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Wenn der zur lebhaften Beobachtung aufgeforderte
Mensch mit der Natur einen Kampf zu bestehen anfangt,
so fuhlt er zuerst einen ungeheuren Trieb, die
Gegenstande sich zu unterwerfen. Es dauert aber nicht
lange, so dringen sie dergestalt gewaltig auf ihn ein, dal3
er wohl fuhlt wie sehr er Ursache hat auch ihre Macht
anzuerkennen und ihre Einwirkung zu verehren. Kaum
Uberzeugt er sich von diesem wechselseitigen Einflul3, so
wird er ein doppelt Unendliches gewahr, an den
Gegenstanden die Mannigfaltigkeit des Seins und
Werdens und der sich lebendig durchkreuzenden
Verhaltnisse, an sich selbst aber die Mdoglichkeit einer
unendlichen Ausbildung, indem er seine Empfanglichkeit
sowohl als sein Urteil immer zu neuen Formen des
Aufnehmens und Gegenwirkens geschickt macht.

Johann Wolfgang von Goethe
Jena, 1807
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1 Einleitung

1 Einleitung

Der Gehalt an Stickstoff im Ackerboden ist in der Landwirtschaft der
bedeutendste limitierende Parameter flr einen ertragreichen Anbau fast aller
Kulturpflanzen. Die Verfugbarkeit von Stickstoff ist die Voraussetzung fur qualitativ
hochwertige und proteinreiche Futter- und Nahrungsmittel. In den entwickelten
Agarindustrien wird die Stickstoffversorgung des Bodens durch die Produktion von
mineralischen Stickstoffdiingern mittels Haber-Bosch-Verfahrens und den zum Tell
im UbermaR vorhandenen organischen Stickstoffquellen in Form tierischer
Exkremente aus einer intensiven Viehwirtschaft sichergestellt. In vielen Landern der
tropischen und subtropischen Regionen der Erde kann aber nicht auf diese
Stickstoffquellen zurtickgegriffen werden, um die Ausbeute der landwirtschaftlichen
Nutzflachen zu steigern oder um potentielle Bodenflachen einer landwirtschaftlichen
Nutzung zuganglich zu machen.

Fur diese Anwendungs-
felder stellt die biologische
Stickstofffixierung (BNF = Bio-
logical Nitrogen Fixation), auch
im Hinblick auf eine nachhaltige
(s. Def. Nachhaltigkeit, Kasten)
landwirtschaftliche Technologie,
die derzeit sinnvollste Alterna-

Nachhaltigkeit, nachhaltige
(sustainable development)

Entwicklung

Definition: "Unter dauerhafter (nachhaltiger) Entwicklung
verstehen wir eine Entwicklung, die den Bedurfnissen der
heutigen Generation entspricht, ohne die Mdglichkeiten
kunftiger Generationen zu gefédhrden, ihre eigenen
Bedurfnisse zu befriedigen und ihren Lebensstil zu

tive und Ergadnzung zur Verwen-
dung von mineralischen Stick-
stoffdiingern in der Landwirt-
schaft dar. Die biologische
Grundlage vieler Anwendungen
der BNF in der Landwirtschaft ist

wahlen. Die Forderung, diese Entwicklung 'dauerhaft' zu
gestalten, qilt fur alle L&nder und Menschen. Die
Maoglichkeit kommender Generationen, ihre eigenen
Bedirfnisse zu befriedigen, ist durch Umweltzerstérung
ebenso gefahrdet wie durch Umweltvernichtung und
durch Unterentwicklung in der Dritten Welt" (Brundtland-
Bericht, S. XV, Weltkommission fir Entwicklung und

Umwelt "World Commission on Environment and

die Symbiose (gr: sym = | 5oloi i ment (WCEDY)", 1987)

zusammen und bios = leben -
Lebensgemeinschaft; Dose, 1990) zwischen Kulturpflanzen aus der Ordnung
Fabales (= Leguminosae) und Bodenbakterien der phylogenetisch weit verzweigten
Familie der Rhizobien (gr.: rhizos = Wurzel). Die Bakterien (Mikrosymbionten)
induzieren die Bildung von Knélichen (= Noduli) an den Wurzeln ihrer Wirtspflanzen
(Makrosymbionten), in denen sie sich dann einnisten und als Bakteroide
differenzieren. In diesen Noduli sind die Bakteroide in der Lage, den Stickstoff (N,)
aus der Luft zu fixieren und mit einem Nitrogenase-Enzymkomplex in Ammonium
(NH;") umzuwandeln, wie in Gleichung 1.1 gezeigt:
N, +16 ATP+8e +8H" - 2NH4 + 16 ADP + 16 Pi (Gleichung 1.1)

