die Glucosekonzentration im
Medium uberprift (Uberstand der BTM-Proben) und de losliche Trockenmasse (Uberstand
der BTM- und PTM Probe, hier nur 5 ml) ermittelt. Fur die hier folgenden Versuche wurden
fur die Bestimmung der BTM, respektive PTM jewells 5 ml Fermentationsbriihe in
getrocknete, lea gewogene Eppendorfgefal3e Uberfuhrt (siehe Kapitel 3.7.3.1), schrittweise
abzentrifugiert und der Uberstand wie oben beschrieben weiterverwendet. BTM- und PTM-
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Proben wurden im Vakuum Trockenschrank (Heraeus, VT 5042 EK) Uber Nadit bis zur
Gewichtskonstanz getrocknet, ebenso wurde mit den SDW-Proben verfahren.
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Abb. 4.1: Verdnderung der BTM waéhrend der Fermentation bel unterschiedlichen Temperaturen. Mit
zunehmender Temperatur verschiebt sich der Zeitpunkt zu der die maximale BTM festgestellt
werden kann hin zu einer geringeren Versuchsdaler.

In Abb. 4.1 und 4.2 ist deutlich zu erkennen, dass es mit zunehmender Temperatur zu einer
Beschleunigung des Wadstums kommt. Die Biomassskonzentrationen sind zwischen 25 °C
und 30 °C am hochsten, bei 22 °C ist erst nad finf Tagen eine gleich hohe BTM zu finden
wie bel den Versuchen mit hdheren Bruttemperaturen. Nad 72 Stunden ist bel den Versuchen
mit 25 °C, 30 °C und 325 °C die Biomasskonzentration am hochsten, bei 27,5 °C nach 96
Stunden und bel 20 °C sogar erst nach 120 Stunden. Die Versuche bel 30 °C und 325 °C
wurden nur 96 Stunden lang durchgeftihrt, da sich deutlich abzegte, dass keine htheren
Werte fir die Biomase a1 erwarten waren, denn rach 96 Stunden hetten diese
Versuchsreihen ihre maximale BTM Uberschritten und die BTM nahm ab (Absterbephas).
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Abb. 4.2:  Verdnderung der Paramylonmasse wahrend der Fermentation bei unterschiedlichen Temperaturen.
Bei 25°C ist am 4. Tag die hochste PTM zu finden.

Ahnlich der BTM sind auch die hochsten Paramylonkonzentrationen bei 30 °C und 325 °C
schon nadch 72 Stunden zu messen, bel 25 °C und 27,5 °C erst nadh 96 Stunden und bel 20 °C
sogar erst nach 120 Stunden. Die hdchste Paramylonkonzentration ist hier nach 96 Stunden
bei 27,5 °C zu verzachnen.

Neben der BTM und PTM waren fir die Aufklarung der Vorgange wéhrend der Fermentation
auch rmoch andere untersuchte Parameter von Wichtigkeit. So ist in Abbildung 4.3 de
Abnahme der Medienbestandtelle wahrend der Fermentation erkennen und es wird gezagt
(Abb. 4.3) wieweit das Medium verbraucht wird. Interessanterweise ist am 5. Tag be alen
Temperaturen die gleiche Menge an Feststoffen des Mediums verbraucht worden. Von den
eingewogenen 34 g an Nawrsoffen (sehe Kapited 3.6) wurden ba dlen
Versuchstemperaturen hbis zum finften Versuchstag ca 25 g aufgenommen und
verstoffwedhselt. Das in dlen Versuchen etwa die gleiche Menge a Substanzen verbraucht
wurde deutet darauf hin, dass zu desem Zeitpunkt ale unter diesen Bedingungen
verwertbaren Substanzen wverbraucht waren oder aber nicht in verwertbarer Form zur

Verfligung standen.
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Abb. 4.3: Dargestellt ist die Abnahme der SDW Uber den Versuchszeitraum. Bel der Bruttemperatur von
32,5 °C werden die Medienbestandteil e am schnell sten aufgenommen, bel den jeweil s niedrigeren

Temperaturen verringert sich die Aufnahmegeschwindigkeit mit der Versuchszeit.
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Abb. 4.4: Dargtellung der Zell zahlen im Versuchszeitraum bei verschiedenen Bruttemperaturen. Je niedriger die

Bruttemperatur war, desto langer dauerte esbis zur maximalen Zell zahl.
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Auch bei den Zellzahlen (Abbildung 4.4) zagt sich deutlich, dass mit der Steigerung der
Bruttemperatur die Zelltellungsrate animmt. Am extremsten ist dies bel 325 °C zu
verfolgen, wo nach 72 Stunden 1,65 * 10 Zellen ml™ gefunden werden konnten. Bei 30 °C
und bei 27,5 °C kann auch hier am dritten Versuchstag de maximale Zellzahl festgestellt
werden, lediglich die Versuche mit einer Bruttemperatur von 25 °C, respektive 20 °C zagten
ihre maximale Zellzehl erst am fUnften Versuchstag nach 120 Stunden. Die hier dann
erzielten Zellzahlen Gbersteigen dabel die Zellzahlen die bei 27,5 °C erreicht werden konnten.
Die Abnahme der Zellzahl bei 30 °C und 325 °C nad 96 Stunden geht auch einher mit der
Abnahme der Biomass (Abhkildung 41).

‘—0—22°C- W- 25°C —A- -275°C —0O- '30°C —%—325°C
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Abb. 4.5: Verdnderung des pH-Wertes wahrend der Fermentation bel unterschiedlichen Temperaturen. In
allen Versuchen steigt der pH-Wert zu dem Zeitpunkt sprunghaft an, an dem auch die maximale
BTM/PTM erreicht wurde. Bei 20 °C ist der Effekt nicht so stark ausgeprégt wie bei den anderen
Temperaturen.

Die Veradnderung des pH-Wertes wéhrend der Fermentation wie sie in Abhildung 4.5 zu sehen
ist, ist fur Euglena gracilis Z typisch und spiegelt wichtige Stoffwedhselvorgénge wieder. Die
Verdnderung des pH-Wertes it wohl hauptsadilich auf die Veranderung des
Ammoniumspiegels zuriickzufiihren (siehe awch Kapitd 4.1.3).
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Abb. 4.6: Die Anderung der Glucosekonzentration spiegelt den Verlauf des Wachstums gut wieder. Mit
zunehmender Temperatur wird die Glucose schnedlr aufgenommen.

Die Aufnahme und Verstoffwedhdung der angebotenen Glucose kann kel den funf
Temperaturen in Abhldung 4.6 verfolgt werden. Je hoher die Bruttemperatur in den
Versuchen war, desto schreller wurde die Glucose ais dem Medium aufgenommen. Es zagt
sich, dassnach 48 Stunden bei 30 °C und 325 °C die kompletten, vorgelegten 15 g Glucose
aus dem Medium verbraucht wurden. Bei 25 °C und 27,5 °C ist erst nadh 72 Stunden fast die
gesamte Glucose verbraucht und bei 20 °C erst nach 120 Stunden. Neben der Glucose werden
auch die anderen Néahrstoffe mit steigender Temperatur schneller aufgenommen (siehe auch
Abbildung 4.3) und somit komnt es zum Erliegen des Wadstums aufgrund von
Nahrstoffmangel, was sch deutlich in der BTM darstellt.

Durch die in den Abbildungen 4.2 his 4.4 erhaltenen Daten kann man die These, dassEuglena
gracilis bel niedrigen Temperaturen mehr Paramylon je Zelle bildet, unterstiitzen. Sehr hohe
Zellzehlen sind dafir verantwortlich, dass bel hoheren Temperaturen eine hohe
Paramylonausbeute zu finden ist.

Aufgrund der Ergebnisse aus diesen Versuchen in Nahrlésung wurden die spdteren Versuche
in KFW bel 27,5 °C durchgefihrt.
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Zur Verdeutlichung der obigen Daten werden folgend einige Bilder gezegt, die die
Verénderungen wahrend der funf Versuchstemperaturen anzegen. In Abbildung 4.7 ist die
Abnahme der lodichen Trockenmase gut an der Abrehme der Feststoffe in den

Keramikschélchen mach dem Trocknen zu erkennen. In der rechten Keramikschale sind nur

noch geringe Ricksténde a1 erkennen, wohingegen nach 24 Stunden (links) deutlich mehr

~

|6gliche Trockenmasse zuerkennen ist.

Abb. 4.7:  Abnahme der |16li chen Trockenmasse bei 27,5 °C Uber finf Tage (Start li nks).

Auf den folgenden Seiten sind exemplarisch jeweils zwei Bilder von Euglena gracilis bei den
untersuchten Temperaturen zu sehen. Das jeweils erste Bild zagt die Zellen zum Zeitpunkt
der maximalen Biomass, das zweite jewells 24 Stunden spéter. Aufgenommen wurden die
lichtmikroskopischen Bilder mit einer Digitalkamera bei einer, wenn richt anders explizit
erwahnt, 400-fachen VergroRRerung urdim JPEG-Format gespeichert.

Abb. 4.8: Euglena gracilis bel 20 °C am vierten Versuchstag. Die Zellen weisen eine gute, vitale Form auf.
Die Zellen sind gut mit Paramylongranulae gefllt (400-fache Vergréferung).
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Abb. 4.9:  Auch am flinften Versuchstag sind die Zellen bei 20 °C von guter und vitaler Form. Die Zellen sind
mit Paramylongranulae gefilllt (400-fache Vergréferung).

Abb. 4.10: Bei 25 °C zeigen die Zellen nach 96 Stunden eine hohe Anzahl an Paramylongranulae. Zur
Verdeutli chung werden hier 1000fach vergrofRerte Aufnahmen gezeigt. Bel der rechten Zelleist gut
die AntriebsgeiRel zu erkennen.
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Abb. 4.11: Nach 120 Stunden nimmt die Anzahl der Paramylongranulaeim Versuch bei 25°C leicht ab. Einige
Zelen sind noch prall gefilllt, andere escheinen aufgrund des abgebauten Paramylons <hon leicht
durchscheinend (400-fache VergrofRerung).

Abb. 4.12: Die 1000fache VergroRerung bel 27,5 °C zeigt auch hier nach 96 Stunden eine hohe Anzahl an
Paramylongranulae. Die Zellen selbst erscheinen etwas gréRer zu sein alsbei 25 °C.
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Abb. 4.13: Nach 120 Stunden sind de Zélen bei 27,5 °C im Vergleich zu denen bel 25 °C immer noch etwas
dichter mit Paramylon versehen. Einige Zellen runden sich ab (400fache Vergrofierung).

Abb. 4.14: Bei 30°C und 1000facher Vergrolierung kann manam dritten Versuchstag auch eine hohe Anzahl
an Paramylongranulae ekennen, die Dichte der einzelnen Granulae ist jedoch geringer alsdiesbe
25°Cund 275 °C der Fall ist.
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Abb. 4.15: Nach 96 Stunden sind die Zellen bel 30 °C nicht mehr so vital wie nach 72 Stunden. Auch ist die
Anzahl der einzelnen Paramylongranulae stark zurtickgegangen (400-fache VergroRerung).

Abb. 4.16: Euglena gracilis bel 32,5 °C nach 72 Stunden, 1000fache VergréfRerung. Die Zellen erscheinen
stark abgerundet, was auf hohen Zell stresshindeutet.
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Abb. 4.17. Nach 96 Stunden zeigen die Zell en deutli che Abbauerscheinungen des Paramylons. Die Zellen sind
weniger spindelformig und  de Granulaevertellung ist stark unterbrochen (1000fache

VergroRerung).
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4.1.1 Glucose

Neben der Temperatur bel den Euglena gracilis den besten Umsatz von Substrat in das
Speicherkohlenhydrat Paramylon erreicht, war es auch von Interese a1 untersuchen, bei
welcher Menge an vorgelegtem Substrat dieser Umsatz am sinnwollsten wére. Daau wurden
Experimente bel 22 °C, 25 °C und 275 °C durchgefiihrt und de vorgelegte Menge an
Glucose wurde in vier Versuchsansitzen, ausgehend von der ,normalen’ Konzentration von
15 gl in NL, jewelsum 5 ¢/l bis auf 30 gl erhoht. Neben der zu erzielenden Menge an
Paramylon war auch die Versuchszeat bei diesen Experimenten wichtig. In Hinsicht auf eine
gpédtere industrielle Anwendung sind kuze Versuchszaten kosteneffektiver (MUTZzALL,
1997).

Da die hier verwendeten Konzentrationen an Glucose bisher nur von wenigen anderen
Wissenschaftlern (Cook und HEINRICH, 1965 untersucht wurden, waren die a1 erzielenden
Ergebniss im voraus nur schwer abzuschétzen.

Auf den folgenden Seiten sind de Ergebniss der erzielten BTM und PTM dieser Versuche in
drei Grafiken zusammengefasd worden. Zum bessren direkten Vergleich der verschiedenen
Versuchstemperaturen wurden ale drei Abbildungen mit der selben Y-Achsen-Skalierung
dargestellt.
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Abb. 4.18 Bei 22°C wird am 4. Tag mit einer Glucosekonzentration von 20 @l die héchste Ausbeute an BTM
und PTM erzidt. 15 urd 30 g/l Glucose errethen é&hnliche BTM, PTM ist jedoch bei 159/ héher.
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Abb. 4.19: Be 25°C wird erst am 4. Tag dasMaximum an BTM/PTM erreicht. Die BTM/PTM bei 15, bzw. 20
g/l ist ab dem 3. Tag konstant, steigt bel 25 g/l noch leicht und bei 309/l stark zum 4. Taghin an
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Abb. 4.20: Be 275 °C igt das Maximum fur 25, bzw. 30 ¢l auch erst am 4. Versuchstag zu finden,

wohingegen bei 15 bzw. 20 ¢l das Maximum schon am 3. Versuchstag zi finden ist.
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Die hochsten Ausbeuten bel den verschiedenen Temperaturen unterscheiden sich sehr stark.
S0 ist bei 22 °C (Abb. 4.18) nur eine maximale BTM von 8,88 gl und eine PTM von 5,9 ¢/
zu erreichen, wohingegen bel den beiden anderen untersuchten Temperaturen, die Ausbeuten
erheblich ansteigen. Bei 25 °C (Abb. 4.19 ) werden schon fast doppelt so hohe BTM bzw.
PTM erreicht (16,8 gl /11,8 gl ) und bei 27,5 °C (Abb. 4.20) noch einmal etwas hdhere
Werte (18,34 gl /12,7 d/l). Dadiese Werte jedoch nur wenig Aussagekraft besitzen, wurden
einige wichtige Kriterien untersucht und Berechnungen dazu angestellt. Die spezfische
Wadstumsgeschwindigkeit 1, die Verdopplungszat ty und de Produktivitdt P; wurden auf
Grund ihrer Aussagekraft gewahlt (siehe Tabelle 4.1).

Tab. 4.1: Zusammenstdlung einiger wichtiger Kriterien zu denV ersuchen aus Abbildung 4.18 - 4.19.

Temperatur| Glucose | p[h] tq[h] |Pi[kgm3h?]
22°C
25°C
275°C 159 0,06 11,0 0,17
209 0,08 9,2 0,17
259 0,06 11,8 0,22
309 0,03 22,6 0,25

Da Euglena gracilis im Vergleich zu anderen Mikroorganismen sehr langsam wadst, ist die
speafische  Wadstumsgeschwindigkeit p hierbel weniger  aussgefahig as die
Verdopplungszet ty oder die Produktivitdt P. Anhand der hier ermittelten
Verdopplungszaten wird Klar, wie sich die Versuchstemperatur auf die Zellvermehrung von
Euglena gracilis auswirkt. Bel hoheren Temperaturen ist, wie schon in Kapite 4.1.1
vermerkt, eine hohere Zelltellungsrate 21 messen. Auch auf die Produktivitdt wirkt sich dies
aus und es wird anhand der Daten in Tabelle 4.1 deutlich, dassbel 27,5 °C eine hohere und
somit bessere P; erzielt werden konrte.

Ahnliche Ergebnise wurden auch von Cook und HEINRICH (1969 in ihren Experimenten
gefunden (siehe Tab 4.2). Auch wenn diese Versuche bel 30 °C und in dem Medium von
CRAMER und MYERS durchgefuhrt wurden, so ist doch auch anhand dieser Daten eindeutig
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eine Verlangsamung der Zeltelungsraten hin zu hoheren Glucosekonzentrationen zu

erkennen.

Tab. 4.2: Einflussder Substratkonzentration auf die Generationszeit (tg)[Auszug aus Cook und HEINRICH,
1969.

Konz. (M) | 0,05M 0,1M 0,15M 0,2M 0,3M
Glucose (g/) 9 18 27 36 54

ta(h) 13 14 15 17 28

Durch diese Ergebnise konrnte gezegt werden, dass bel 27,5 °C und 25 dl Glucose im
definierten Medium eine besonders gute und schnelle Umsetzung des vorgelegten Substrats in

Paramylon mdglich war.
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4.1.2 Vitamine

Neben Aminosduren sind auch noch zwei Vitamine flr das Wadstum von Euglena gracilis
esentiell. Es snd de beiden Vitamine B; und Bj,, auch as Thiamin und Cyanocobalamin
bekannt (HUTNER und PROVASOLI, 1951, SHIGEOKA €t al., 1986 TAKEYAMA, H. et al., 1996.
Im definierten Medium wird Euglena gracilis die bendtigte Menge a Vitaminen zur
Verfligung gestellt, womit ein mnormales und somit nicht durch Vitaminmangel limitiertes
Wadstum ermdglich wird. Versuche mit einer htheren Vorlage an Vitaminen wurden
durchgefihrt, um zu kl&ren, ob durch ein erhdhtes Vitaminangebot eine hdhere Ausbeute

erzielt werden kann.
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Abb. 4.21: Wachstumskurve mit doppelter Vitamin B;-Vorlage im Vergleich zur Empfehlung von HUTNER
und ProvAsoLI (1957) in definiertem Medium mit 25g/l Glucos bei 27,5 °C Bruttenperatur.

Eine ehohte Zugabe an Vitamin Bi, (Abb. 4.21) fuhrt eindeutig zu einer Steigerung der
Biomasse und Zellzahl. In keinem anderen Versuch dieser Untersuchung war es moglich so
hohe Zellzahlen wie mit einer erhdhten Vitamin B1,-Konzentration zu erzielen.

Die Auswirkung einer Zugabe von Vitamin B; (Abb. 4.22) konnte in den Versuchen nicht
nadhgewiesen werden. Im Vergleich zu einer Wadhstumskurve ohne a@ne ehthte Zugabe an
Vitaminen (Abb. 4.23) kommt es zu einer Steigerung des Wadhstums. Der Versuch, der in
Abbildung 4.21 dargestellt ist, wurde bel 27,5°C in NL mit 25 ¢l Glucose durchgefiihrt.
Aufgrund deser Ergebnise wurde dann kel spéer durchgefiihrten Versuchen mit KFW
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versucht eine dternative Vitaminquelle ai finden, da die beiden in NL zugegebenen Vitamine

relativ teuer sind.
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Abb. 4.22: Die Verdopplung der Vitamin B;-Konzentration in Bezug auf die NL hat keinen Einflussauf das

Wachstum. Dargestdlt ist der Verlauf der Biomasse und der Paramylonkonzentration tber 96 h
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Abb. 4.23:  Wachstum in NL bei von HUTNER (1966 empfohlener Vitaminkonzentration. Die Ausbeuten an
BTM/PTM sind bei 27,5 °C urd 25 g/l Glucose niedriger as be doppelt hoher Vitamin B;,-Gabe.

Die Auswirkung einer erhdhten Vitamin Bi-Supdementierung betrégt ungeféhr eine

Steigerung der Produktivitét von 25% im Vergleich zu einer standardméldigen Konzentration
an Vitamin B, im Medium (Abb. 4.23). Eine weitere Erhthung der Vitaminkonzentration

ergab keine weitere Steigerung der Ausbeute an BTM bzw. PTM.
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4.1.3 pH-Wert / Ammonium

Wahrend der Fermentation mit Euglena gracilis in NL zegte sich eine darakteristische
Verschiebung des pH-Wertes. Innerhalb der ersten drei Tage kam es zu einer leichten
Veranderung des pH-Wertes und zum vierten Versuchstag hin dann zu einem sprunghaften
Anstieg von pH 3,4 auf pH 6,5. Dieser starke Anstieg des pH-Wertes (Abb. 4.23) geht einher

mit einer Steigerung ér Ammoniumkonzentration im Medium zum Ende der Fermentation
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Abb. 4.24: Verénderung der Ammoniumkonzentration (Rauten) in Abhangigkeit des pH-Wertes (Quadrate)
wahrend einer Fermentation von Euglena gracilis in NL mit 15 ¢l Glucose und einer
Bruttemperatur von 27,5 °C.

Der Anstieg der Ammoniumkonzentration ist die Folge der Stoffwedhselleistungen von
Euglena gracilis, die Ammonium as Stoffwedselendprodukt aus der Zelle ausschleust
(BueTow, 1999. Zu Beginn der Fermentation bendtigen die Zellen Ammoniumstickstoff fur
ihr Wadhstum, so dass die Konzentration leicht abnmmt (BAUMER, 1999, was man in
Abbildung 4.24 auch nach 24 Stunden feststellen kann. Durch die Verstoffwedselung der
Aminosauren wird aber auch standig Ammonium freigesetzt, so dass es wéahrend der
exponentiellen Wadstumsphase a1 einem deutlichen Anstieg der Ammoniumkonzentration
komnt. Diese hohen Ammoniumkonzentrationen wiederum fuhren zu Ammoniumstress fir
Euglena gracilis (SUMIDA, 1987, der wiederum zum Abbau von Paramylon fihrt. Dies ist

auch deutlich in Abhildung 4.2 zm Ende d&r Fermentation hin zu erkennan.
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Da das géter verwendete KFW einen pH-Wert von 5,4 hat, sollte auch untersucht werden,
wie sich der Start pH-Wert, bzw. die Einstellung eines bestimmten pH-Wertes auf das

Wadstum von Euglena gracilis auswirkt.
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Abb. 4.25. Der Einflussdes am Start der Fermentation eingestellten pH-Wertesist sehr deutlich zu erkennen.
Je hoher der Anfangs-pH-Wert, desto geringer sind die Ausbeuten an BTM und PTM. pH-Wert
eingestellt mit H,SO,4 bzw. NaOH.

Beim definiertem Medium (NL) ist der Effekt des Start-pH-Wertes shr klar zu erkenren
(Abb. 4.25. Mit enem seigenden pH-Wert in  Richtung 7 nimmt die
Wadhstumsgeschwindigkeit stark ab und de Konversion der Kohlenstoffquelle in Paramylon
wird immer schledtter. Dies mag an verschiedenen Faktoren liegen, die hier jedoch nicht

naher untersucht worden sind .

Tab. 4.1:  Tabelewichtiger Wachstumsparameter. Die pHo-Werte geben den pH zum Start des Experiments

wieder.

pHo | 3 4 5 6 7
u[h7] 0,064 | 0,063 | 0,037 | 0,039 | 0,035
tq[h] | 10,87 | 11,05 | 1857 | 179 | 19,68
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Die Parameter in Tabelle 4.1 zagen deutlich an, wie die Wadstumsgeschwindigkeit mit
zunehmendem pH-Wert abnmmt. Am besten ist das an der Verdopplungszdt ty der einzenen
Versuche a1 erkenren. Bel pH 3 ist eine Verdopplungszet von 10,9 h beinahe doppelt so
schrell wie bel pH 7 mit einer Verdopplungszat von 19,68 h. Besonders aufféllig ist der
Sprung im Wert fur i und tq zwischen pH 4 und pH 5. Dies bestétigt die Beobadhtungen von
PrRovAsoLl (1948 und HUTNER (1949, welche die beste Aufnahme von Glucose bei
niedrigen pH-Werten beobaditeten und bei pH-Werten ab 6,8 keine weitere Aufnahme
zegten (HURLBERT und RITTENBERG, 1962 Cook und HEINRICH, 1965 OLAVESON, M. M.,
NALEWAJKO, C., 2000.
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4.1.4 Osmolalitat

Da neben der Abnahme der Glucosekonzentration viele andere Nahrelemente aufgrund der
Komplexitét nicht analysiert werden konnten (auch hinsichtlich des éter verwendeten sehr
komplexen KFW), wurde auf die Veranderung der Osmolalitét zurlickgegriffen. Bei einem
Uber vier Tage andauernden Versuch bei 27,5 °C in NL mit einer Glucosekonzentration von
15 dI wurden 300 ml Erlenmeyerkolben mit einem Arbeitsvolumen von 100 ml verwendet.
Unter heterotrophen Bedingungen wurden die Proben auf dem Schittler bewegt und vor
Lichteinfall geschiitzt.
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Abb. 4.26:  Abnahme der Osmolalitéat in NL bei 27,5 °C und 15 dl Glucose. Der Verbrauch der Inhaltsgoffe

ist gut nachzuvoll ziehen.

Je Probenahme wurden mehrere Mesaungen der Osmolditat durchgefuihrt und der Mittelwert
wurde in Abbildung 4.26 aufgetragen. Gut zu erkenren ist die Abnahme der Osmolalitat mit
der Zeit. Dies wiederum lasg den Schlusszu, dass eine léangere Fermentation ncht unbedingt
Zu ener Verbeserung der Ausbeute fihren muss da wahrscheinlich wichtige Nahrstoffe
nicht mehr vorhanden sind oder in einer nicht mehr aufnehmbaren Form vorliegen. Daraus
ergibt sich, dass neben der Glucose aich noch andere Elemente dazu beitragen, dass die
Fermentation nach 3-5 Tagen zum Ende kommt. Der osmotische Wert der Losung sinkt

soweit ab, dass die NL fur die Zellen wahrschenlich eine hypotonische Konzentration
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erreicht und somit maglicherweise Wasser aus der NL in die Zellen eindringt und ein hoher
Zellturgor entsteht. Dies bedeutet zusétzlichen Stressfir die Zellen, was wiederum mit dazu
beitrégt, dassdie Kultur nicht weiter wadhst und Paramylon abgebaut wird.
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4.1.5 Einflussvon Solanin und Chaconin auf das Wachstum von Euglena gracilis

Da es in diesem Projekt um die Verwendung von Kartoffelfruchtwasser fir die Fermentation
von Euglena gracilis geht, solite e@n madglicher Einfluss von Glykoalkaloiden aus der
Kartoffel auf das Wadstum von Euglena gracilis in diessm Medium untersucht werden.
Glykoalkaloide sind fir die meisten Zellen, ob tierischen oder pflanzlichen Ursprungs
schédlich. In dem hier verwendeten KFW waren etwa 90 bis 140 ppn an Glykoalkaloiden zu
finden. Diese tellen sich in a-Solanin (45 bis 70 ppm), a-Chaanin (25 bis 60 ppm) und 3-
Chaaonin (15 bis 20 ppm) auf [LoTz, schriftliche Mittellung]. Der mdgliche Einfluss auf das
Wadstum von Euglena gracilis sollte in diesen Versuchen geklart werden. Da das éter
verwendete Medium nur 40 % KFW enthielt, wurde auch der Antell an Glycoalkaloiden in
der NL so beredhnet, dasser damit Ubereinstimmt und ein moglicher Einflussnicht entfernter
Glykoalkaloide nadhgewiesen werden konrnte. Verwendet wurden jeweils 25 ppm a-Solanin
und 25 ppn a-Chaoonin, der Einfluss von B-Chaoonin konnte nicht untersucht werden, da

dies nicht fral im Handel erhétlich war.
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Abb. 4.27: Die Auswirkung von Solanin und Chaconin auf das Wachstum von Euglena gracilisin NL mit 25 gl
Glucose und ener Bruttemperatur von 27,5 °C zeigt sich besonders bei der spezifischen

Wachstumsgeschwindigkeit .
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Abb. 4.28. Die Paramylonausbeute der drei Glycoalkaloid-Versuche ist vom Maximalwert her gesehen kaum

Glucose-Konzentration (g/l)

25

vom Kontrollwert zu unterscteiden, lediglich die Zeit bis zum Maximumunterscteidet sch stark.
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Abb. 4.29: Die Abnahme der Glucosekonzentration erfolgt in allen Féllen bis zu einem Minimalwert von ca. 2

bis2,5 g/l ab. Bei Anwesenkit von Solanin im Medium verlangsamt s$ch die Glucoseaufnahme.
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Abb. 4.30: Auch das langsamere Wachstum bei Solaninzugabe spiegelt sich im Anstieg des pH-Wertes wieder
und verlagert diesen auf einen spateren Zeitpunkt. Bel Anwesenheit von Solanin im Medium ist
auch der maximale pH-Wert um 24 Stunden verschoben, im Vergleich zur Kontrolle, bzw. dem
Versuch mit Chaconin im Medium.

Bei den Experimenten mit einer Zugabe an Chaoonin und Solanin (Abb. 4.27 — 4.30) konnten
zum Tell klare Einflise auf das Wadstum von Euglena gracilis festgestellt werden. In
Abbildung 4.27 wird des shon deutlich an den maximal erzielten Biomasseausbeuten.
Waéhrend die Kontrolle ohne Glykoalkaloide schon nadh 72 Stunden ihren Hochstwert erreicht
hatte, benotigten die Versuche mit Solanin und Chaonin 24 Stunden langer um zu ihrem
Hdochstwert zu gelangen. Dieser liegt bei alen drei Experimenten zirka 1-2 g unter dem Wert
der Kontrolle (15,3 g/l). Der Aufbau von Biomasse scheint also direkt durch die Anwesenheit
der Glykoalkaloide beanfluss zu sein. Ein dhnliches Bild zegt sich auch bel der
Paramylonausbeute (Abb. 4.28). In den Versuchen mit Solanin im Medium kann auch her
eine klare Verschiebung des Maximawertes der Paramylonausbeute um 24 Stunden
festgestellt werden. Anders jedoch as bel der Biomass unterscheiden sich die @soluten
Werte kaum voneinander (9,2 — 9,8 d/l). Auch bei der Aufnahme der Glucose setzt sich dieses
Phé&nomen fort. Durch Solanin im Medium komnt es nach 48 Stunden zu einem Stopp der
Glucoseaufnahme und erst nach 96 Stunden wurde die restliche Glucose aifgenommen. Der
im Vergleich zu den anderen Versuchen vergleichsweise hohe Glucose-Wert nach 24 Stunden

bei dem Versuch mit Chaoonin ist eigentlich rur auf einen Mesdehler zurtickzufihren, da &
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sich in keinem anderen gemessenen Parameter sonst wiederholt. Insgesamt betraditet werden
in dem Versuchszetraum 22,5 ¢/l bis 23 gl Glucose in alen Versuchen verbraucht. Beim pH-
Wert (Abb. 4.30) zagt sich ein dnliches Bild wie schon bei den anderen Parametern. Auch
hier kann der Einfluss des Solanins deutlich anhand der Verschiebung des Maximums um 24
Stunden festgestellt werden.

In den Experimenten (Abb. 4.27 — 4.30) mit Chaoonin as Glycoalkaoid im Medium konnte
kaum ein Einfluss auf das Wadstum von Euglena gracilis festgestellt werden. Lediglich eine
etwas niedrigere BTM am dritten Versuchstag weist moglicherweise aif einen Effekt des
Chamonins hin. Da die Ausbeuten an Paramylon jedoch an alen Versuchstagen quas
identisch mit denen der Kontrolle (NL ohre Zusatz) sind, kann her kein Einfluss auf die
Paramylonsynthese festgestellt werden. Moglicherweise ist dies ein Zeichen fir die Adaption
von Euglena gracilis an die Anwesenheit von Chaaonin.

Der Einfluss des Solanins hingegen ist sehr deutlich. Die Zeit fur das Anwadsen auf die
maximale Biomasse ist um einen Tag langer und de Wadstumsgeschwindigkeiten sind je
nach Inhaltsdoff stark unterschiedliich (dehe Tab. 4.3).

Tab. 4.3: Darstdllung der spezifischen Wehstumsgeshwindigkeiten in derexponentiellen Fhase.

u[h? ta[h] | Pi[kgm®h*] | Yxs Yers
Solanin 0,029 24,246 0,146 0,637 0,446
Solanin+Chaanin| 0,029 24,310 0,145 0,632 0,418
Chawnin 0,036 19,134 0,170 0,564 0,410
Kontrolle 0,039 17,615 0,212 0,668 0,415

Fur die Berechnung von p und ty in Tabelle 4.3 wurden die Werte der am Anfang und Ende
der jewelligen exponentiellen Wadstumsphase herangezogen. Zur Beredhnung von P; wurde
die Zeit bis zum Erreichen der maximalen Biomass verwendet und auch bel der Beredhnung
von Yys und Yps fand dies seine Anwendung.

Die Werte verdeutlichen, was in Abbildung 4.27 schon zu erkennen ist, ndmlich dass es zu
einem unterschiedlich schnellen Wadstum bel der Zugabe von Glycoalkaloiden kommt. Der
nur geringe Effekt von Chaoonin auf das Wadstum von Euglena gracilis wird in Tabelle 4.3
deutlich. Die speafische Wathstumsgeschwindigkeit i liegt nur knapp uter dem Wert der
Kontrolle, liegt jedoch deutlich hoher als bel den Versuchen mit einer Zugabe an Chaoonin.
Bei der Verdopplungszet ty wird dies noch deutlicher und der Wert fur den Versuch mit
Solanin und Chamnin zegt eine Akkumulation der das Wadhstum beeanflussenden Effekte
auf. Auch bei der Produktivitdt P; wird der Einfluss von Solanin wieder deutlich. Im
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Vergleich zur Kontrolle liegt die Produktivitét bei dem Versuch mit Chaconin bei 80 %, bel
der Zugabe von Solanin sogar nur noch bei 68 % des Wertes der Kontrolle. Die
Ertragskoeffizienten des Produkts (Paramylon) Yps liegen hingegen ale sehr dicht
beieinander, lediglich die Zeiten zum Erreichen der maximalen Paramylon-Konzentration
sind bei der Zugabe von Solanin um 24 Stunden langer.

Sollte man aso in grofdedinischen Versuchen nicht in der Lage sein die gesamten
Glykoalkaloide aus dem KFW zu entfernen, so wére nur mit einer Verlangerung der

Fermentationszeit zu rechnen, nicht aber mit einer niedrigeren Ausbeute.

4.1.6 Einflussvon Antibiotika auf das Wachstum vorEuglena gracilis

Das bei der Emdand Stérke ds Nebenprodukt bei der Kartoffelstéarkeproduktion entstehende
Kartoffelfruchtwasser enthélt eine relativ hohe Kemdichte. Aufgrund deser hohen
Keimdichte wird dem aus den Ultrarelben kommenden Reibsel gleich Natriumbisulfit-L 6sung
Zugesetzt, um somit eine Hemmung des bakteridlen Wadstums zu erziedlen und de
Wirksamkeit oxidativer Enzyme (Tyrosinase) moglichst zu unterdriicken.

Durch die in dieser Arbeit verwendete Methode aur Aufarbeitung des KFW (siehe Kapitel
4.2.2) werden die Mikroorganismen komplett aus dem KFW entfernt. Das bei 4 °C gelagerte,
aufgeabeitete KFW kann so Uber Monate steril gehalten werden. Da dies aber auf keinem
Fal den Bedingungen in einem Produktionsbetrieb wie der Emsland Starke entspricht, sollte
Uberpruft werden, ob es durch eine Zugabe von Antibiotika 2um Medium zur Verhinderung
des Wadhstums von Fremdorganismen zu einer Hemmung des Wadistums von Euglena
gracilis kommt.

Um kontrolli erte Bedingungen fur diesen Versuch zu haben, wurden die Versuche, aufbauend
auf den Daten von HURLBERT und BATES (1971), mit definiertem Medium (NL) durchgefuhrt.
Die Antibiotika Tetracyclin (30 pg/ml), Kanamycin (50 pg/ml) und Gentamycin (10 pg/ml)
wurden eingesetzt und ihre Wirkung auf die Biomasszaunahme wurde Uber vier Tage
dokumentiert (Abb. 4.31).
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Abb. 4.31: Auswirkung von Antibiotika auf das Wachstum von Euglena gracilisin NL bei 27,5 °C und 15¢/I

Glucose. Die verwendeten Antibiotika verlangsamen das Wachstum.

Tab. 4.4: Wachstumsgeschwindigkeit p und Tell ungsgeschwindigkeit ty deuten klar auf einen Einfluss der

Antibiotika auf die Wachstumsgeshwindigkeit hin.

Tetragyclin | Kanamycin| Gentamycin NL
g [h™ 0,037 0,043 0,045 0,063

tq [h] 18,5 16,2 15,2 10,9

Y xis 0,83 0,91 0,99 0,95
P.[kg m?h?] 0,12 0,13 0,14 0,17

Die in diesem Versuch erzielten Daten bestétigen und ergénzen die von HURLBERT und

BATES (1971) gemaditen Untersuchungen. Wie die aich dort untersuchten Antibiotika

Streptomycin und Chloramphenicol fuhrten die hier verwendeten Antibiotika Tetracyclin,

Kanamycin und Gentamycin zu einem verzogerten Wadstum, welches aber am vierten Tag

zu einer mit dem Wadstum in NL vergleichbaren Biomasse, Zellzehl und Glucoseaufnahme
fuhrte.
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Tab. 4.5: Dargestellt sind de Mesgrolzen Zellzahl und Glucosekonzentration nach 96 Stunden. Es ist kein
erkennbarer Einflussder Antibiotika auf die Zell zahl und Glucoseaufnahme zu erkennen.