So stellen die Rhizobien den fir die Leguminosen lebenswichtigen Stickstoff in
einer nutzbaren Form zur Verfigung. Im Gegenzug versorgt die Pflanze die
Mikrosymbionten mit allen notwendigen N&hrstoffen und Energieequivalenten, die sie
zum Uberleben und zur Stickstofffixierung in den Noduli benétigen.

Die BNF bildet aus 6konomischer wie auch 6kologischer Sicht im Sinne einer
nachhaltigen Landwirtschaft eine &uf3erst sinnvolle Alternative: i) zur Versorgung der
Ackerbdéden mit dem auch fir andere Kulturpflanzen, insbesondere Cerealien,
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1 Einleitung

lebensnotwendigen Stickstoff, ii) zur Regeneration ausgelaugter landwirtschaftlicher
Nutzflachen und iii) zur Erstkultivierung stickstoffarmer, potentieller Ackerbdden.
Allein in Argentinien und Uruguay wurden 1998 die Leguminosen Luzerne auf ca.
45 Mill. ha und die Sojabohne auf 8,2 Mil. ha (FAO Statistiken, 1998:
http://apps.fao.org) angebaut. Aber bei der Kultivierung der Luzerne hat es in beiden
Landern wahrend der letzten 10 Jahre Ertragseinbuf3en von mehr als 20 % gegeben.
Diese Entwicklung ist umso bedenklicher, da es in Argentinien und Uruguay seit
Jahrzehnten kleine, mittelstandische und grof3e Unternehmen gibt, die Rhizobien-
Starterkulturen (Inokula) fur die Landwirtschaft produzieren, um mit deren Hilfe
gezielt den endogenen Titer an Rhizobien in den Luzerneanbauflachen zu erhdhen
und so fir eine hohe Nodulationsquote, damit fir effektive Stickstofffixierung in der
Symbiose und damit letztendlich fir hohe Ernteertrdge beim Luzerneanbau zu
sorgen.

Doch der Ertrag von Leguminosen und Rhizobien in der Landwirtschaft ist von
vielen biologischen, geologischen und klimatischen Faktoren abhangig. So kann ein
niedriger pH Wert des Bodens und die damit zusammenhangenden Faktoren eine
Etablierung der Symbiose zwischen Pflanze und Mikroorganismus erheblich stdéren
oder verhindern und zu erheblichen Ertragseinbuf3en beim Anbau der Leguminosen
fuhren. Der Wettbewerb symbiontisch effizienter und ineffizienter Bodenbakterien im
Erdreich und bei der Besiedelung der Pflanzen beeinflusst die Ertragsleistung der
Leguminosen ebenso wie die Fahigkeit der Rhizobien, sich den vorherrschenden
Umweltbedingungen anpassen zu kénnen. Ziel eines von der Europaischen Union
geforderten Forschungsprojektes (Titel: ,Improvement of Symbiosis Between
Rhizobium meliloti and Alfalfa in Acid Soils of Argentina and Uruguay, Nr.: TS3*-
CT94-0265) war es deshalb, die Ursachen der Ertragseinbuf3en beim Luzerneanbau
zu erforschen und geeignete Bakterienstamme zu finden, die, als Starterkulturen
eingesetzt, eine hohe Wettbewerbsfahigkeit gegentber den endogenen Bakterien im
Boden aufweisen und tatsachlich eine effiziente Nodulation und Stickstofffixierung
gewahrleisten.