Zellzahl (mI) | Glucose (g/1)
NL 1,14E+07 2,29
Tetragyclin 1,36E+07 1,62
Kanamycin 1,75+07 1,62
Gentamycin 1,36E+07 1,16

Die Starke des jeweiligen Einflusses der Antibiotika wird am besten durch die in Tabelle 4.4
dargestelite tqy dargestellt. Das p wurde ais den Wadhstumskurven in Abbildung 4.31
zwischen der 24. und 48 Stunde berechnet. Zu desem Zeitpunkt wadst die Kultur mit
Tetragyclin 69 %, mit Kanamycin 48 % und mit Gentamycin 39 % langsamer as in der
Kultur ohre Zugabe a1 einem Antibiotikum. Dies giegelt sich auch ganz klar im
Ertragskoeffizienten Yx;s wieder, der bei Tetragyclin am niedrigsten ausfallt. Wichtiger als
Y x/s scheint in diesem Fall jedoch die Produktivitéat zu sein, hier durch P; ds Raum-Zeit—
Ausbeute dargestellt. Die Ertragskoeffizienten werden durch den Einflussder Zeit relativiert,
da in der Nahrlésung de maximae Biomasse schon nach 72 Stunden erreicht ist und nicht
erst nach 96 Stunden wie bei den Versuchen mit Antibiotikazugabe.

Da neben den mesdoaren Parametern auch die Zellgestalt ein gewisses Mal3 Giber den Zustand
der Zelen wahrend der Fermentation liefert, wurden zu jeder Probenahme
lichtmikroskopische Aufnahmen gemadit. Folgend werden die Aufnahmen von Euglena

gracilis am dritten und vierten Versuchstag gezegt.
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Abb. 4.32. Mikroskopische Aufnahme von Euglena gracilis nach 72 Stunden bel 400-facher Vergrolzerung.
Das Antibiotikum Kanamycin hat keinen erkennbaren Einflussauf die Zellform.
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Abb. 4.33. Mikroskopische Aufnahme von Euglena gracilis bei 400-facher VergrofRerung. Auch nach 96
Stunden ist kein Einflussvon Kanamycin auf Form oder GréRRe der Zell en feststell bar.
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Abb. 4.34: Tetracyclin hat nach 72 Stunden keinen Einflussauf die Zellen zu haben (Euglena gracilis bel 400
facher Vergrof3erung).
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Abb. 4.35: Nach 96 Stunden hat Tetracyclin keinen Einflussauf die Zellen zu haben (Euglena gracilis bel 400
facher Vergrof3erung).
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Abb. 4.36: Gentamycin zeigt nach 72 Stunden keinen optisch nachweisbaren Effekt auf die Form vonEuglena
gracilis (400-fache Vergroflerung).
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Abb. 4.37. Die Zdlen erscheinen bei 400facher VergroRerung dicht gepackt, wie esbel einem Wachstum ohne
Antibiotikum zu erwarten war. Selbst nach 96 Stunden zeigt sich in Anwesenheit von Gentamycin
kein Einflussauf die Zellen.
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Abb. 4.38 In Néhrlésung ohne die Zugabe von Antibiotika zigen sich nach 72 Stunden bei 400-facher
VergroRerung die Euglena gracilis Zdlen asdicht gepackt mit Pamamylon.
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Abb. 4.39: In NL sind auch nach 96 Stunden die Zdlen noch von guter Gestalt, die Grofe hat jedoch leicht
abgenommen (400-fache Vergro3erung).
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Abb. 4.40: Nur in den ersten 24 Stunden der Fermentation zeigte sich ein Einflussvon Antibiotika aif die
Zdlen. Die Zdlen sind stark abgerundet, jedoch prall mit Paramylon gefillt und beweglich. Der
Einflusswar jedoch nur in denersten 24 Stunden feststell bar, hier am Beispiel des Gentamycins.

Einfluise aif die Vitalitdt der Zellen konnten rur am ersten Versuchstag festgestellt werden
und sind in Abhldung 4.40 exemplarisch fur Gentamycin dargestellt. Die Zellen sind stark
abgerundet, aber trotzdem beweglich. Ab dem zweiten Versuchstag ist kein Einfluss auf die
Zellen mehr nachweisbar. Dies lasd die Vermutung zu, dass die verwendeten Antibiotika
entweder nicht stabil im Medium vorlagen und somit wahrend der Fermentation ihre volle
Wirkung verloren oder dass $ch Euglena gracilis relativ schnell an die verwendeten

Antibiotika angepas4 hat.
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4.1.7 Vergleich zweler Probenahmeverfahren zur Bestimmung ihrer Genauigkeit

Als Ubliche Methode ar Bestimmung der BTM in der Biotedhnologie wird jeweils en
Volumen von 5 ml Zellsuspension abzentrifugiert und das Zellpellet wird bei gedgneter
Temperatur meist Uber Nadt getrocknet. Die in dieser Arbeit verwandte Methode verwendet
eine Trocknungstemperatur von 60° C in einem Vakuumtrockenschrank. Die Proben werden
in mehreren Schritten aufkonzentriert: zunadst werden zweimal 2 ml und dann 1 ml in einem
grolen Eppendorfhitchen abzentrifugiert, so dass man auf ein Probenvolumen von 5 mi
kommt (2+2+1). Dieses Verfahren findet algemeine Anwendung bel der Bestimmung der
Biotrockenmas<s verschiedenster Organismen.

Eine Grundvoraussetzung dafir ist jedoch, dass der zu untersuchende Organismus in der
Probenlésung geichméig verteilt vorliegt und es moglichst zu keinen Zellagglomerationen
kommt. Zellagglomerationen (Zellverklumpungen) fuhren bal der Probenahme au
unterschiedlichen Zellzahlen, was wiederum zu unterschieden in der BTM, respektive PTM
fihren kann. Durch mikroskopische Untersuchungen wahrend der Fermentation im
Schittelkolben konnte jedoch festgestellt werden, dass es ab dem dritten Tag der
Fermentation zu Verklumpungen kam. Um festzustellen, wie sich dies auf die Probenahme
bzw. Genauigkeit der Bestimmung auswirkte wurde @n Versuch angestrebt, welcher als
Zielsetzung die Klarung dieser Frage hatte.

In der einen Versuchsrethe wurde wie bisher an jedem Tag eine Probe mit einem Volumen
von 5 ml entnommen und getrocknet. In einer zweiten Versuchsreihe wurden fur jeden
Versuchstag zu Beginn des Experiments ein Kolben mit 100 ml Medium angeimpft. Jeden
Tag wurde nun der ganze Inhalt des Kolbens abzentrifugiert und getrocknet. Die
Wadstumsbedingungen  wurden  in beiden  Versuchsrelhen  gleich gestaltet
(Medium/Temperatur/Bewegung/Animpfdichte).
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Abb. 443 Dargestellt sind de beiden Probenahmeverfahren des Teillaufschluses (A)und des
Vollaufschlusses (9).

Die Abbildung 4.43 zagt redht deutlich, dass die beiden Verfahren einander im Verlauf der
Wadstums- und Ausbeutekurven sehr @hneln, es aber absolut gesehen zu Abweichungen ab
dem dritten Tag (Verklumpungen) komnt.

Dieses Ergebnis fuhrte dazu, dassalle Versuche die nadch dieser Entdedkung gemadit wurden,
nur noch mit Totalaufschlissen durchgefuihrt wurden. Des weiteren zeigte sich jedoch, dass
dieser Effekt des Verklumpens nur in den Schiittelkolbenkulturen zu erkennen war. Sowohl in
den Kulturen im 1 Liter Blasensiulenfermenter, als auch im 5 bzw. 30 Liter Ruhrkessl-
Fermenter wurde wéhrend der Fermentation keine Verklumpung der Zellen beobaditet.
Moglicherweise  verhindert der hohere Durchmischungsgrad im  Fermenter ene
Zellverklumpung wie sieim Schiittelkoben auftritt.

Die Abbildungen 4.44 und 4.46 zagen im lichtmikroskopischen Bild de Agglomeration von
Euglena gracilis -Zellen am vierten Versuchstag. Zu deser Aneinanderheftung der Zellen bei
hohen Zelldichten komnt es wahrscheinlich aufgrund der Anreicherung von Wadhsestern auf
der Oberflache von Euglena gracilis aufgrund von Mangelerscheinungen im Medium. Im
Fermenter komnt es zur gleichen Zeit nicht zu solchen Agglomerationen, wie Abbildung 4.44
deutlich madit. Mdglicherweise ist die bessere Durchmischung und de bessere Versorgung
der Zellen mit Sauerstoff hierfir ausschlaggebend.
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Abb. 4.44: Zellagglomeration wéhrend der Fermentation im Schiittekolben, 4. Versuchstag. (200-fach)

Abb. 4.45: Zellagglomeration wéhrend der Fermentation im Schiittekolben, 4. Versuchstag. (400-fach)
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Abb. 4.46: Zellen am vierten Versuchstag im Fermenter (200-fach).
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4.2 Behandlung des K artoff elfruchtwassers

Das von der Emdandstarke GmbH in  Emlichhem zur Verflgung oestellte
Kartoffdfruchtwasser (KFW) enthdlt eine grolle Menge a Protein und anderen
unerwinschten Inhaltsgoffen (Glycolakaloide und Mikroorganismen). Das KFW, welches
nun as Medium fir die Fermentation wverwendet werden sollte, wurde ais dem
Produktionsfluss der Emdandstérke entnommen. Im KFW nad der Proteinausfallung ist
jedoch immer noch soviel Protein enthalten, dass es nach dem Autoklavieren ausfalt und
somit eine Verwendung als Medium richt zuldsg (Abb. 447).

Abb. 4.47. Erster Versuch der Fermentation von Euglena gracilis in nicht vom KFW-Protein bereinigten
Medium (15 ¢l Glucose). Die Zelle zeigt eine stark deformierte Form. Das Medium ist stark mit
Reststoffen bel astet.

Anfangs wurde das KFW autoklaviert und dann Uber einen Glasfaserfilter in einem
Bichrertrichter das Protein vom flissgen Antell des ronKFWs getrennt. Um jedoch eine
maoglichst industrienahe Aufarbeitung des ronKFWs zu erreichen, wurde in einem neuen
Verfahren das ronK FW anders aufgeabeitet bzw. konditioniert.
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Roh KFW (enteiweil3t)

OAutoklavieren bel 121°C fur 25 Minuten
KFW (mit ausgefallten Proteinen)
OKlarfiltration

KFW (Proteinarm, keine festen Bestandteil €)

OVerdinnung (z. B. auf 40 %),
0 Zugabe von Glucose (z. B. 25 g/1);

OAutoklavieren (z. B. im Fermenter)
steriles, konditioniertes KFW
OAnimpfen (5 ml Stammkultur auf 100ml)
Fermentation

Das ronKFW wurde wie schon zuvor im Autoklaven autoklaviert und dadurch das Protein
ausgefdllt. Des weiteren werden Glykoalkaloide an die Proteine gebunden und somit auch von
dem flissgen Medium getrennt (Glycoakaloidgehalt gemessen als a-Solanin lag unter 5
ppb). Die Proteine wurden wéhrend der Kampagne 20002001 mittels Watte Uber einen
Buchnrertrichter grob abfiltriert um die Filter nicht zu stark zu belasten. Das aus den folgenden
Kampagnen stammende rohKFW enthielt weniger Protein und konnte direkt nach dem

Autoklavieren der Filtration zugeftihrt werden.
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Abb. 4.48: Wachstum von Euglena gracilis in KFW nach der CFM. Die Zellen zeigen eine normale Form und
Vitalitét. Die Paramylon-Granulaist bel den dlteren Zellen gut zu erkennen, wohingegen die junge
Zdleredtsim Bild erst wenig Granula enthdlt.

Durch die Verwendung der Klarfiltration war es mdglich, schrell grof®e Mengen an KFW zu
verarbeiten. Das © entstandene Produkt enthdlt keine unldslichen Proteine mehr. Insgesamt
ist das neue Medium (KFW2,) klarer in der Farbe (hellbraun) und neutraler im Geruch. Ein
Wadhstum von Euglena gracilis in diesem Medium ist ohne Probleme méglich (Abb. 4.48).

Eine Charakteriserung des Proteins aus dem angelieferten KFW (Kampagne 20022003
ergab im SDS-Gel 3 Fraktionen, die a1 erkenren sind. Ein relativ grof3er Antell bei 10 kDa,
ein weiterer bei ~40 kDa und ein letzter as nur noch schwad erkennbere Bande im Gel bei
70 kDa. Aufgrund der Grofen kann man zumindest die Fraktion bei 40 kDa ds Patatin (Abb.

4.49) identifizieren, die beiden anderen Banden wurden nicht weiter charakterisiert.
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Abb. 4.49: SDS-Proteingel des Proteins aus Kartoffelfruchtwasser (rechts GréRenstandard, links KFW-Protein).

Das proteinfreie KFW enthdlt ungefahr 1,52 gl an Glucose was man in Tabele 4.5 gu
erkenren kann. Die Mesaingen wurden mit dem Glucoseanalysator Super GLambuiance der
Firma RLT durchgefihrt,

Tab. 4.5: Glucosebestimmung in KFW2, (n=10).

Probe Messvert | Glucose (g/l)
1 171 1,71
2 144 1,44
3 166 1,66
4 142 1,42
5 153 1,53
6 154 1,54
7 154 1,54
8 149 1,49
9 149 1,49

10 135 1,35
Mittelwert = 1,52

Durch die Filtration wird das gesamte koagulierte Protein aus dem KFW entfernt. Ein nach
einer 1 MDa, 50 kDa und 5 kDa Filtration durchgeflihrte Bestimmung des Proteingehalts
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mittels SDS-Gelelektrophorese, bzw. der Bradfort-Test ergaben kein nadhweisbares Protein
im so konditionierten KFW2,.
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Abb. 4.50: SDS-Geeektrophorese von unterschiedlich gefiltertertem KFW. Rednts ist ein GrolRenstandard

aufgetragen, daneben in zwei Spuren Protein aus rohKFW. In KFW aus der 5 kDa, 50 kDa und 1
MDa Filtration konnte kein Protein nachgewiesen werden.

Abbildung 4.50 zegt dhnlich wie schon in Abbildung 4.49 wieder die beiden Banden bei 10
kDa und bel 40 kDa an. Die dritte Bande ist in diesem Versuch nicht zu erkennen. Das mit der
Klarfiltration aufgeabeitete, zuerst autoklavierte KFW ist offenschtlich in alen drei
Filtrationsgufen als proteinfrei zu bezechnen.
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4.2.1 Medienoptimierungdes Kartoff elfruchtwassers

Erste Versuche im KFW zedgten, dass ein Wadhstum in proteinarmen KFW mdglich ist. Die
Ausbeuten waren jedoch sehr gering und somit flr einen Fermentationsbetrieb nicht

winschenswert.
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Abb. 451: Fermentation im Schittelkolben in KFW ohne éne zusétzliche Glucosequelle (n = 7). Ein
Wachstum bis zu einer BTM von 2,5 ¢l konnte areicht werden. Nach 72 Stunden nimmt die
maximale BTM wieder stark ab.

Durch diesen Versuch (siehe Abb. 4.51) konnte nadhgewiesen werden, dassin dem nadh dem
hier verwendeten Verfahren konditionierten KFW eine BTM von hs zu 25 ¢l ohre ane
Suppementierung anderer Stoffe au erreichen war. Dies lag weit unter den Biomasen, die in
definiertem Medium noglich waren (12 bis 15 dl). Eine Zugabe von Glucose ds priméare
Kohlenhydratquelle a1 dem KFW wurde ds nadhstes untersucht. Ahnlich wie in NL musge
auch her die fur dieses Medium und den Organismus optimale Glucosekonzentration

ermittelt werden.
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Um an die Ergebnisse in definiertem Medium anzukniipfen wurden Versuche mit 15 dl bis

30 dl Glucose durchgefiinrt, um Vergleiche mit den Ergebnissen in definiertem Medium

anzustellen.
|—6—KFW 15g —ll— KFW 20g —h— KFW 25g —@=—KFW 30g|
7 7
= 6
2
c 5
i=)
& "
o
N
3
S 9
X
< 2
|_
@ 1
0

©
(e}

(1/6) uoire .LBZUO M- N 1d

Abb. 452 Durch die Zugabe eéner Kohlenhydratquelle zu konditioniertem KFW kann die Ausbeute an

Biomase und Paramylon im Vergleich zum nicht-suppementierten Versuche (Abb. 4.51)

gesteigert werden. Sie bleibt dennoch welt hinter den in NL erreichten Ausbeuten zurick.

Tab. 4.6: Vergleich von BTM/PTM, p, ty und P; aus Versuchen in NL und KFW mit Zugabe an Glucose a's

primére Kohlenhydratquelle. Zur Berechnung von p und P, wurde jeweil s die Startbiomasse und

die maximale Biomass verwendet! In NL ist in alen Féllen a@n bessres Wachstum festzustell en.

NLgucoe | BTM (g/) | PTM (g/l) | p[h] tafh] _ |Pi[kg m®h7]
159/ 1258 6,7 0,0275 25,23 0,131
204/l 133 9 0,0281 24,71 0,139
259/ 18 108 0,0312 2221 0,188
304/l 15,46 6,7 0,0296 234 0,161

KFWeiuose | BTM (g/l) | PTM (g/) | p[h7] tafh] _ |Pi[kg m®h7]
159/ 5 31 0,0179 38,8 0,052
209/ 59 4,2 0,0196 35,39 0,061
254/l 542 31 0,0187 37,06 0,056
304/l 55 2,9 0,0189 36,76 0,057
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Durch die Zugabe von Glucose aim Medium (Abb. 4.52) konnte ene Erhdhung der Ausbeute
an BTM und PTM erzielt werden. Wie aus Tabelle 4.6 deutlich wird, konnte die Ausbeute an
Biomasse und Paramylon im Vergleich zum nicht supdementierten KFW (Abb. 4.51) um das
bis zu 25-fadhe gesteigert werden. Daz musden jedoch 20 gl Glucose aim KFW gegeben
werden, was im Vergleich zum definierten Medium nur zu einer Ausbeute an Biomasse von
44 % des vergleichbaren Wertes in NL fuhrte. Eine Supdementierung des KFW mit einer
zusatzlichen Kohlenhydratquelle kann deshalb as snnwll angesehen werden. Es <heint
jedoch, dass die vorgelegte Glucose nicht gut in Biomass, respektive Paramylon umgesetzt
wird, sondern hauptsddilich fir die Aufredhterhaltung des Stoffwedsels des Organismus
verwendet wird, ohne das vergleichbar zum definierten Medium mit mehr Glucose mehr
Biomasse / Paramylon aufgebaut wird. In Tabelle 4.6 spiegelt sich das auch gut in den die
erreichten Ausbeuten begleitenden Werten fir die speazfische Wadhstumsgeschwindigkeit,
die Verdopplungszet und de Produktivitdt wieder. Die Produktivitédten in definiertem
Medium sind um das bis zu dreifache hoher als die im suppgementierten KFW erreichten
Werte. Auchin der Verdopplungszeit ist dies gut wiederzuerkennen.

In Tabelle 4.6 sind die Werte hervorgehoben worden, bei der die hochsten Ausbeuten erzielt
werden konnten. Angenommen wurde, dass sch die Maximalwerte, sowohl in NL als auch in
KFW, bel den gleichen Glucosekonzentrationen finden lassen wirden. Sient man sich nun rur
die @soluten Werte an, so zagt sich, dassin NL die Maximawerte bei 25 ¢l Glucose ai
finden sind, in KFW aber die Maximawerte bel 20 gl Glucose ai finden sind. Der auf den
ersten Blick unlogisch erscheinende Aspekt kann aber schnell mit Blick auf Tabelle 4.6
aufgeklart werden. In dem hier verwendeten KFW ist eine Glucosekonzentration von ca 1,52
g/l nachzuweisen, begleitet von einer Fructosekonzentration von ca 3,5 g/l. Somit enthélt das
in diesen Experimenten verwendete KFW schon im konditionierten, nicht mit Glucose
suppdementierten Zustand eine Kohlenhydratkonzentration von ungeféhr 5 ¢/l. Da Euglena
gracilis auch in den Lage ist Fructose aifzunehmen und in den Stoffwedhselweg
einzuschleusen  (Gluconeogenese, Abb. 2.4) kann aso auch diese asizliche
Kohlenhydratquelle ohne weliteres genutzt werden. Daraus ergibt sich, dassdie Daten, die bei
einer Glucose-Supdementierung von 20 dl in KFW ermittelt wurden mit denen in
definiertem Medium mit 25 dl zu vergleichen sind. Dies wiederum ergibt eine gute
Ubereinstimmung mit den schon in Kapitel 4.1 erzielten Erkenntnissen, dass Euglena gracilis
fir eine maximale asolute Paramylonausbeute am besten bei einer Glucosekonzentration von
25 gl wadst. Dass es bel gleicher Kohlenhydratkonzentration nicht zu annghernd deichen

Ergebnisen in KFW kam war unerwartet und wurde weiter untersucht.
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Da an Einfluss der Inokulationdichte auf die Fermentation hisher nicht untersucht wurde,
sollte nun noch Uberpriift werden, ob eine Anderung der Animpfdichte die Ausbeute in KFW

beanflussen wirde. Animpfdichten zwischen 2 ml und 8 ml je 100 ml KFW-Medium wurden

gewahit.
BKFW +2ml  BKFW +4ml BKFW +6ml  EKFW +8ml
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Abb. 4.53. Einflussder Animpfdichte auf das Wachstum von Euglena gracilisin KFW2, mit 15 gl Glucose.
Dargestellt sind die Pammylonausbeuten am dritten urd vierten Versuchstag (Maximalwerte).

Wie auch schon bei den Experimenten mit definiertem Medium beanflusg die Animpfdichte
die Ausheute an PTM. Es konnte gezegt werden, dassin den Uber 96 Stunden laufenden
Experimenten sich ein Inokulum zwischen 4 und 6 ml auf 200 ml Medium als am sinnvollsten
darstelite (Abb. 4.53). Alle weiteren Versuche wurden deshab auch weiterhin mit 5 ml

Stammsuspension auf 100 ml Medium angeimpft, was einem Inokulum von 4,8 % entspricht.
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4.2.2 Verdinnungdes KFW

Da bei gleichen Vorausstzungen hinschtlich der Glucosekonzentration in KFW trotzdem
keine enigermal’en dhnlichen Ergebnise ezielt werden konnten wie in NL, wurde die
Zusammensetzung des KFW néher betradhtet. Dabei fielen zunadhst die relativ hohen Werte
fur einige Inhaltstoffe des KFW (Tabelle 1.1 und Abhildung 4.47) auf. Ein Einfluss ® hoher
Mengen an Aminosauren und Nahrstoffen konnte nicht ausgeschlossen werden, weshalb die
Uberlegung angestellt wurde das KFW mit demineralisiertem Wasser zu verdinnen, um
maoglichst keine weiteren lonen bei der Verdinnung einzutragen. Dazau wurde das KFW
zunddhst in Funferschritten wverdinnt. Durch die Ermittlung der Osmolalitd wurde
sichergestellt, das sch die Verdinnung auch proportiona in der Osmolditat wiederfinden

l&asd. Das verwendete KFW wurde mit 25 g/l Glucosesupdementiert.
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Abb. 4.54: Osmaldlitét von verdinntem KFW mit einer Glucosesupdementierung von 25 g/l.

Die in Abbildung 454 dargestellten Ergebnise zegten, dass dle Inhaltsdoffe gleichmaliig
verdinnt wurden und somit eine Abnahme der hohen Konzentrationen an einigen Stoffen
verringert werden konnte. Die ais Abbildung 454 scheinbar flr delonisiertes Wasser
(KFW2,-Antell = 0 %) hervorgehende Osmolalitét von 0,1345 Osmol/kg l&se sich leicht
durch die dem KFW zugesetzte Glucose eklaren, die natirlich auch einen Einfluss auf die

Osmolalitét austibt.
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Durch diesen Verdinnungsversuch konnte nachgewiesen werden, dass $ch das verwendete
KFW ohne weiteres samt seiner Inhaltstoffe in Beaug auf die gemessene Osmoldlitét linea
verdinnen lief3.

In einem Versuchsdesign sollte geklart werden, bei welcher KFW- und Glucosekonzentration
die gréfde Ausbeute an Paramylon zu erzielen wére. Mit Hilfe des Software-Pakets MODDE
6.0 wurde mit einem RSM (Response Surface Modeling) und einer D-optimalen,
quadratischen Funktion eine Modellierung von Experimenten zur Optimierung der Ausbeute
an Paramylon aus Euglena gracilis in den Temperaturbereichen 25 °C, 27,5 °C und 30 °C
angestrebt. Als Variablen dienten neben der Konzentration an KFW2, die Glucose
Konzentration und der Start-pH-Wert. Der Start-pH-Wert wurde ausgewahlt, da der pH des
KFW mit eéinem Wert zwischen 5 und 55 um bis zu zwel Einheiten hoher lag als dies im
definierten Medium (optimaler pH-Bereich fir das Wadstum von Euglena gracilis) der Fall
ist. Die Versuchsdauer wurde aif 5 Tage festgelegt. Erfahrungen aus vorhergehenden
Versuchen hetten gezegt, dass eine langere Versuchsdauer nicht von Noten ist, da die
verwertbaren Nahrstoffe und de vorhandene Glucose bis zum flunften Versuchstag meist
vollsténdig aufgenommen wurden.

Bei den drel verwendeten Temperaturbereichen wurden folgende, in Tabelle 4.7 dargestellten
unabhéngigen Parameter ausgewahlt: die Glucosekonzentration im Medium, der Anteil des
KFW am Medium und derengestel te pH-Wert zum Start der Versuche.
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Tab. 4.7: Versuchsparameter fir die drei Temperaturbereiche von 25°C, 27,5 °C und 30 °C, die mit MODDE

optimiert wurden.

25°C | Glucose (g/l) [KFW2n (%) |Start-pH

1 20 25 4,3

2 20 48,6 3

3 20 75 5

4 26,7 25 3

5 33 75 5

6 40 25 5

7 40 75 3

8 40 75 4,3
27,5 °C| Glucose (¢g/l) [KFW2n (%) |Start-pH

1 20 25 5

2 20 50 4

3 20 75 3

4 30 50 3

5 30 50 5

6 33 42 5

7 40 25 3

8 40 58 4

9 40 75 5
30°C | Glucose (g/l) [KFW2n (%) |Start-pH

1 20 25 3

2 20 58 3

3 20 75 5

4 27 25 5

5 33 75 3

6 40 25 4,3

7 40 42 3

8 40 58 5

9 40 75 3,67

Folgende Parameter wurden an allen Versuchstagen gemessen:

e Glucose-Konzentration,
*  pH-Wert,

» Biotrockenmasse (BTM) und
+ Paramylontrockenmasse (PTM)

Die kompletten Grafiken zu den folgenden Versuchen finden sich im Anhang in Kapitel 7.

Auf den madchsten Seiten sind de 3D-Grafen der maximalen Ausbeuten an Biomass und

Paramylon dargestellt.



4 Ergebnisse und Diskusson

118

25

20 4+

Konzentration (g/)

BTM-

BTM TAG 4
25°C

Abb. 4.55: Biotrockenmasse am vierten Tag der Fermentation bei @ner Kultivi erung bei 25 °C.
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Abb. 4.56: Paramylontrockenmasse am vierten Versuchstag der Fermentation.
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Abb. 4.57: Biotrockenmasse am flinften Versuchstag der Fermentation bei e ner Kultivierung bei 27,5 °C.

PTM TAG 5
275°C

pPTM-Konzentration (g

Abb. 4.58: Paramylontrockenmasse am flinften Tag der Fermentation bei 27,5 °C.
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Abb. 4.59: Biotrockenmasse nach fiinf Tagen Fermentation bei einer Kultivierung bei 30 °C.
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Abb. 4.60: Paramylontrockenmasse nach funf Tagen bei einer Kulti vierungstemperatur von 30 °C.
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In 16 der 26 Versuche wurde ene starke Abnahme der Glucose-Konzentration bis zum 3.
bzw. 4. Tag des Versuch festgestellt. Naheau de gesamte Glucose wurde bis zu desem
Zeitpunkt von Euglena gracilis aufgenommen, was auch durch eine gesteigerte PTM-
Konzentration in den Zellen am nadsten Versuchstag festgestellt werden konrte. In zehn
Versuchen konnte e@n rnur geringes Wadstum festgestellt werden, was daraus resultierend
auch rnur zu einer geringen Abnahme der Glucose-Konzentration fihrte.

Im Rahmen dieses Versuches zdgte sich, dasseine BTM zwischen 23 ¢l (25 °C, Tag 4) und
27 dl (30 °C, Tag 5 und eine PTM zwischen 17 ¢l (25 °C, Tag 4) und 18 dl (27,5 °C und
30°C, Tag 5) ds Maximum erreichen konnte.

Die 3D-Darstellung der erzielten Daten lasen, wenn man die entstehenden Oberfladhen
betradhtet eine gewisse Deutung der Ergebnise a1. In Abbildung 4.55, respektive 4.56 zagt
sich bei einer Bruttemperatur von 25 °C bei der Beobadtung der Oberflachenstruktur eine
Héade, die von niedrigen KFW-Konzentration im Medium zu hohen Konzentrationen hn
abfdllt. Die Glucose-Konzentration an sich hat dabei auch enen, wenn auch geringeren
Einfluss auf die Ausbeute. Es zedgt sich jedoch, dass bel niedrigem KFW-Gehalt des
Mediums mittlere, bzw. niedrige Glucose-Konzentrationen zu héheren Ausbeuten fihrten.

Bei einer nur um 2,5 °C hoheren Bruttemperatur von 27,5 °C zagte sich jedoch ein ganz
anderes Bild. Die in den Abbildungen 4.57 und 458 dargestellten 3-D-Graphen sehen von
ihrer Oberflachenstruktur wie ane Spiegelung der Werte bei 25 °C aus. Hier ist das
Maximum der Ausbeuten bel hohen KFW-Gehalten und hoher Glucose-Konzentration des
Mediums festzustellen. Bel niedrigen bis mittleren Glucose-Konzentrationen kommt es nur zu
geringen Ausbeuten. Anders als bel den Versuchen ba 25 °C sind hier aber auch die
maximalen Ausbeuten erst nach 120 Stunden erreicht worden, also ca 24 Stunden spéter.

Bei 30 °C zdgt sich nun eine Oberflachenstruktur (siehe Abb. 4.59 und 4.60), die mit den
beiden wvorherigen auf den ersten Blick keine Gemeinsamkeiten hat. Die niedrigsten
Ergebnise sind bel hohem KFW-Gehalt und hoher Glucose-Konzentration des Mediums zu
finden, jedoch auch bal der niedrigsten Glucose-Konzentration und niedrigem KFW-Gehalt.
Die Maximalwerte der Ausbeute liegen bai niedrigem KFW-Gehat und mittleren ks hohen
Glucose-Konzentrationen des Mediums. Ein vergleichsweise hoher Wert bei niedriger
Glucose-Konzentration und hohem KFW-Gehat madit es jedoch schwer die so erhaltene
Oberflachenstruktur eindeutig zu bewerten. Auch bei 30 °C konnte die maximale Ausbeute

erst nach 120 Stunden erreicht werden.
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Bisher wurden bel diesen 3D-Graphen lediglich die beiden Parameter Glucose-Konzentration
und KFW-Gehalt gegen die ezielte Ausbeute ds BTM/PTM aufgetragen und der eingestellte
pH-Wert wurde aul3eract gelassn.

Betrachtet man run die ezielten Daten unter dem Aspekt der Ausbeuten, so ist in den
unterschiedlichen Temperaturbereichen eine Schwankung der Ausbeuten zwischen 1 g wnd
24 g zu finden. Doch wie lasen sich diese starken Schwankungen erkldren? Um diesem
Problem auf den Grund zu gehen, wurden die gemessenen Daten absteigend nach dem Start-
pH-Wert angeordnet. Auf Anhieb fallen her klar die asteigenden Ausbeuten auf, hohe
Ausbeuten treten eher bel pH-Werten von 5 auf und de niedrigsten werden bai pH 3
gefunden.
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Betradhten wir zunddst die Daten bal 25 °C und sortieren diese nicht nach dem pH-Wert,

sondern nacdh der Ausbeute. Diesist in Tabelle 4.8 zu sehen.
Tab. 4.8: Darstellung der Ausbeute und der se beenflussendn Parameterbei 25°C.

BTM (g/l) |Start-pH| Glucose-Konz. (g/l) | KFW-Verdinnung (%)
23,94 3 26,7 25
22,58 4,3 20 25
14,16 5 40 25
135 3 20 48,6
10,18 5 20 75
9,36 5 33 75
6,36 4,3 40 75
1,52 3 40 75

Bei dieser Anordnung fallt sofort ins Auge, dassder Start-pH-Wert nicht, wie eventuell zu
erwarten gewesen ware, mit der Ausbeute ébnimmt. Es sheint bei dieser Art der Anordnung
keinen direkten Zusammenhang zwischen Ausbeute und Start-pH-Wert zu geben. Betraditet
man die KFW-Verdinnung, so zagt sich nun, dassdie Ausbeuten mit dem Anstieg des KFW-
Antells im Medium abnehmen. Eine Berechnung des Mal3korrelationskoeffizienten nach
Peason bestétigt diese Hypothese mit einem r von — 0,866. Das negative Vorzechen von r
ergibt sich aus der Steigung einer Geraden durch die Mesgunkte (BTM gegen KFW, siehe
auch Abhbildung A) und deutet darauf hin, dassdie Zunahme des einen Merkmals (BTM) mit
der Abnahme des anderen (KFW-Verdinnung) einhergeht (KOHLER, SCHACHTEL, VOLESKE,

1996.
Formel fir die Beredhnung desM al3korrelationskoeffizienten r nach Peason:
(2x) OZy;)
_ — Z \ — i i
XY Ak n
(% —x)> Oy, - ) 5x,)? Sy,)?
VE0C = Ty, - Y) \/(sz_( ) gy - B

n n

Wobei x; der Mesawvert des Merkmds X; am i-ten Individuum,

Vi der Messwvert des Merkmds X, am i-ten Individuum,

x,(bzw. y)  dasarithmetische Mittel von Xy (bzw. X»),

n die Anzahl der Wertepaae,

i der Laufindex von 1 bis n.
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Abb. 4.61: Messlaten bei 25 °C, 96 Stunden. Mit der Abnahme des KFW-Gehaltsim Medium nimmt die BTM
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Abb. 4.62 Mesdaten bel 27,5 °C, 120 Stunden. Der hiéchste BTM-Wert bel 75 % KFW, pH 5 und 40 dl

Glucose wurde hier bel der Ermittlung der Trendlinie auffer acht gelassen (A).
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Abb. 4.63. Mesdaten bei 30 °C, 120 Stunden. Das Wertepaa fur den héchsten BTM -Wert (A) von 22,22 g/l
bel einer KFW-Konzentration von 75 %, pH 5 urd 20 g/l Glucose wurde auch hier nicht mit in die

Ermittlung der Trendlinie &nbezogen.



4 Ergebnis= und Diskusgon 126

Tab. 4.9:  Auflistung der Ergebnis aus dem modelli erten Versuch bei 25 °C, sortiert nach aufsteigendem
KFW-Anteil. Mit zunehmendem KFW-Anteil im Medium nimmt de Ausbeute an BTM a&b.

BTM |Start-pH| Glucose-Konz. (g/l) | KFW-Verdinnung (%)
14,16 5 40 25
| 12258 | 4,3 20 25
23,94 3 26,7 25
135 3 20 48,6
10,18 5 20 75
1| 9,36 5 33 75
6,36 4,3 40 75
1,52 3 40 75

Tab. 4.10: Daten aus dem modelli erten Versuch bel 27,5 °C, sortiert nach aufsteigendem KFW-Anteil. Der
Start-pH-Wert scheint einen hoheren Einflussauf die BTM zu haben als die Glucosekonzentration.

BTM |Start-pH| Glucose-Konz. (g/l) | KFW-Verdinnung (%)
21,38 5 20 25
1| 17,68 3 40 25
8,46 5 33 42
V| 17,08 4 20 50
12,82 5 30 50
2,56 3 30 50
20,52 4 40 58
V| 218 5 40 75
0,84 3 20 75

Tab. 4.11: Auch die Daten bei 30 °C wurden nach aufstagendem KFW-Anteil angeordnet. Hier zeigt sich, dass
der grofite Einflussvom Start-pH-Wert ausgeht.

BTM |Start-pH| Glucose-Konz. (g/l) | KFW-Verdinnung (%)
VI | 17,96 5 27 25

11,78 | 43 40 25

5,7 3 20 25

6,56 3 40 42
VII| 16 4 40 58

1,44 3 20 58

22,22 5 20 75
VIll| 1,42 | 3,67 40 75

1,02 3 33 75




4 Ergebnis= und Diskusgon 127
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Bei 25 °C zagt sch, dassbei niedrigem KFW-Antel im Medium, nicht korregiertem
pH-Wert und hoher Glucosekonzentration es zu einer vergleichsweise niedrigeren
BTM-Ausbeute kommt als das bei auf pH 3 korrigiertem Medium der Fal war.

Auch zegt sich bei den Versuchen bei 25 °C, dass bei einem hohen KFW-Anteil im
Medium, geringerer Glucosekonzentration und nicht korrigiertem pH-Wert eine fir 75
% KFW-Antell im Medium hohe BTM erzielt werden konnte. Auch ist klar zu
erkenren, das bei hohem KFW-Anteil, hoher Glucosekonzentration und auf pH 3
korrigiertem Medium eine schlechte Ausbeute zu erziedn war.

Bei den Versuchen mit einer Bruttemperatur von 27,5 °C ist zu erkennen, dass sch
auch bei niedrigen KFW-Konzentrationen der pH-Wert stark beanflussend bemerkbar
madt, denn tohe Glucosekonzentrationen im Medium fuhren nicht zu den erwartet
hohen BTM-Ausbeuten, sondern eher die niedrigen von 20 g/l.

Ein nedrigem eingestelltem pH-Wert bel mittleren KFW-Konzentrationen im Medium
und einer mittleren Glucosekonzentration fuhrt zu niedriger BTM-Ausbeute. Ein
,mittlerer’ pH-Wert und eine hohe Glucosekonzentration bei , mittlerem’ KFW-Gehalt
des Mediums fihrten zur hochsten BTM. Eine halb so hohe Glucosekonzentration
fuhrte jedoch zu dhnlich hohen BTM-Ausbeuten. Bel unveréndertem pH-Wert (pH 5)
fuhrte ane ,mittlere’ Glucosekonzentration bei ,mittlerer’ KFRW-Konzentration im
Medium zu einer hoheren BTM als bel etwas hoherer Glucosekonzentration (33 dl)
und niedriger KFW-Konzentration (42% KFW).