Basis der Etablierung einer Symbiose zwischen Leguminose und Rhizobium
ist die ,Kommunikation* zwischen Pflanze und Bodenbakterium. ,Sprachmittel” sind
chemische Botenstoffe oder Signalmolekiile, die von beiden Symbiosepartner
synthetisiert und in ihre Umgebung sekretiert werden, wobei sich die Molekile der
Pflanze und des Bakteriums in ihrer chemischen Struktur deutlich voneinander
unterscheiden. Signalmolekile dienen unter anderem zur Anlockung des
Mikrosymbionten und dem Erkennen und Unterscheiden zwischen einem
symbiotischen oder pathogenen Organismus. Darlber hinaus I6sen die Botenstoffe
in beiden Symbionten Prozesse aus, die die Etablierung der Symbiose, d.h. das
Anhaften der Bakterien an die Wurzel, die Knoélichengenese, die Infektion der Noduli
durch die Bakterien und die Umwandlung zu den stickstofffixierenden Bakteroiden,
ermoglichen (Mc Khann et al., 1994).

Aus wissenschaftlicher Sicht von besonderer Bedeutung sind die von den
Rhizobien produzierten Botenstoffe, Nodulationsfaktoren (Nod-Faktoren) genannt. Es
sind je nach Rhizobien-Stamm unterschiedlich dekorierte Glycolipide. Allein durch
Auftragung dieser Nod-Faktoren auf die Wurzeln der Wirtspflanze kann die Bildung
der Kndllchen induziert werden, die Gegenwart der Bakterien ist dabei nicht
erforderlich. Dabei reichen schon Konzentrationen von 10"° M bis 107 M an Nod-
Faktoren aus, um die beschriebenen Effekte auszulésen (Ardourel et al., 1994,
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Truchet et al., 1991, Ehrhardt et al., 1992). Aufgrund der Wirkungsweise von Nod-
Faktoren koénnen sie als Pflanzenwachstumsregulatoren oder Phytohormone
eingestuft werden, obwohl sie anhand ihrer molekularen Struktur nicht in die
bekannten Klassen der Cytokinine, Auxine, Ethylen, Abscisinsaure und Gibbereline
einzuordnen sind (Raven, 2000).

Ein besonderes Interesse verdienen die Nod-Faktoren der Rhizobien in
neuerer Zeit auch deshalb, weil sie in Experimenten mit Pflanzen (Pflanzenzellen)
anderer Gattungen, deren Wurzeln die Rhizobien nicht besiedeln (Nicht-
Wirtssysteme), verschiedene Effekte erzeugten. Diese reichen von Aktivierung der
pflanzeneigenen Abwehrreaktionen (Niehaus et al., 1997a) bis zur Rettung
entwicklungsdefekter Pflanzenembryonen (De Jong et al., 1993). Und Experimente
mit tierischen Modellsystemen scheinen darauf hinzudeuten, dass Nod-Faktoren
oder Nod-Faktoren-Derivate eine biologische Funktion auch in tierischen Systemen
besitzen kénnen (Semino et al., 1995).
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Ziele der Arbeit

Aus dem oben Dargestellten geht hervor, dass sowohl die Bodenbakterien der

Familie Sinorhizobium als auch die von ihnen synthetisierten Nod-Faktoren fir den
Einsatz in der Landwirtschaft und fir die Forschung einen besonderen Stellenwert
besitzen. Aus den bisher erzielten Forschungsergebnissen lassen sich drei Fragen
ableiten, die im Rahmen dieser Arbeit untersucht wurden:

1)

2)

3)

Das Verhalten von Sinorhizobium meliloti LPU63 im RuUhrkessel bei
unterschiedlichen pH-Werten im Hinblick auf die Anwendung dieser
Mikroorganismen in sauren Bdden sollte analysiert werden. In Satzkulturen
und im kontinuierlichen Betrieb sollte das Wachstum des Stamms
Sinorhizobium meliloti LPU63 bei variierenden pH-Werten beobachtet werden.
Gibt es Unterschiede zwischen Sinorhizobium meliloti LPU63 und dem
Wildtypbakterienstamm Sinorhizobium meliloti 2011 im Verhalten bei einer
Ansduerung des die Bakterien umgebenden Milieus? Welche Effekte tben
wechselnde pH-Bedingungen auf die Bodenbakterien, insbesondere auf die
Synthese von Nod-Faktoren bei Sinorhizobium meliloti LPU63 aus?