Hier konnte @ne hohe BTM be unverandertem pH-Wert (pH 5), hoher
Glucoskonzentration und hohem KFW-Antel im Medium erzielt werden. Jedoch
wurde hier auch die niedrigste BTM gemessen, bel hohem KFW-Antell, einem Start-
pH von 3 undniedriger Glucosekonzentration.

Bei 30 °C zagte sich, dass der eingestellte pH-Wert im Medium bel niedriger KFW-
Konzentration (25 % KFW) einen hoheren Einflussauf die BTM hat, als die Glucose.
In diesem Bereich fuhrten ein unveranderter pH-Wert und eine niedrigere KFW-
Konzentration zu besseren Ergebnisen. In dem Fal, dass der KFW-Anteil relativ
hoch (58 % KFW) und der eingestellte pH-Wert niedrig ist (pH 3), so scheint die
vorgelegte Glucosekonzentration zu niedrig zu sein, um eine hohe BTM zu
begUnstigen.

Bei hohem KFW-Antel im Medium ist der Einfluss des Start-pH-Wertes auf die
BTM-Ausbeute klar zu erkenren, der Einfluss der Glucosekonzentration scheint

weniger wichtig zu sein.
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Tab. 4.12: Pearson-Korrelationen der einzelnen Teil bereiche der Tabellen 4.9, 4.10 und 411.

25°C BTM/pH| BTM/Glucose
| |-0,8438 -0,8943
I | 0,9941 -0,7583
275°C
1 1 -1
IV | 0,2716 0,1125
\Y, 1 1
30°C
VI | 0,9845 0,3404
Vi
VIII | 0,9496 -0,9328

Tab. 4.13: Pearson-Korrelationen der gesamten Datenmenge bei 25°C, 27,5 °C und 30 °C.

BTM/pH |[BTM/Glucose| BTM/KFW

25°C -0,0838 -0,8661
27,5°C 0,3416 -0,2696
30°C 0,8271 -0,3508 -0,2568

Aus Tabele 4.13 ldse sich anhand der ermittelten r-Werte gut erkenren, dass $ch die
Abhangigkeiten vom Medium mit der Bruttemperatur stark veréndert haben. Bei 25 °C hat die
KFW-Konzentration im Medium einen klaren Einfluss Mit zunehmendem KFW-Anteil im
Medium nahm die Biomasseausbeute bel dieser Temperatur ab. Der negative Wert fur r zegt
dies deutlich an. Auch die Glucosekonzentration im Medium zdgt eine schwadh negative
Korrelation zur ermittelten Biomasse, was durch den r-Wert von —0,5743 ckutlich gemadt
wird. Ein Einfluss des Start-pH-Wertes auf das Wadstum in dieser Versuchsanordnung
konnte bei der Betradhtung der gesamten Daten ke 25 °Cnicht festgestel t werden.

Bei 27,5 °C féllt die Betradhtung der Daten hinsichtlich einer Korrelation der unabhéngigen
Variablen Start-pH, Glucose und KFW bezogen auf die dhangige Variable BTM schwer. Zu
erkenren ist, dassder pH-Wert im Medium zum Start des Versuchs mehr Einfluss aufweist,
as das bei 25 °C der Fall war. Das ermittelte r von 0,4981 zegt eine schwade positive
Korrelation zwischen dem pH-Wert und der BTM-Ausbeute an.
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Aufgrund der komplexen Zusammensetzung von KFW ist anzunehmen, dass das Medium
eine hohe Pufferkapaatat aufweist. Der pH-Wert des KFW betrégt etwa 5,15 wd bleibt auch
bei Verdinnung mit demineraisertem Wasser einigermal3en konstant (sehe auch Tabelle
4.14). Um enen pH-Wert von 3 einzustellen, benttigt man auf 100 ml unverdinntem KFW
1,86 ml IN H,SO,, bel 100 ml 75%-igem KFW immerhin noch 1,74 ml und bei 100 ml 35%-
igem KFW nur noch 0,83 ml. Dies gibt zum einen die starke Pufferkapazté des KFW
wieder, zum anderen zeagt es aber auch, das mit steigendem KFW-Antel im Medium bei
einem eingestellten pH von 3 mehr 1IN H,SO,4 ndtig ist, um den gewilnschten pH-Wert zu
erreichen. Daraus resultiert, dass bei hohem KFW-Gehalt des Mediums auch eine hohere
Belastung an Sulfat zu finden ist.

Tab. 4.14: Benttigte Mengen an Schwefelsdure (1 N) in unterschiedlich konzentriertem KFW zur Einstellung

eines pH-Wertesvon ~3.

KFW-Gehdlt (%) | Start pH-Wert | Ziel pH-Wert | Millili ter IN H,SO,4 je 100 ml KFW
35 5,25 3,02 0,825
75 5,15 3,02 1,74
100 5,14 2,98 1,8575

Da der Sulfatgehalt bei dem in diesen Versuchen verwendeten KFW (Kampagne 2001) bei
800 mg/l lag, bedeutete dies fur das 75%-ige KFW eine aisétzliche Sulfatbelastung nach der
pH-Wert-Einstellung von 853 mg/l. Da in dem 75%-igen KFW schon 600 mg/l Sulfat
vorhanden waren (75 % von 800 mg/l), ergab das eine Sulfatkonzentration in dem so
eingestellten KFW von 1453 mg/l, respektive 1711 mg/l in 100%-igen KFW und 685mg/l in
35%-igen KFW (Tabelle 4.15). Diese hohen Sulfatkonzentrationen bei 75 % und 100% KFW

fuhren sicherlich zu einer Beanflusaung des Wadistums van Euglena gracilisin KFW.

Tab. 4.15: Unterschiedli che KFW-K onzentrationen und der Sulfatgehalt bei einem pH-Wert von 3.
KFW-Gehalt (%)| Sulfat im KFW (mg/l) | Sulfat aus H,SO, (mg/l) | Gesamt-Sulfat (mg/l)

35 280 405 685
70 600 853 1453
100 800 911 1711

Durch die hohen Konzentrationen an Sulfat im Medium ist eine Re&tion mit im Medium
vorhandenem Eisen(I)-l onen nicht auszuschlief3en. Es entsteht das in wasgigen Losungen

gut lédliche Eisensulfat. Durch tellweise Oxidation mit Luftsauerstoff des Eisen(ll)- sulfat



4 Ergebnis= und Diskusgon 130

entsteht Eisen(ll)- sulfat und somit ist das vorhandene Eisen(ll) in Eisen(lll) oxidiert worden
und liegt nun in einer fur Euglena gracilis nicht mehr verwertbaren Form vor.

im  KFW-Medium mit
Sulfatkonzentrationen des definierten Mediums (Tabelle 4.16) fallt auf, dassim 100%-igen
KFW eine 100 mal hohere Sulfatkonzentration vorliegt. 1711 mg Sulfat je Liter stehen hier

Bem Vergleich dieser Konzentrationen an Sulfat den

17,85 mg/l Sulfat in NL gegentber und schon aleine diese Zahlenwerte maden einen

maoglichen Einflussdieser immens erhdhten Sulfatkonzentration deutlich.

Tab. 4.16: Sulfathaltige Verbindungen im definierten Medium und der jeweili ge Sulfatanteil . Insgesamt enthélt
NL eine Sulfatkonzentration von 17,85 mg/l.

Summenformel Konzentration in NL (mg/l) | Konzentration SO, (mg/l)
Fe(SO4)2(NH4)2 x 6 H,0 21 10,4958
ZnSO, x 7 H,0O 11 3,674
MnSO, x H,O 5,8 3,29614
CoSO, x 7 H,O 0,24 0,082008
CuSO, x 5 H,0 0,77 0,296681

An madglichen EinflusgrofRen steht sicherlich der erhdhte osmotische Druck der von dieser
relativ hohen Sulfatkonzentration ausgeht an erster Stelle. Sulfat liegt im KFW in erhdhter
Konzentration as in den Zellen vor. Uber die Zellmembran von Euglena entsteht ein sehr

grol¥er Gradientenunterschied zwischen dem umgebenden Medium und dem Zdli nnesen.
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Aufgrund deser Ergebnise wurden mun weitere Versuchsparameter durch das
Modelli erungsprogramm MODDE 6.0 beredhnet, um geringere Glucose-Konzentrationen als
die bisher untersuchten abzuklaren. Da sich in den Versuchen der ersten Reihe gezeagt hatte,
dass eine pH-Einstellung zum Start keinen positiven Einfluss auf die Fermentation hette,

wurde dies in den weiteren Versuchen vernadilassgt. 17 weitere Versuche wurden entworfen

und durchgeflhrt:
25°C Glucose (g/l) KFW2n (%)
1 10 50
2 10 233
3 16,7 10
4 233 10
5 30 50
6 30 10
275°C | Glucose (g/l) KFW2n (%)
1 16.7 30
2 10 10
3 20 50
4 20 30
5 233 50
6 30 30
30°C Glucose (g/l) KFW2n (%)
1 10 50
2 10 10
3 233 50
4 30 50
5 30 10

Diese Versuche ergaben folgende Maximawerte bei @ner Fermentation im Schiitte kolben:

Temperatur (°C) | BTM (g/l) | PTM (g/l) | At (h)
25 11 ~7 9%
275 23 ~20 9%
30 175 ~135 9%

Die besten Resultate konnten bei 27,5 °C mit 23,3 ¢/l Glucose in 50 % KFW2, erzielt werden.
Alle bisher vorgestellten Versuche bezehen sich auf 300 ml Schittelkolben mit einem

Arbeitsvolumen von 100ml und einer Silikonkappe, bewegt auf einem Kreisschiittler
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BTM-Konzentration (o)

Abb. 4.64: Ergebnise des erweiterten Versuchsschemas am 4. Tag der Fermentation bei 25 °C.

PTM 25°C
TAG 4

PTM—Konzentration (oY

Abb. 4.65: Paramylon-Konzentration am 4. Versuchstag bei 25 °C.
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Abb. 4.66. Biotrockenmasse bei 27,5 °C. Maximale BTM bel 23,3 g/l Glucose und 50 % KFW.
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Abb. 4.67. Paramylontrockenmasse bel 27,5 °C. Auch die maximale PTM ist bei 23,3 g/l Glucoseund 50 %
KFW zu finden.
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Abb. 4.68. Biotrockenmasse bei 30 °C. Hier liegt die maximale BTM bei 30 g/l Glucose und einem KFW-
Gehalt von 50 %.
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Abb. 4.69. PTM be 30 °C. Die hochste Paramylonmasse liegt fast 7 g unter derbei 27,5 °C erreichten.
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Der pH-Wert des KFW betrégt pH 5,4 und liegt damit um ca 2 Einheiten hoher als dies im
definierten Medium der Fall ist. Versuche im Schittelkolben und im Fermenter wurden mit
einer Korrektur des Anfangs-pH-Wertes durchgefihrt. Da en Einfluss des héheren pH-
Wertes in KFW auf das Wadstum von Euglena gracilis nicht ausgeschlossen werden konnte,
wurde in einem Experiment versucht, mit unterschiedlichen pH-Werten bei verschiedenen

Glucose und KFW-Konzentrationen zu arbeiten.

Tab. 4.6: Einflussdes Start pH-Wertes auf das Wachstum von Euglena (Cook und MYERS, 1965 in NL.

pH | tq (h) [Zellzahl (mI*x10°%)
311150 4,2
4 111,50 3,7
5| 12 3,8
6| 12 3,6
71 13 3,3
8| 16 3,2
9| 26 34
6 0,12

H Start pH-Wert Bl Ziel pH-Wert @ Verbrauchte Schwefelsiure (96%)

5,25

515 5,14

r01

r 0,08

r 0,06

(1/1w) uswnjoraINes

r 0,04

r 0,02

35 75 100
Prozent KFW2n

Abb. 4.70: Deutlich zeigt sich (griine Punkte), das mit der Abnahme der KFW-Verdiinnung die Puff erkapazitat
zunimmt. Deshalb musde mehr Schwefelsdure engesetzt werden, um den gewlinschten pH-Wert
einzustellen.



4 Ergebnis= und Diskusgon 136

Aufgrund der reditt grolen Pufferkapaztd von KFW musde jedoch relativ viel Saure
zugegeben werden, was sch negativ auf das Wadstum auswirkte. Fermentationen ohne pH-
Kontrolle/-Korrektur zegten durchwegs bessere Ergebnise auf, weshalb auch spéter in
Batch, Fed-Batch und semikontinuierlichen Batches auf eine pH-Korrektur verzichtet wurde
(siehe Abb. 4.70).

Aufgrund der Tatsadhe, dass sch das KFW im Laufe @ner Kampagne und vor alem auch von
Kampagne au Kampagne stark in seiner Zusammensetzung veréndert, wurde aim Ende des
Untersuchungszetraums eine weitere Versuchsreithe entworfen, um die bisher erzielten Daten
Zu bestétigen, bzw. zu erweitern. Als variable GrofRen wurden erneut die Konzentrationen an
KFW und Glucose gewdhlt. Die Versuche wurden schon wie ewdhnt in 300 ml
Erlenmeyerkolben mit einem Arbeitsvolumen von 100 ml bel einer Bruttemperatur von
27,5 °C unter heterotrophen Bedingungen durchgefiihrt. Die Glucosekonzentrationen wurden
dabei zwischen 125 und 4375 dl, die KFW-Gehalte des Mediums zwischen 25 und 87,5 %
(sehe Tab 4.7) variiert.

Tab 4.7: Auflistung der Variablen Glucose und KFW-Gehalt.

Glucosesat (9/1) | KFW (%)
125 25
25 25
375 25
18,75 375
31,25 375
4375 375
125 50
25 50
375 50
18,75 62,5
31,25 62,5
4375 62,5
125 75
25 75
375 75
18,75 87,5
31,25 87,5
4375 87,5

Neben der Proben fur die BTM/PTM-Bestimmung wurden noch die Glucosekonzentration,
der pH-Wert, die Zellzahl und de SDW bestimmt. Diese eweiterten Parameter dienten
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hauptsadilich der Kontrolle des Versuchsverlaufs und werden folgend nicht graphisch
dargestellt, sondern gegebenenfall s erwéahrt.

In Abbldung 4.71 sind die Ergebnisse der Versuche dargestellt. Mit dem in diesem Versuch

verwendeten KFW der Kampagne 20022003 stellte sich heraus, dass bei Versuchen im
Schittelkolbenmal3stab die maximale Ausbeute an BTM/PTM am fiinften Versuchstag erzielt

werden konnten. In Abhldung 4.71 sind de Daten der erzeugten Biomass in einer 3D-
Darstellung dargestd| t.

BTM-Konzentration (g/1)

Abb. 4.71: Dreidimensionale Darstellung der Fermentationsdaten in KFW der Kampagne 20022003 Die

Oberflache zeigt ein deutliche Maximum bei mittleren KFW -K onzentrationen.

Wie schon zuvor bel den Versuchen mit dem KFW aus der Kampagne 20002001 zegte sich
auch in diesen Experimenten, dass bel hoheren KFW-Konzentrationen und mittleren
Glucosekonzentrationen die hdchsten Ausbeuten zu erzielen waren. Da der KFW-Anteil im

Medium bel diesen neuen Versuchen erweitert wurde, konnten Daten gewonnen werden, die
Uber den 50 % KFW des zweiten Versuchs lagen.
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Tab. 4.8: Ergebnisse aus den Versuchen mit KFW der Kampagne 20022003

Glucosegat (9/1) | KFW (%) | BTM (g/)
125 25 4,646
25 25 9,146
375 25 6,26
18,75 37,5 11,13
31,25 375 15,386
4375 375 13,826
125 50 8,18
25 50 14,23
375 50 11,973
18,75 62,5 20,893
31,25 62,5 21,13
4375 62,5 13,893
125 75 7,56
25 75 16,46
375 75 14,156
18,75 87,5 13513
31,25 87,5 18,56
4375 87,5 17,31

Die s0 erhatenen Daten (Tabelle 4.8) zegen deutlich an, dass man mit einer KFW-
Konzentration won 625 % im KFW aus der Kampagne 20022003 uwd
Glucosekonzentrationen zwischen 18,75 und 31,25 gl die hochsten BTM-Ausbeuten erzielen
konrte. Ein weiteres interessantes Ergebnis war, dassinnerhalb einer KFW-Konzentration die
Glucosekonzentration mal3geblich fir die Ausbeute verantwortlich war. Das aleine ist nichts
ungewohnliches, betraditet man sich jedoch Tabelle 4.8 genauer, dann falt auf, das jeweils
die mittleren Glucosekonzentrationen der jeweiligen Versuche die hochsten Ausbeuten
erzielten. FUr die Versuche mit Euglena gracilis im KFW der Kampagne 20022003 waren
Glucosekonzentrationen zwischen 25 wnd 3125 gl fur die jeweils hochsten Ausbeuten

verantwortlich.

Da die Zusammensetzungen des KFW stark von den verwendeten Kartoffelsorten und ihrer
Lagerung bis zur Stérkegewinnung abhéngig ist, war wahrend einer Kampagne bei der
Emdandstarke GmbH eine Verdnderung der Inhatsdoffe des KFW zu erwarten und ist auch
festgestellt worden. Veranderungen dieser Art wirken sich direkt auf die weitere Verarbeitung
des KFW zu Medium fir die Fermentation von Euglena gracilis aus. Somit ist im Laufe aner

Kampagne a1 erwarten, dass $ch beal gleichen Aufarbeitungsschritten des KFW zum fertigen
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Medium die Ausbeute an BTM respektive PTM variiert. Aufgrund der Komplexitéat des
Mediums ist eine Kontrolle der Konzentrationen der Inhatsdoffe kaum moglich und de
Varianz der Ausbeuten Uber eine Kampagne ist zu akzeptieren. Um wahrend oer
kampagnefreien Zeit trotzdem mit KFW as Medium fir die fermentative Gewinnung von
Paramylon arbeiten zu konren, konnen wverschiedene Wege beschritten werden. Das
Einfrieren grofRer Mengen an KFW erscheint fir den Labormaldstab noch als snnwoll, for
einen Produktionsmal3stab aber jedoch nicht. Die Gefriertrocknung des konditionierten, noch
nicht mit Glucose suppgementierten KFW wurde eenfalls in Betradt gezogen und de
Ergebnise im Wasser gelosten, lyophiliserten KFW zeagten dhnlich gute Ergebnise wie das
frische KFW. Auch her ist wieder der Kostenfaktor der wichtigste Punkt gegen eine
Verwendung der Gefriertrocknungstechnik. Alternativ. zum KFW kann sicherlich PR
verwendet werden, die hier jedoch ncht dargestellten Ergebnisse zegten jedoch, das dieses
Konzentrat sich nur bedingt als Medium fir die Fermentation von Euglena gracilis eignet.
Eine Verwendung anderer, ganzjdhrig verfligoarer Abfallprodukte ds Grundlage fir en
Medium wurden ebenfalls untersucht und Truthahnextrakt as Beispiel fir ein Fleischextrakt
wurde untersucht. Die hierbei erzielten Ergebnisse lagen jedoch weit unter den niedrigsten in
KFW moglichen und auch diese Richtung wurde verworfen. Um eine ganzjahrige Versorgung
der Fermenter mit Medium zu gewdhrleisten empfiehlt sich, in der kampagnenfreien Zeit
entweder nicht zu fermentieren oder aber die Zeit, in der KFW nicht zur Verfigung steht mit
definierter Nahrlosung (nach HUTNER) als Medium zu arbeiten.

Verschiedene Kohlenhydratquellen wurden auf ihren Einflussauf das Wadistum von Euglena
gracilis hin untersucht. Z. B. zagte Laktose anen klaren Effekt auf die Zdltellungsrate, was
sich jedoch nicht unbedingt positiv in der Biotrockenmasse (BTM) wiederspiegelte (da viele
kleine Zellen entstanden). Glucose zechnete sich als effektivste Kohlenhydratquelle unter den
untersuchten aus (Fructose, Laktose, Sacdarose, Malat, 16dliche Starke, Galaktose, Mannose
und Glucose). Fur optimale Ausbeuten an BTM und PTM wurden zwischen 2 % und 4 %
Glucose augegeben. Es zegte sich, dasshdhere Glucosekonzentrationen eher einen negativen
Einfluss auf das Wadhstum hatten (osmotischer Wert der Glucose im Medium  in der
Zelle). Im Fermenter konnte an Besten mit einer Glucosekonzentration von 25 gl (- 2,5 %)

geabeitet werden.
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4.2.3 Einflussder essntiellen Vitamine B, und B4, auf das Wadhstum

Da bekannt war, das Euglena gracilis fir ein heterotrophes Wadstum die beiden Vitamine B,
und Bj», auch als Thiamin und Cyanocobalamin bekannt, bendtigt wurden diese aigesetzt, da
die Konzentrationen im KFW unbekannt waren. Die Zugabe an Vitamin B, ergab eine
leichte Steigerung der Ausbeute. Da die verwendeten Vitamine relativ teuer sind, wurde nach
Alternativen gesucht. Hierzu wurden Hefeextrakt (HE), Molke und Corn Steeg Liquor (CSL)
verwendet, da se ds preiswerte Zusatzstoffe fir Fermentationen aus der Literatur bekannt
sind urd enen relativ hohen Ateil an den gesuchten Vitaminen beten.

Im definierten Medium wird Euglena gracilis die bendtigte Menge an Vitaminen zur
Verfigung gestellt, womit ein normales, nicht durch Vitaminmangel limitiertes Wadstum
moglich ist. Versuche mit ener hoheren Vorlage an Vitaminen werden run folgend
dargestellt.
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Abb. 472 Einfluss einer Vitamin Bj-Vorlage, die doppelt so hoch war wie in definiertem Medium,
Doppel bestimmung.

Die Auswirkung einer Zugabe von Vitamin B; konrte in den Versuchen rnicht nachgewiesen
werden, weshalb diese Ergebnise auch her nicht dargestellt werden. Der Versuch, der in
Abbildung 4.72 dagedellt ist, wurde bel 27.5°Cin NL mit 259/l Glucose durchgefihrt.
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4.2.4 Einflussvon alternativen Vitaminquellen auf das Wadstum

Wie schon die Versuche mit NL als Medium gezegt haben, hat die Menge der vorhandenen
Vitamine B; und B, einen entscheidenden Einfluss auf das Wadstum von Euglena. In
einigen Versuchen in KFW wurde eoenfals eine Supdementierung des Mediums mit
Vitaminen vorgesehen. Der postive Einfluss auf das Wadstum in KFW konnte wieder
beobaditet werden. Da die beiden benttigten Vitamine jedoch aus 6konomischen Griinden
nicht unbedingt eingesetzt werden sollten (hohe Kosten), wurde nach anderen Stoffgemischen
mit einem hohen Antell an den gewlnschten Vitaminen gesucht. Dabel zagten sich drei
dternative Vitaminquellen als nadhforschenswert: CSL (Corn steep liquor), Hefeextrakt (HE)
und Molke.

Zuerst eine kurze Definition der Produkte und ihrer Herkunft:

Molke-Trockenpulver: Sifmolke wurde von der Firma Bradkmann, Deutschland, mit
einem Vitamin B1-Gehalt von 8 mg / 100 g und einem Vitamin B;o-
Gehalt von 5 mg / 100 gverwendet. Da Molke anen relativ hohen
Antell an Protein enthdlt, musde dieser Antell zunadst durch
Hitzekoagulation entfernt werden. Die nun klare Flissgkeit wurde
dann Uber einen Sterilfilter dem Medium zugeflgt.

Hefeextrakt: Verwendet wurde an Hefeextrakt der Firma OHLY, Deutschland.
Das Hefeextrakt (HE) wurde bei der Medienbereitung zugegeben.

Tab. 4.9: Vitamin- und Mineralzusammensetzung von Hefeextrakt der Firma OHLY .

Vitamine (je 100Q) Mineralien (je 100Q)
Thiamin —B;: 3 mg Kalzium 120mg
Riboflavin — B,: 11,9 mg Magnesium 200mg
Niadn: 68 mg Kalium 3,3 g
Be: 2,3 Mg Natrium<0,5g
Folsdure: 3,1 mg Eisen 5 mg
Ca-Pantothenat: 30 mg Phosphor 1,8 g
Biotin: 0,25mg
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Tab. 4.10: Aminoséurezusammensetzung des Hefeextrakts der Firma OHLY.

Aminosauren % im Produkt % freie Aminosauren im Produkt
Asparaginsaure 6,66 2,49
Threonin 3,20 2,02
Serin 3,28 2,35
Glutaminsdure 9,18 6,01
Glycin 3,17 1,11
Alanin 5,53 4,78

Cystein 0,45 --
valin 4,09 3,30
Methionin 1,12 1,08
Isoleucin 3,38 2,64
Leucin 4,83 4,34
Tyrosin 1,92 1,46
Phenylalanin 2,80 2,72
Histidin 1,63 1,80
Lysin 551 3,08
Arginin 1,71 0,24
CSL: Corn steq liquor (Maisguellwasser) wurde von der Firma Sigma-

Aldrich GmbH, Deutschland bezogen. Es handelt sich um ein

viskoses Konzentrat von Maisquellwasser, welches reich an

Vitaminen, Aminosauren, Mineralien und anderen Wadstumsdoffen
ist. Enthdt 50 % Feststoffe und wurde wéhrend der Medienbereitung
zugegeben. Der Proteingehalt ist relativ niedrig und es konnte kein

Einfluss der Proteine auf das Wadstum festgestellt werden wie dies

bei den Proteinen des Kartoffelfruchtwassers der Fall war.

In einem Uber finf Tage laufenden Versuch bei 27,5 °C wurden 37,5%-igem KFW mit einer

Glucosekonzentration von 25 dl unterschiedliche Mengen an Molkepulver, Hefeextrakt und

CSL zugesetzt, um ihren moglichen postiven Einfluss auf das Wadstum von Euglena

gracilisin KFW-Medium zu untersuchen.



4 Ergebnisse und Diskusson 143

OTAG 3 OTAG 4 BTAG 5

14

12

=
o

[ee]

PTM-Konzentration (g/l)

0 3 5 7.5 10
Molke-Trockenpulver (g/l)

Abb. 4.73. Molke-Trockenpulver als Zusatz zu 37,5%igem KFW mit 25 ¢l Glucose hat nur einen geringen
Einflussauf die Paramylonbil dung.

‘I:ITAGS OTAG4 BTAGS \

14

12

=
o

[ee]

PTM-Konzentration (g/l)

0 5 75
Hefeextrakt (g/l)

Abb. 4.74.: Hefeextrakt als Zusatz zu 375%igem KFW mit 25¢| Glucose zeigt eine Seigerung de
Paramylonbil dung im Vergleich mit der Null-Probe.
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Abb. 4.75: Der Zusatz an CSL als zusétzli che Vitaminguell e hat keine Auswirkung auf die Paramylonbil dung
durch Euglena gracilisin KFW.

M olkepulver

Aufgrund des hohen Anteils an Laktose, ist wohl der hauptsadliche Effekt des Molkepulvers
eine Stimulierung des Wadstums von Euglena gracilis, was in einer hheren Zellteilungsrate
resultiert (Abb. 4.73).

Hefeextrakt

Die Verwendung von Hefeextrakt als zusétzliche Vitaminquelle zegte verschiedene, gute
Effekte. Eine, die hier nicht dargestellt wurde, war die Pufferung des pH-Wertes wéahrend der
Fermentation und eine anderer, wie in Abbildung 4.74 zu sehen, war die Steigerung der
Paramylonausbeute. Mehr Untersuchungen wurden durchgefiihrt, jedoch werden an dieser
Stelle nur die besten Resultate dargestellt.

Corn Steep Liquor (CSL)

Die Zugabe von CSL hatte mehr oder weniger keinen Einfluss auf die Paramylonhildung
durch Euglena gracilis. Eine 3-1,3-Glucan-Ausbeute von nur 8 ¢/l konnte durch die Zugabe
von CSL erreicht werden. Auch hier wurden noch andere Konzentrationen auf3er der in

Abbildung 4.75 gezegten untersucht, diese spiegeln jedoch die beden Resultate wieder.
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Tab. 4.11: Einflussvon Vitaminen auf das Wachstum von Euglena gracilisin KFW. Versuchsdauer betrugin
alen Féllen 4 Tage.

Medium KFW | KFW + Vitamine| KFW + CSL | KFW + HE | KFW + Molke
KFW [% V/V] 37,5 37,5 37,5 37,5 37,5
BTMenp [9/1] 1318 15,22 13,72 16,47 10,64
PTMeno [9/1] 9,72 12,14 7,93 11,26 8,45
PTMeno/BTMenp [9/g] | 0,74 0,58 0,68

Glucose S [9/] 26,07 2311 26,02 25,00 29,88
Glucose Senp [9/1] 3,02 2,58 5,57 0,78 8,08
Ausbeute Y ps 0,41 0,38 0,38

Wie aus Tabele 4.11 ersichtlich wird, flhrte a@ne Zugabe von reinen Vitaminen zu einer

Steigerung der Ausbeute, die mit aternativen Vitaminquellen nicht erreichbar waren (HE,

CSL, Molke). Bel dlen weiteren Versuchen wurde asfgrund deser Ergebnisse auf die Zugabe

von Vitaminen oder Vitaminquellen verzichtet.
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Abb. 4.76. Vergleich der Ergebniss aus der Zugabe von Vitaminen bzw. alternativen Vitaminquellen zu
KFW. Der deutli chste Einflussist bei HE zu erkennen.
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4.2.5 Veranderung der Aminosdurekonzentration im KFW wahrend einer
Fermentation

Eine Untersuchung der Aminosaurezusammensetzung (Abb. 4.77) des autoklavierten, von
Proteinen befreiten KFW zdgte, dass ein hreites Spektrum an Aminosauren mit der
verwendeten S3 Opa24-Methode nadhweisbar war.
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Abb. 4.77. Aminosaurespektrum in 1 MDafiltriertem KFW, bestimmt nach der S3 Opa24Methode

Glutaminsdure (GLU), Asparaginsdure (ASP) und Glycin (GLY) konnten nadgewiesen
werden und snd auch in ausreichender Konzentration vorhanden (im Vergleich zum
definierten Medium nadh HUTNER). Die Untersuchung des KFW ergab besonders hohe
Konzentrationen (>1 mmol/l) an ASP, TRP, ARG, ALA, VAL und ASN (>5 mmol/l).

Das Fehlen der beiden Aminosauren Cystein und Cystin ist etwas ungewdhnlich, aber fur die
Anzucht von Euglena gracilis nicht nadtellig. Moglicherweise liegt das aber daran, dass mit
der verwendeten Methode diese beiden Aminosduren nicht nadhgewiesen werden konnen
oder aber die Konzentrationen unterhalb der Nadweisgrenze der Methode liegen. Von
Euglena werden im heterotrophen Zustand nur 3 Aminosauren essentiell benotigt. Dies snd
GLU (Glutaminsaure), ASP (Asparaginsaure) und GLY (Glycin), die dle in ausreichend
hohen Konzentrationen im untersuchten KFW2, vorlagen. Eine negative Wirkung hoher
Aminosaurekonzentrationen auf Algen wurde bisher noch nicht untersucht, ist jedoch nicht
auszuschlief3en (RAY, K., und LEVANDOWSKY, M., 2000.
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Die Tabelen 4.12 und 413 gben enen mdglichen Aufschluss Uber den Verbleib der
Aminosauren, bzw. ihre Nutzung duch Euglena gracilis. Nach BUETOw (1966, KEMPNER
und MILLER (1965 konren sie entweder als zusdtzliche Stickstoffquelle dienen, benttigte
Aminosauren fur das Wadstum von Euglena erganzen oder aber einfach ads
Kohlenstoff skelett fir den Kohlenhydratstoffwedsel dienen.

Tab. 4.122 Aminoséuren als Stickstoffquell e fiir Euglena gracilis (BuETow, 1966).

Neutrale diphatische Aminosduren

Glycin

Alanin

Valin

Leucin
Isoleucin

Serin

Threonin
Dicarbonaminosauren und ihre Amide
Asparaginsaure
Asparagin
Glutaminsaure
Glutamin
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Tab 4.13: Verbleib exogener Aminosauren, **C-markiert (KEMPNER und MILLER, 1965.

Aminosaure im Medium

In Proteinhydrolysat gefundene Aminosaure

Alanin
Asparaginsaure

Glycin

Histidin
Prolin
Phenylalanin
Serin

Threonin

Tyrosin
Valin

Alanin
Asparagin
Glycin
Serin
Alanin
Isoleucin
Threonin
Glycin
Serin
Cystein
Lysin
Higtidin
Prolin
Phenylalanin
Serin
Glycin
Cystein
Threonin
Isoleucin
Leucin
Glycin
Tyrosin
Valin
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4.2.6 Anderung der Aminosiurezusammensetzung in KFW wahrend einer
Fermentation

Da Euglena gracilis unter heterotrophen Bedingungen Aminosduren aus dem umgebenden
Medium aufnehmen kann, war es von Interese die Verdnderung der Aminosaure-
Konzentrationen im Verlauf der Fermentation zu verfolgen. Die Aminosduren Glycin,
Glutaminsaure und Asparaginsaure sind fur Euglena gracilis esentiel und somit lag auf

diesen drel Aminosauren ein besonderes Interes<.
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Abb. 4.78. Abnahme der AS-Konzentration in KFW2, wahrend einer Fermentation im 30Liter Fermenter mit

einem Arbeitsvolumen von 14 Litern.

Die Abnahme der drel wichtigen Aminosduren Asparaginsaure, Glutaminsdure und Glycin
(Abbildung 4.78) bis auf quasi Null am dritten bzw. vierten Versuchstag madien es deutlich,
wie wichtig dese Aminosduren fur den Stoffwedhsel und Biomasseaufbau von Euglena
gracilis sind. Interessant sind auch die gemessenen anderen 14 Aminosauren, die tellweise
sogar im Laufe der Fermentation aufgebaut wurden, um dann ab dem vierten Versuchstag
wieder abgebaut zu werden. Als Hypothese wére es denkbar, dass diese Aminosduren von
Euglena gracilis umgebaut wurden, um die drel fehlenden, essentielen Aminosduren zu
ersetzen. Es wird jedoch auch berichtet, das einige Aminosduren as Wadstumsfaktoren
dienen (HUTNER et al, 1966 WOLKEN, 1961, KEMPNER undMILLER, 1965.
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4.2.7 Satzweise Kultivierung von Euglena gracilis

Naddem klasgsche Versuche im Schittelkolbenmaldstab durchgefihrt worden sind, um
wichtige Eckdaten zu erhalten, wurden im nédsten Schritt Fermentationen im gerdhrten 7
Liter Fermenter durchgefiihrt. Bei allen hier gezegten Fermentationen (Batch, Fed Batch,
repeaed Batch) wurde bei einer Temperatur von 27,5° C und einem Nutzvolumen von 5
Litern geabeitet. Die folgend présentierten Daten wurden in Zusammenarbeit mit dem
Projektpartner Herrn Dr. Santek erzielt und freundlichst fur diese Arbeit zur Verfiigung
gestellt.

24

16
A A |——BTM —B—PTM ~A Glc/\
A
“ A \ )
A 18

A
A

=
N

- 15

| a |
4 A 6
2 A " SR )

0 24 48 72 96 120
Zeit (h)

:

(1/6) asoan|o

BTM-Konzentration (g/l)
PTM-Konzentration (g/l)
(o]

Abb. 4.79: Batch-Kulti vierung mit E. gracilisin 37,5 % KFW mit 25 g/l Glucose im 7 Liter Fermenter mit
5 Liter Medium. Temperatur 27,5° C, Rihrerdrehzehl 250 min?, Zuluft = 2,5 |'min™
[Ergebnisse von Dr. Santek zur Verfligung gestdlt, 2002]

Zu Beginn des Versuchs wurden im Medium 23 gl Glucose vorgelegt. Zum Zeitpunkt der
maximalen Biomasse, nad 96 Stunden, wurde ene BTM von 15,22 ¢l erreicht und 17,46 dl|
Glucose wurden his zu desem Zeitpunkt von Euglena gracilis verbraucht. Der Aufbau von
Biomasse und dem Speicherkohlenhydrat Paramylon konnte wéhrend dieser Fermentation gut
verfolgt werden und mit der Abnahme der Glucosekonzentration im Medium stiegen die
Werte fur die BTM/PTM stetig an. Subtrahiert man von der gemessnen SDW in Abhbildung
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4.79 de jewells aktuelle Glucosekonzentration, so erkennt man, dass im Verlauf der
Fermentation neben der Glucosekonzentration auch die geloste Trockenmasse um 3,87 I
abnmmt. Daraus folgt, das wéhrend der Fermentation 17,46 gl Glucose und weitere 3,87 dl|
an anderen nicht weiter definierten Stoffen aus dem Medium aufgenommen worden sind und

in 15,22 g/l Biomasg und 1214 gl Paramylon umgesetzt worden sind.
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Abb. 4.80: Mit der Zunahme des pH-Wertes auf pH-Werte Gber 7 nimmt auch die Tribung im Fermenter zu.

Die Zélzahl im Verlauf des Versuchs konnte gut mit dem durch den Tribungssensor
gemessenem Signal im Fermenter korreliert werden (Abb. 4.80). Im gleichen Mal3e wie die
Zellzehl zunimmt, steigt auch das Tribungssgnal an. Auch der pH-Wert der
Fermentationsbriihe zegt deutlich einen mit dem Wadhstum der Kultur verbundenen Verlauf
an. Zum Zeitpunkt der maximalen Biomasse nach 96 Stunden ist ein pH-Wert von 7,1 erreicht
worden. Es kam zur Veranderung des pH-Wertes von pH 4,9 auf pH 7,1, nur durch das
Wadstum der Population und die Ausscheidung von Stoffwedselprodukten. Dieser pH-Wert
von 7,1 ist fur das Wadhstum von Euglena gracilis zwar nicht lebensbedrohlich, entspricht
jedoch ncht den fir die Vermehrung und Paramylonsynthese optimalen pH-Bereich. Das
Wadstum der Population nmmt ab der 78 Stunde & und erreicht eine stationdre Phase. Zum
Zeitpunkt der maximalen BTM nimmt die Zellzahl schon leicht ab und ein weiterer Anstieg
des pH-Wertes bis zum Versuchsende auf pH 7,26 ist zu verzachnen. Da die Zellen zum

Versuchsende von der Gestalt her grofer sind, as dies zu Beginn des Versuchs der Fall war,
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ist auch die dwas weniger starke Abnahme des Tribungswertes im Vergleich zur
abnehmenden Zellzahl zu verstehen. Auch sind zum Endes des Versuchs hin Zelltrimmer im
Medium, die den Tribungswert ebenfalls erhdhen.