Im Hinblick auf die Produktion von Starterkulturen fur die Landwirtschaft in
Argentinien und Uruguay sollte eine in der Komposition unkomplizierte,
preisgiinstige und ertragreiche Nahrlosung auf der Basis lokal verfligbarer
Rohstoffe entwickelt werden. Dieses Kultivierungsmedium sollte mit den im
Rahmen des EU-Projektes TS3*CT94-0265 (s. oben) in Argentinien und
Uruguay isolierten s&auretoleranten Sinorhizobium meliloti Stammen LPUG3
und CE15 und mit dem Derivat des Wildtypstamms Sinorhizobium meliloti
2011 getestet werden. Es sollten Vergleichsexperimente mit anderen
N&hrlosungen durchgefuhrt werden. Experimente im Ruhrkesselreaktor sollten
zeigen, welche Fermentationsstrategien sich eignen, um mit Sinorhizobium
meliloti LPU63 maximale Biomasseausbeuten zu erzielen.

Die biotechnologische Produktion und Aufarbeitung von Signalmolekilen
(Nodulationsfaktoren) mit dem Nod-Faktor (berexpremierenden Stamm
Sinorhizobium meliloti 1021p(EK327) sollte im Hinblick auf die steigende
Nachfrage nach Nod-Faktoren in Forschung und Anwendung weiter optimiert
werden. Die Verwendung eines Vollmediums bei der Produktion von Nod-
Faktoren sollte getestet werden. Im Gegensatz zu den bisher genutzten
Verfahren zur Produktion und Aufarbeitung der Nod-Faktoren (Kohring,
1995a) sollte die Adsorption der Nod-Faktoren-Molekile an lipophile
Harzperlen in den Fermentationsprozess integriert werden. Dazu sollte die
Suspension mit Bodenbakterien wahrend des Kultivierungsprozesses durch
eine mit Adsorberharz gefillte Wirbelschichtkolonne (= Adsorptions-Bypass)
geschickt werden. Die im Schittelkolben durchgefuhrten Experimente zur
Anwendung der integrierten Aufarbeitung sollten auf den 30L-
Produktionsmal3stab Ubertragen werden. Die erhaltenen Produkte aus einem
Satzprozess im Ruhrkessel mit herkbmmlicher Aufarbeitung der Nod-Faktoren
und aus einem Prozess mit integrierter Bypass-Saule sollten miteinander
verglichen werden. Die Adsorptionskinetik des verwendeten Harzes sollte
untersucht werden.



2 Theoretischer Hintergrund

2 Theoretischer Hintergrund

2.1 Die Bedeutung der Leguminosen-Rhizobien Symbiosen fur die Welter-
nahrung

In den tropischen und subtropischen Regionen leben ca. 90 % der gesamten
Weltbevolkerung. Und diese wird nach konservativen Schatzungen spatestens im
Jahr 2025 die 8-Milliarden-Menschen Grenze uberschritten haben. (Bgckman et. al.,
1990). Es qilt, insbesondere in diesen Regionen, den taglichen Nahrstoffbedarf an
Nahrungs- und Futtermitteln, und das bedeutet im Uberwiegenden Maf3 an Pflanzen,
zu decken. Durch den Anbau von Pflanzen in den Tropen und Subtropen werden
derzeit ca. 80 % des dort nachgefragten Erndhrungsbedarfs an Kalorien und Protei-
nen erzeugt (Vance, 1997). Die weiter stark wachsende Bevdlkerung in diesen
Regionen verlangt von der Landwirtschaft hohere Ausbeuten, um die steigenden
Nachfragen nach pflanzlichen Lebensmitteln zu decken. Diese Produktivitatssteige-
rung der Landwirtschaft in den Tropen und Subtropen kann bei vielen Pflanzen nur
durch einen verstarkten Eintrag von Stickstoff in die landwirtschaftlichen Nutzflachen
erzielt werden (Bgckman et. al., 1990).