Dieser Versuch zdgte, das eine Fermentation mit dem hier verwendeten KFW als Medium
und einer zusétzlichen Kohlenhydratquelle in Form von 25 ¢l Glucose a1 guen Ergebnisen
fuhrt. Ahnlich wie auch im Schiittelkolbenmalstab konrten BTM bzw. PTM von 15,22 ¢l
und 1214 gl erreicht werden. Da Batch-Fermentationen nicht die optimalste Form der

Fermentation darstellen, sollte dies als Grundlage flr weitere Versuche dienen.
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4.2.8 Fermentation von Euglena gracilisim Zulaufverfahren

Aufgrund der Daten aus den Batch-Fermentationen wurde nun eine Strategie verfolgt, bel der

in  der maximaen Wadstumsphase frisches Medium zugefittert

wurde.

Hohe

Konzentrationen an KFW und Glucose wurden dabel zugefittert, um mit moglichst wenig
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Abb. 4.81: Fedbatch-Kultivierung von Euglena gracilis in Medium mit 25 % v/iv KFW und 15 gl Glucose.
Zusammensetzung des Zuftterungsmediums: 100 % KFW mit 66,7 ¢/l Glucose. [Ergebniss von

Dr. Santek zur Verfligung gestdlt, 2002]

Zulauf-Volumen ein Maximum an Inhaltsgoffen zu transportieren. Wie in Abb. 4.81 ceutlich
zu erkennen ist, steigt die Zellzahl auf bis zu 244 x 10’ ml™* an, der erhoffte Effekt auf die
BTM bzw. PTM zachnete sich jedoch nicht ab. Die Glucosekonzentration wurde naheau
konstant bei ener Konzentration wvon 6,5 ¢/l gehdten und fiel erst nach Ende der

Zufutterungsperiode weiter ab. Nadh ca 144 Stunden wurde die maximale Ausbeute an

BTM/PTM erreicht, welche trotz des angewandten Zulaufverfahrens nur wenig tber den

Ausbeuten der Satzkultivierung lagen (BTM = 17,83Ig PTM =132 g/l).
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Abb. 4.82. Auftragung des pH-Wertes und der gemessnen Triburg im Verlauf einesVersuchs mit Zufitterung

von KFW und Glucose.

Die Zufitterungsperiode wurde so gewdhit, dass eine sehr hohe Zelldichte und auch ene
maoglichst hohe Paramylonkonzentration je Zelle a1 erwarten war. Wie man aus Abhldung
4.82 gu erkennen kann, steigt der pH-Wert bis zum Beginn der Zufttterungsphase schon auf
Werte Uber pH 7 an und steigt im Laufe der Versuchszet mit Zufttterung kaum weiter an.
Das zulaufende Medium mi der Glucose ist somit kaum in der Lage den pH-Wert in
irgendeiner Art zu senken. Bel pH-Werten um den Neutralwert ist die Aufnahme von Glucose
fur Euglena gracilis erschwert, was eine mogliche Erklérung fur die insgesamt nur geringe
Ausbeutesteigerung in diesem Zulaufversuch darstellt. Auch der Verlauf der Zellzahl in
Bezaug auf die tatsAdiliche Biomass (siehe Abb. 4.83) liefert fur diese Hypothese gute
Argumente. Die Zellzahl erreicht nach ungefdhr 88 Stunden ihr Maximum und schwankt bis
zum Ende des Versuchs zwischen 23 urd 24 Milli onen Zellen je Millili ter.

Die Biomasse und Paramylonausbeute steigt bis zum Ende der Zufitterung nahezau konstant
an, die Zellzahl ist jedoch schon 15 Stunden mach Zufltterungsbeginn auf ihrem Maximum.
Die Zufutterung fuhrt zu einer Zunahme des Gewichts der einzenen Zellen (im Vergleich mit
dem normalen Batch), Glucose und andere Nahrsubstanzen werden von Euglena gracilis in
Biomasse und Paramylon umgesetzt. Nach Ende der Zufiitterung wurde awvar noch weiter

Biomasse aufgelaut, was aber ganz klar auf Kosten des gespeicherten Paramylons ging.
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Abb. 4.83. Waéhrend die Biomass urd Pammylonkonzentrationbis zum Ende cer Zufltterung ansteigt, ist de
Zellzahl schon 15 Stunden nach Versuchsbeginn auf ihrem maximalen Wert angelangt.

Die hier durchgefiihrte Zufitterung mit KFW und Glucose fuhrte nicht zu dem erwarteten
Ziel, namlich einer hoheren Biomass und Paramylonausbeute ds dies im Batch Versuch der
Fal war. Die Zeitdauer bis zum Erreichen der maximalen Ausbeuten an BTM und PTM

waren sogar langer als bei der Batchfermentation.
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4.2.9 Semikontinuierliche Fermentation von Euglena gracilis

Aufgrund der gezegten Problematik bei Fedbatch-Fermentationen und dem normalen
Zulaufverfahren mit Euglena gracilis wurde nadc einer Alternative gesucht. Ein Versuch mit
semikontinuierlichen Batches Uber ~460 Stunden wurde dazau duchgefiihrt. Regelméliig
wurden Proben genommen, um wichtige Parameter der Fermentation festzuhalten. In Abb.
4.84ist der Wadhstumsverlauf anhand der BTM und PTM zu sehan. Zugeftttert wurden
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Abb. 4.84: Semikontinuierliche Fermentation mit E. gracilis. Mediumzusammensetzung am Start war 37,5 %
KFW und der Gehalt nahm im Versuchsverlauf zu. [Ergebnisse von Dr. Santek zur Verfligung
gestellt, 2003.

jewells 3,5 Liter KFW mit steigender KFW-Konzentration bel  gleichbleibender
Glucosekonzentration von 20 dl. Es zdgte sich, das mit steigender KFW-Konzentration auch
eine gesteigerte BTM- bzw. PTM-Ausbeute moglich war. Im Verlauf des Versuches war es
maoglich, mit dem weniger verdinnten KFW der Fermentation wieder gentigend Nahrstoffe
zuzuftihren. Es gellte sich jedoch, wie schon in vorherigen Versuchen beobadtet, heraus, das
hohere KFW-Konzentrationen zu einer Verlangerung der Fermentationsdauer fuhrten. Die
100 % KFW-Versuche zegten indes, dassbei zu hohen KFW-Konzentrationen ein negativer
Effekt auftritt. Die BTM und PTM sinkt deutlich unter den Wert des Versuchs mit weniger
KFW [1A, 1B, 1C gleiche Konzentrationen, dann zunehmender Gehalt an KFW von 2 bis 5].
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Abb. 4.85. Verdnderung der Glucose- und der Feststoffkonzentration im Medium wahrend der Fermentation

[Ergebnisse von Dr. Santek zur Verfligung gestdlt, 2003.

Wie Abbildung 485 zegt, werden wéhrend der Fermentation nehezs immer gleichviel

Inhaltsgoffe des Mediums verbraucht. Die Glucose wird hingegen in den ersten Versuchen

nicht ganzlichst verbraucht. Erst mit der Verwendung von weniger stark verdinntem KFW

kommt es auch zu ener weteren Verwertung der vorgelegten Glucose. Bei den

Fermentationen mit hohen KFW-gehalten wird die Glucose st vdlli g verstoff wedhsdt.

Tab. 4.14: Spezifische Wachstumsgeschwindigkeit und Verdopplungszeit.

th Xn the1 Xn+1 M tu tq
26 3,78 40 6,48 0,0385 33 18,004
73 3,4 88 6,48 0,043 80,5 16,121
120 451 136 7,88 0,0349 128 19874
167 4,03 184 8,16 0,0415 1755| 16,703
219 4,34 232 8,38 0,0506 2255 13695
304 9,12 314 14,56 0,0468 309 14,817
379 6,49 386 8,82 0,0438 3825 15817
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Tab. 4.15: Ausbeutekoeffizienten und Produktivitdt der semikontinuierlichen Fermentation (BTM).

Zeit (At)| Versuch | BTMyin | BTMya. | BTMpist. | Gluma | Glumin. | Glupir. | YxsBTM Py
71 1A 1,26 8,71 7,45 16,2 7,02 9,18 0,812 0,123
45 1B 34 9,15 575 16,1 9,19 6,91 0,832 0,203
40 1C 451 9,93 542 181 9,82 8,28 0,655 0,248
50 2 4,03 12,38 8,35 185 7,32 11,18 0,747 0,248
69 3 4,34 17,29 12,95 17 2,52 14,48 0,894 0,251
72 4 4,67 21,96 17,29 16,8 0,902 | 15898 1,088 0,305
69 5 6,49 21,04 14,55 16 1,04 14,96 0,973 0,305

Tab. 4.16: Ausbeutekoeffizienten und Produktivitdt der semikontinuierlichen Fermentation (PTM).

Zeit (At)| Versuch | PTMyin, | PTMya | PTMpit. | Gluva. | Glumin | Glupir. | YxsPTM Py
71 1A 0,47 6,16 5,69 16,2 7,02 9,18 0,620 0,087
45 1B 2,04 6,63 4,59 16,1 9,19 6,91 0,664 0,147
40 1C 3,17 7,37 4,2 181 9,82 8,28 0,507 0,184
50 2 2,57 9,41 6,84 185 7,32 11,18 0,612 0,188
69 3 2,83 1398 11,15 17 2,52 14,48 0,770 0,203
72 4 3,01 15,64 12,63 16,8 0,902 | 15898 0,794 0,217
69 5 4,14 144 10,26 16 1,04 14,96 0,686 0,209

Wenn man sich die Raum-Zeit-Ausbeute bezogen auf die Biomasse ais Tabele 4.14
anschaut, so erkennt man einen stetigen Anstieg des Wertes bis auf 0,305 [kg m™ h™] bei der
Fermentation in Versuch 4, bzw. bis auf 0,217 [kg m* h]. Be der Batchfermentation mit
100igem KFW nahm der P-Wert nicht welter zu. Die Osmolaitdt der Losung hat
maoglicherweise ane fur Euglena gracilis unginstige Konzentration erreicht. Trotz erhdhter
Inhaltsgoffe komnt es zu keiner weiteren Zunahme der Raum-Zeit-Ausbeute, bei den auf
Paramylon bezogenen Werten nmmt er sogar ab.

Der gleiche Effekt zeigt sich auch bei den Ausbeutekoeffizienten.
Tab. 4.17:  Tatsdchliche Trockenmass (SDW) in KFW beim Start der jeweili gen Batches. Hochrechnung auf

100 KFW.
Zeit (h) Versuch SDW-Glc (g/l) | SDW (g/l) KFW 100%

0 1A 9,133 2435

73 1B 8,417 22,45
120 1C 8,85 23,6
167 2 10,65 21,3
219 3 13,067 20,1
290 4 17,05 21,31
379 5 20,833 20,83

Tabelle 4.17 zdgt, dasszum Start der jeweiligen Fermentation ungeféhr gleiche Bedingungen
in Beaug auf den Feststoffgehalt im Medium herrschten. Die aigesetzte Glucose wird in der
dritten Spalte herausgerechnet, um den Antell des KFW-SDW zu bestimmen (siehe auch
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Abbildung 4.86). In der vierten Spalte sind de ais der Verdlinnung hochgeredneten
Feststoffkonzentrationen dargestellt worden. Schwankungen in der Konzentration lassen sich

wahrscheinlich auf Verdinnungsfehler zurtckfihren (Kondensat).
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Abb. 4.86. Verdnderung der Feststoffkonzentrationen im KFW wahrend der Fermentation. Die hoheren KFW-
Konzentrationen sind in Form héherer SDW gut zu erkennen.

Da dich in diesen Versuchen zegte, dasses im Verlauf der Fermentation nicht nur zu einer
Veranderung der Ausbeuten mit unterschiedlich konzentriertem KFW kommt, sondern auch
zu unterschiedlichen Kultivierungszdten, wurde nun im folgenden Schritt versucht den
Einfluss des Inokolums auf eine semikontinuierliche Fermentation zu untersuchen. Die
auleren Bedingungen wurden hierbei konstant gehalten, die Konzentration des KFW lag beim
optimalen Wert mit einer Glucosekonzentration im Zufitterungsmedium von 25 dl.
Unterschiedliche Inokola wurden gewdhit, um den Einfluss des Startinokulums auf die
Fermentationsdauer und de Ausbeute hin zu untersuchen. In Tabelle 4.18 sind de
unterschiedlichen Startinokula a1 erkennen, das Fermentationsvolumen wurde konstant
gehalten, es wurden rur Proben zum Ende der Fermentation genommen. Der Endpunkt einer
Fermentation wurde durch das Erreichen einer Trtbung von 50 angenommen. Dieser Wert

resultiert auf vorherigen Fermentationen, die hier nicht gezegt werden.
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Tab. 4.18 Fermentation im 7 Liter Bioreaktor mit unterschiedlichen Inokula. Ausbeutekoeffizienten und

Produktivitdt bezogen auf Biomasse und Paramylon.

Inokolum (%) BTMegnge BTMpix. Glucosepi. At(h) YyxsBTM PBTM
20 16,22 12,59 13,06 69,75 0,96 0,18
60 14,54 3,19 7,00 28,00 0,46 0,11
90 9,44 -3,65 4,07 1925 -0,90 -0,19
10 11,28 10,34 1350 83,50 0,77 0,12
30 1345 10,07 12,18 59,00 0,83 0,17
60 1114 3,07 7,24 74,50 0,42 0,04
Inokolum (%)|  PTMenge PTMpif. Glucosepi. At (h) Y x;sPTM PPTM
20 10,88 7,60 13,06 69,75 0,58 0,11
60 9,70 2,08 7,00 28,00 0,30 0,07
90 7,47 -1,26 4,07 1925 -0,31 -0,07
10 6,98 6,23 1350 83,50 0,46 0,07
30 11,42 9,33 12,18 59,00 0,77 0,16
60 8,50 1,65 7,24 74,50 0,23 0,02
80 8
1.Ferm. 2.Ferm. 3. Ferm. 4. Ferm. 5. Ferm. 6. Ferm.
BTMe 16,22 g/l BTMe 9,44 g/l BTMe 11,28 g/l  BTMg 13,45 g/l BTMg 11,14 g/|

BTM (g/l)

BTMs 3,63 g/l

————————— BTMc 14,54 g/l

TB 49

48 72

96 120

144

168
Zeit (h)

192

312

(I76) W.Ld

Abb. 4.87: Semikontinuierlicher Versuch im 7 Liter Fermenter mit optimaler KFW-Konzentration als Medium.
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Die ezieten Daten (sehe Abb. 4.87) zagen deutlich an, dass es enen Einfluss des
Inokulums auf die a1 erzielende Ausbeute gibt. Um moiglichst wenig Einfliisee durch eine
Probenahme wahrend der Fermentation zu haben, wurde auf diese verzichtet. Proben wurden
nur zum Ende der Fermentation genommen, um das Volumen wéhrend des Versuchs
maoglichst konstant zu halten. Niedriges Inokulum fuhrt zu langen Versuchszeten, jedoch
auch zu hohen Ausbeuten.
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4.3 Aufarbetung des Paramylons

4.3.1 Separation von Zelltrimmern urd Paramylon-Granula

Da das von Euglena gracilis gebildete Paramylon in den Zellen im Cytosol in Granulae
gespeichert wird (siehe auch Abb. 2.1), missen die Zellen nach der Fermentation erst zerstort
werden, um an das Paramylon zu gelangen und anschlief3end das Paramylon von restlichen
Zellbestandteilen zu trenren (durch Zentrifugation kew. Auflésen der organischen
Bestandteile mittels SDS bzw. Enzym).

Um zu Kaéren, unter welchen Bedingungen die Zellen mach der Fermentation mittels

Hochdruckhomogenisation (HDH) am ginstigsten aufzubredhen wéren, wurden Versuche mit

konzentrierter Biomasse durchgefihrt (Konzentration durch Zentrifugation). Der Druck
wurde dabel bel den Einfadh-Passagen jewells um 50 bar erhoht und der Aufschlusgrad
durch lichtmikroskopische Untersuchung (durch Z&hlung noch wvorhandener Zellen)
festgestellt (sehe Abhldung 488).

Abb. 4.88. 100% Zdlaufschluss mittels der HDH bei 350 bar. Nur die Granula und Z€dltrimmer sind zu

erkennen. Es konnten keine intakten Zellen mehr gefunden werden.
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Tab. 4.17: Ergebniss der HDH Versuche mit unterschiedlichem Druck und Passageanzahl. Ny steht hierbei
fur die Zellzahl vor der HDH-Passage, N1y, Nax und Ny, flr die este, zwelte bzw. dritte Passage.
[Daten aus Zusammenarbeit mit Dr. Santek]

Druck [bar] 100 150 200 250 300 350 400
BTM [g/l] 14950 12210 12800 13490 12820 10250 14920
No [Zellen/ml] 25x10 | 427x10 | 2,78x1¢ | 3,65x1F | 3,28x1G | 345x1F | 3.2x1C
Ny [Zellen/ml] 41x10 | 395x10 | 23x10 | 625x10 | 7,5x1¢F | 1,00x1¢ | 1,5x10
Aufschluss[%] 83,60 90,75 91,71 98,29 97,71 9971 95,31
Ny [Zellen/ml] 1,8x10° | 9,00x10 | 2,26x1C0 0 0 0 0
Aufschluss[%] 92,80 97,89 99,20 100 100 100 100
Nay [Zellen/ml] 1,1x10° | 2,50x10 0 0 0 0 0
Aufschluss[%] 95,60 99,41 100 100 100 100 100

Die Ergebnise dieses Versuchs wurden in Tabelle 4.17 zusammenfaseend dargestellt und
zdagten, dass eine enfadhe Passage durch den HDH mit 250 bar Druck schon einen
Aufschlusgyrad von 98,29 % erzielte und Mehrfachpassagen auch bei niedrigerem Druck zu
dem gewlnschten Ziel des Zellaufschlusses fihrten.

Daraus konrnte geschlossen werden, dass fir einen Produktionsprozess im Industriemal3stab
der Einsatz dnes HDH schon bel

Aufkonzentrierung der Biomasse vor der HDH waére durch die Verwendung eines Separators

relativ niedrigen Drucken moglich wéare. Eine

sicherlich ohre Probleme moglich. Eine Aufkonzentrierung ist deshalb ratsam, da durch
konzentrierte Biomas® en hoherer Durchsatz an Biomass der HDH gewdhrleistet werden

kann.
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4.3.2 Paramylonaufarbeitung

Im Laufe des Projekts wurde die Aufarbeitung des Paramylons aus den Zelltrimmern
mehrmals Uberarbeitet. Zunddhst wurde die von BAUMER (1999 etablierte Methode
verwendet, bel der die Zellen durch Ultraschall zerstért wurden. Anschlief3end wurde die
Zellsuspension zentrifugiert und das o erhaltene Pellet mit 1 % SDS-Losung versetzt und
resuspendiert. Die so hergestellte Paramylon-SDS-L6sung wurde nun fir ca 1 Stunde am
Riickfluss gekocht. Danach wurde die Losung zentrifugiert und der Uberstand aus SDS-
Losung und aufgeldsten Zellbestandteilen wurde verworfen. Das © erhatene Pellet enthielt
schon jetzt einen sehr hohen Antell an Paramylon, der jedoch noch leicht mit SDS
verunreinigt war. Um diese Verunreinigung zu entfernen wurde ane Kombination aus
mehrmaligem Waschen mit demineralisertem Wasser (bis die Losung Klar war) und weiteren
Waschschritten mit Aceton, um letzte Spuren von SDS zu entfernen, angewandt.
Anschliefiend wurde dann das Paramylon fur 12 Stunden im Trockenschrank bei 50 °C
getrocknet.

Diese Methode wurde gleich zu Anfang des Projekts insoweit abgeandert, dassdie Zerstérung
der Zellen nicht mehr durch eine Ultraschallsonde vorgenommen wurde, sondern durch einen
Hochdruckhomogenisator. Dies hatte den Vorteil, dass grolere Mengen an Zellsuspension
ohne Problem aufgeabeitet werden konnten und somit eine angestrebte industrienahe
Methodik entwickelt werden konrte. Die Ergebnise aus beiden Zellzerstérungsverfahren
konnten zu 100 % verglichen werden, so dass die Verwendung des HDH ohne
Schwierigkeiten madglich war. Die restliche Methode von BAUMER wurde ebenfalls
modifiziert. Das Kochen der Paramylon-SDS-L6sung am Ruckfluss bedeutet einen enormen
Energieaufwand und so wurde hierflr nadch einer Alternative gesucht. Diese konnte in Form
der einfachen Bewegung der Losung iber Nadt auf einem Kreisschiittler bei 120 min™
redisert werden. Danach wurde mit der Aufarbeitung der Probe wie von BAUMER
beschrieben fortgefahren, lediglich wurde aim Trocknen ein Vakuumtrockenschrank mit
einer Temperatur von 60 °C verwendet.

Da die Verwendung von Aceton as Reinigungsmittel mit gewissen Problemen belastet ist
(entflammbar, gesundheitsschédlich, bendtigt bestimmte Voraussetzungen zur Lagerung und
Handhabung), wurde nadh Alternativen gesucht, um die Verwendung von Aceon zu
umgehen. 1975 beschrieb SCHWARTZBACH eine Methode aur Aufarbeitung von Paramylon
mit einer 1 % (w/v) SDS-Losung, versetzt diese jedoch zusétzlich mit 5 % (w/v) Na-EDTA-
Losung. Das Na-EDTA dient in diessr Losung der Abpufferung zwewertiger lonen
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(personliche Rucksprache mit Prof. SCHWARTzZBACH) und inhibiert somit die meisten
abbauenden Enzyme, so dass das Paramylon selbst auch nicht durch Organismen eigene
Enzyme bei der Aufarbeitung abgebaut wird. Dieser Effekt ist jedoch so gering, dass er
vernadilassgbar ist. In dieser SDS-Na-EDTA-L6sung wird das abzentrifugierte Pellet nach
der Zdlzertrimmerung aufgenommen und fir 30 Minuten bat 37 °C inkubiert. Das
Paramylon wurde durch 10 min. Zentrifugation bel 1000gwieder gewonnen. Die SDS-Nap-
EDTA-Behandlung wurde danach wiederholt und das Pellet wurde dann zweimal mit heil3em
demineralisertem  Wassr (70 °C) gewaschen. Nadh dem zweiten Waschen mit
demineralisertem Wassr wurde das Paramylon auf einem Glasfaserfilter abgesetzt und Uber
Nadt bei 90 °C bis zur Gewichtsbestimmung getrocknet.

Darauf aufbauend wurde aunddhst eine Reihe an Reinigungsschritten mit Enzymen, anderen

L 6sungsmitteln und heilem Wasser durchgefiihrt.

Tab. 4.18 Aufreinigung nach der Zdlzerstérung mit Enzymen und heiRem Waser. Alternative Verwendung
einer Ultraschall sonde (= US) zur HDH. [* erst 2 Stunden Alkalase, dann Zugabe von Lipozym]

Enzym Menge T t Vi DW Renigung
[%viv] |[°C]| [h] | [ml] [9/]]

Alkalase 1,50 55| 2 130 1281 6 X H,O

2 X CH30OH
Alkalase + Lipase 1,50+150 | 40 | 2 120 1400 6 X H,0O
Alkalase + Lipozym 200+350| 40 | 2 160 1074 | 12X H,0 hell3

1 X C;HsOH
Alkalase + Lipozym 2,00+ 350 | 50 3 160 1178 | 9 X H,0 heil3
Alkalase + Lipozym 200+350 | 55 | 2 130 1178 | 9 X H,0 heil3
Alkalase + Lipozym’ 250+350 | 50 | 2+2 150 16245 | 9 X H,0 heil3
US (10min/ Int. 2) —ohne 150 10865 | 9 X H20 heil3
Enzym 2 X Co;HsOH
Alkalase + Lipozym +US | 250+350 | 50 | 3 130 10865 | 4 —5 XH2O
(10min/int. 2) heil3

Die Verwendung von Enzymen anstatt von 1 % SDS-Ldsung war angedadit worden, um die
maogliche Problematik von SDS-Rickstéanden im Produkt zu verhindern. Wie aus Tabelle 4.18
hervorgeht, war es zwar mdglich mit Alkalase und Lipozym (rot hervorgehoben) zu einem der
SDS-Behandlung vergleichbaren Ergebnis zu kommen, jedoch musge neun Mal mit heil3em
Wasser gewaschen werde, um die Enzymriicksténde wieder ganzlich aus dem Paramylon zu
entfernen. Andererseits zedgte diese Versuchsreilhe auf, dass es moglich war ganz auf die
Verwendung von Losungsmitteln zu verzichten.

Da sich nach diesen Versuchen herausgellte, dassdie Verwendung und Entfernung von SDS

genauso leicht moglich war, wurde aif die Verwendung von Enzymen aus Kostengrtinden
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verzichtet. Die Verwendung der bisherigen Methodik mit SDS-L6sung wurde beibehalten,
nur die Aufreinigung des Paramylons wurde nun nicht mehr mit Aceton durchgefihrt,
sondern mit hei3em Wasser (vier Md).

Aber auch diese Methode wurde aim Ende des Projekts weiterentwickelt und so kam es zu
einer neuen Wendung im Aufarbeitungsverfahren, als direkt nach der Zellzerstérung mehrere

Reinigungsschritte mit demineralisiertem Wasser durchgeftihrt wurden.
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Abb. 4.89: Aufarbeitung von BTM (blau) durch HDH. Durch anschlief3endes Zentrifugieren und Waschen in
mehrmaligen Schritten konnte die Biomasse ganz vom Paramylon (rot) getrennt werden.

Wie Abbildung 4.89 zegt, wurde ene Probe mit einer BTM von 20,29 gl mittels HDH
aufgeabeitet. Direkt danach wurde en Teil abzentrifugiert und die Trockenmasse wurde
bestimmt (PTM nach HDH). Hieran ist zu erkennen, dass ungeféhr 40 % der Zelltrimmer
dleine schon durch die Zellzerstérung vom Paramylon abgetrennt werden konnten. Durch
mehrfaches Waschen und zentrifugieren konnte der Antell an Zelltrimmern im Paramylon-
Pellet soweit minimiert werden, dass der erreichte Wert dem einer Bestimmung mit SDS (=
PTM klasssch) gleicht. Das nach vierfacdhem Waschen mit deminerdisertem Wasser
erhaltene Paramylon ist optisch von gleichem Weil3egrad wie das mit SDS aufgeabeitete
Paramylon. Bei mehrfachem Waschen des Paramylons mit Wasser kann es natirlich nach
dem Zentrifugieren immer zu geringen Verlusten an Paramylon kommen (dekantierendes

AbgieRen des Uberstandes), diese Verluste sind aber, wie hier erkennber wurde,
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verschwindend gering (0,1 ¢/l). Eine Mesaung des Glucosegehalts der vierfach gewaschenen
Proben mit der Methode nach CLARKE und STONE ergab einen Glucosegehalt von nahezu 100
%, &hnlich den Ergebnissen aus der Aufarbeitung mit SDS-L 6sung.

Somit konnte aim Ende des Projektzetraums noch eine neue Methode aur Aufreinigung des
Paramylons entwickelt werden, welche auch mdgliche Ansdtze fir eine Umsetzung im
industriellen Mal3stab gibt.
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4.3.3 Nadhweis/ Reinheit des Paramylons
Das von Euglena gracilis als Speicher fir Kohlenhydrate produzierte Paramylon (Abb.4.90)

besteht zu 100 % aus Glucosemolekilen, die linea 3-glykosidisch untereinander verbunden

sind.

CH,0H
CH,0H

HO
HO Ol
OH

Abb. 4.90:Beta-1,3-glykosidische  Verbindung von  Glucosemolekilen.  Ausshnitt aus  einem
Paramylonmol ekl.

Das aus der Fermentation von Euglena gracilis durch Aufarbeitung stammende weil3e Pulver
sollte deshalb zu 100% aus Glucose bestehen, wenn es sch tatsadlich um ein 3-1,3-Glucan
(Paramylon) handelt. Da sich Paramylon ncht in Wassr und eigentlich nur gut in
Natronlauge 16st, wurde ane dternative Moglichkeit der Glucosebestimmung gesucht, da
herkbmmliche Tests immer in Wasser as Losungsmittel arbeiten. Eine Methode von CLARKE
und STONE [aus BARNAS und CLARKE; Carbohydrate Composition and Metabolism in
Euglena, New Y ork: Academc Press 1960 wurde hierfir verwendet.

Um die Genauigkeit und Zuverlassgkeit dieser Methode au verdeutlichen wurde mit
ausgesuchten, optisch reinen Proben von Paramylon aus der Fermentation in KFW geabeitet.
Ein Vergleich der eingewogenen Menge a Paramylon und der spéter mit der
Glucosebestimmung duch das Superg. ambulance von RLT gemessenen Ergebnisse des
Glucosegehdts wurde durchgefihrt. Drei  Paramylonproben aus unterschiedlichen
Fermentationen wurden verwendet, um eine moglichst breite Basis fur diese Untersuchung zu
bieten. Insgesamt wurden 16 Mesaungen durchgefiihrt und die Ergebnise sind in Abhildung
4.91 dargestelt worden.

Da nicht auszuschlief3en war, dass das verwendete Paramylon einen gewissen Wassrgehalt
hat, wurde hier Paramylon verwendet, welches direkt aus dem Vakuumtrockenschrank kam.
Dies <heint auch sinnwll, da enige Wochen gelagertes Paramylon einen Was%rgehalt von
bis zu 7 % haben kann. Zur Bestimmung des Wassrgehaltes wurde die Probe aner
Feuchtigkeitsbestimmung unterzogen (2 Stunden ke 130°C).
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Abb. 491 Ergebniss der Glucosemesaing aus Paramylon und einer Kontrolle mit Glucose (Einwaage 1 g)
nach der Methode von CLARKE und STONE, abgewandelt von FELskI, 2002

Die angewandte Methode liefert somit eine Genauigkeit bezogen auf die @ngewogene Menge
an Paramylon von 99 %. Dass uUber die hier dargestellten Mesaungen keine 100 %
Genauigkeit gefunden werden konnten, ist auf die Ublichen Fehlerquellen bei solch einer
Bestimmung zurtckzufUhren. Pipettierfenler bei der Vorbereitung der Proben und Mesdehler
des Glucosemesgierdts snd de wohl wahrscheinlichsten Quellen fir diese geringe
Ungenauigkeit. Trotzdem bestétigen diese Untersuchungen die Behauptungen von BUETOW
(1966, SCHWARTZBACH (1967, 1980 und BAUMER (1999, dasses sch bal dem nadh der

Aufreinigung erhaltenen weil3en Pulver um Paramylon, das Speicherkohlenhydrat von
Euglena gracilis handelt.
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4.3.4 Einsatz von SDS zur Aufreinigungdes Produkts Paramylon

Naddem die dgeeanteten Euglena gracilis -Zellen durch Ultraschall oder HDH zerstort
worden sind, werden die restlichen Proteine und Zellriicksténde mit SDS-L6sung versetzt,
geschiittelt (150 min™) und verbleiben ca 24 Stunden in dieser Lésung. Da bisher immer 100
ml 1%ige SDS Ldsung zum Aufarbeiten von Biomase ais 100 ml Fermentationsbrihe

verwendet wurde, sollte nun tberprift werden, ob dieses Volumen minimiert werden kann.

16

14 — | 1

12 4 |

10 4 |

PTM-Konzentration (g/l)

10 15 20 25 30 40 50 60 70 80
Volumen 1%iger SDS-L6sung (ml)

Abb. 4.92. Aus Schiittelkol benversuchen mit NL und 25 dl Glucose bel 25 °C aufgearbeitetes Paramylon mit
unterschiedlichen Volumina an 1% SDS.Schon 10 ml SDS sind ausreichend, um de Riidkstande zu
entfernen.

Aus Abhbldung 4.92 wird deutlich, dass ghon 10 ml 1%iger SDS-L6sung ausreichend sind,
um die Biomasse (aufkonzentriert auf ca 22 ¢ aus 100 ml aufzuarbeiten. Die Konzentration
von 1% SDS-Losung hat sich in einem weiteren Versuch als am sinnwlisten erwiesen.
Hohere SDS-Konzentrationen ergaben keine hthere Ausbeute und niedrigere elaubten es
nicht, die Biomass sauber vom Paramylon abzutrennen.

In einem weiteren Versuch wurde Uberprift, ob die engesetzte SDS-L.6sung wiederverwendet
werden kann. Zu desem Zwed wurde wieder die Biomass aus 100 ml Fermentationsbriihe
je Ansatz d@ngesetzt. Beim Einsatz von 100 ml 1%iger SDS-L6sung konnte man diese Lésung
dreimal wiederverwenden und somit insgesamt 4 Proben aufarbeiten. Bel der dritten
Verwendung der SDS-LOosung zdgte sich jedoch schon ene Klumpenbildung im
aufgereinigten Paramylon, die auf eine Verunreinigung hindeutet. Insgesamt zagt sich aber,
dass die SDS-Losung bedingt wiederverwertbar ist. Zu bedenken ist hierbel jedoch, dass
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hierbel 100 ml der SDS-L6sung zum Einsatz kommen und bei einmaliger Verwendung von
SDS nur 10 ml nétig sind. Bei einer Verwendung von 10 ml 1%iger SDS-L6sung fur die
Aufarbeitung von 100 ml Fermentationsbrihe ist es nicht mdglich die SDS-Ldsung

wiederzuverwerten, da sie keine reinigende Wirkung mehr zagt.
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5 Zusammenfassung

Das Hauptziel der vorliegenden Arbeit war die Produktion von reinem Paramylon durch
Euglena gracilis in konditioniertem Kartoffelfruchtwasser als Mediumsgrundlage. Durch
Aufarbeitung und Zugabe von Glucose ds Kohlenhydratquelle konnten dhnliche Ausbeuten
an Paramylon erzielt werden, wie dies auch mit chemisch definiertem Medium der Fall ist.

Das aus der Kartoffelstérkegewinnung stammende Nebenprodukt Kartoffelfruchtwasser
konnte durch die Verwendung einfachster Methoden (erhitzen, filtrieren und sterilisieren) und
durch die Zugabe ener zusétzlichen Kohlenhydratquelle aimindest im Labormal3stab einfach
hergestellt werden. Durch die unterschiedlich starke Verdinnung des KFW konnten
verschiedene Wadstumsgeschwindigkeiten und Ausbeuten an Biomasse und Paramylon
erzielt werden.

Die im Labormalistab erzielten Ausbeuten an Paramylon lassen den Schluss zu, dass durch
ein Scde-Up auf Industriemal3stab eine marktwirtschaftlich akzeptable Fermentation méglich
ist. Dafur sprechen auch die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse der semikontinuierlichen
Fermentation tUber funf Wochen. Des weliteren ist von Vortell, dass bis auf die ausétzliche
Kohlenstoffquelle in Form von Glucose keine weiteren kostenintensiven Zusdtze wie
Vitamine augesetzt werden missen. Unter normalen Laborbedingungen war auch die Sterili tat
der Fermentation Uber mehrer Wochen kein Problem.

Die Ernte der Biomass und de Aufarbeitungsschritte, um an das in den Zellen enthatene
Paramylon zu gelangen, sind tedhnisch gut durchfihrbar. Im Labormal3stab konnte mit
Laborzentrifugen geabeitet werden, so dass auch eine Verwendung von Separatoren fur den
industriellen Standard ohne Probleme méglich zu sein scheint (personliche Korrespondenz
mit H. RyLL, Université Hannover).

Durch die im Laufe des Projekts entwickelte Methode der Paramylonaufreinigung ist es nun
leicht moglich, das von Euglena gracilis as Reservekohlenhydrat produzierte Paramylon zu
extrahieren und aufzureinigen. Durch das mehrfache Waschen direkt nach dem Aufbredhen
der Zellen konnten grof3e Mengen an organischen Bestandtellen und anderen Zelltrimmern
vom Paramylon separiert werden. Die Verwendung von SDS-Losung zum Entfernen der
verbleibenden organischen Substanzen zeigte sich als am unproblematischsten. Der Einsatz
von Enzymen zum Abbau der Zeltrimmer nadh der Zerstorung der Zellen durch
Hochdruckhomogenisation wurde eprobt, jedoch aufgrund des hoheren Arbeitsaufwandes im

Vergleich zur Aufarbeitung mit SDS verworfen.
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Als Schlussstz ist noch zu erwédhnen, dass bei der hier verwendeten Methode keine
schédlichen Abwasser entstehen und de Konditionierung und Aufarbeitung fur einen Einsatz
in der Industrie shr geagneterscrenen.

Aber neben den auBerst postiven Ergebnisen sind auch en paa wenige Probleme
aufgetreten. Fur einen industrienahen Produktionseinsatz ist es scherlich von Naditell, dass
die Qualitét des Kartoffelfruchtwassers tark im Laufe e@ner Kampagne und von Kampagne
zu Kampagne schwankt. Daraus resultierten in dieser Arbeit unterschiedliche Qualitéten des
konditionierten KFW (z. B. anderte sich der Proteingehalt im Laufe des Projekts shr stark),
was zu Schwankungen in den Ausbeuten wahrend der Fermentation fihrte.

Auch die Abhéngigkeit von dem Kampagneprodukt Starkekartoffel ist as negativer Aspekt zu
sehen. Eine Arbeit mit KFW Uber das ganze Jahr ist nur dann moglich, wenn das KFW

entweder gelagert oder auf aternative Medien zuriickgegriffen werden kann.
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