Schon jetzt nimmt der Bedarf an mineralischen Stickstoffdingern fur die
Landwirtschaft in diesen Landern jahrlich um durchschnittlich 4,1 % zu (Heidenreich,
1998), bei den Industrienationen liegt die Zunahme der Nachfrage nach minerali-
schen Stickstoffdiingern derzeit bei 1,3 % pro Jahr. Dies entspricht weltweit insge-
samt einer Zunahme von 80-90 Mill. Tonnen an mineralischem Stickstoffdiinger pro
Jahr (Peoples et al., 1995a). Im Hinblick auf die technisch aufwendige, kosten- und
energieintensive Herstellung von mineralischen Stickstoffdiingern mit Hilfe des
Haber-Bosch-Verfahrens, die hohen Importkosten fiir mineralische Stickstoffdiinger
bei fehlenden eigenen Produktionskapazitaten, die oft nur rudimentar vorhandenen
Strukturen und Organisationen in der Landwirtschaft der Staaten in den tropischen
und subtropischen Regionen, technisch unterentwickelten Ackerbaumethoden und
mangelnden Devisen, sind die Farmer in den Tropen und Subtropen auf andere
Methoden zur Anreicherung des Stickstoffgehalts in ihren Ackerbéden angewiesen.

Hier bietet die biologische Stickstofffixierung (BNF), nach neuesten Theorien
eine Entwicklung archaischer Mikroorganismen in Folge eines aufkommenden
Mangels an gebundenem anorganischen Stickstoff (Kasting et al., 2001, Navarro-
Gonzalez et al., 2001), mit ihren Kapazitaten zur Bindung von N aus der Luft ein
wichtiges 6konomisches und 6kologisch nachhaltiges Potential, um einen bedeute n-
den Teil des notwendigen Stickstoffeintrags in das Okosystem sicherzustellen.
Schatzungen zur Folge belauft sich der jahrliche weltweite Stickstoffeintrag durch die
BNF in den Boden auf ca. 139 - 170 Mill. Tonnen N (Peoples et al., 1995a). Die fur
die Landwirtschaft bedeutendsten Lebensgemeinschaften zwischen Leguminosen
und Rhizobien sind in Tabelle 2.1 zusammengefasst. Pflanzen wie die Luzerne, der
Weil3- oder Wiesenklee in der Symbiose mit Rhizobien liefern nicht nur ein &uf3erst
proteinreiches Grunfutter fur die Viehzucht. Mit 9.000 kg Trockensubstanz je ha
liefert z.B. die Luzerne auch ein nahrstoff- und ertragreiches Trockenfutter fur die
Winterfutterung (Edlin, 1969) und kann so als sinnvoller Ersatz fur Tiermehl als
Futterzusatz dienen. Als Grundunger eingesetzt und untergepflugt, kann mit diesen
Pflanzen als Zwischenfrucht ein Stickstofftransfer von 25-110 kg N>ha™* in den Boden
erreicht werden (Vance, 1997). Nach Abzug der Kosten fur den Anbau von Luzerne
als Zwischenfrucht bedeutet dies fir einen amerikanischen Landwirt mit einer 150 ha
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grolRen Getreidebaubetrieb eine jahrliche Einsparung von 2.600 US $ an minerali-
schem Stickstoffdiinger (Peterson et al., 1991). Beim gemischten Getreide / Legumi-
nosenanbau (Mohrenhirse / Sojabohne; Sorghum bicolor / Glycine max) kénnen
durch die Leguminose bis zu 57 % Stickstoff auf das Getreide Ubertragen werden
(Fujita et al., 1992).

Tabelle 2.1 Beispiele fiir bedeutende Bakterien-Pflanzen-Systeme der biologischen Stickstofffixie-

rung in der Landwirtschaft (Nach Peoples et al., 1995 a und b, Pueppke, 1996, van

Rhijn et al., 1995 und FAO Statistiken, 1998: http://apps.fao.org)

Makrosymbiont Mikrosymbiont Stickstoff- Welt-
Fixierung Produktion
(Pflanze) (Bakterium) 1999
(kg>ha™) x0° Mta™
Erdnuf3 (Arachis Rhizobium cowpea 37-206 31,964
hypogaea)
Erbse (Pisum sativa) Rhizobium leguminosarum 17-244 7,072
bv. viciae
Linse (Lens culinaris) Rhizobium leguminosarum 10-192 3,146
bv. viciae
Sojabohne (Glycine Bradyrhizobium japonicum, 57-254 156,19
max) Bradyrhizobium elkanii,
Sinorhizobium fredii
Kichererbse (Cicer Mesorhizobium ciceri 3-141 9,336
arietinum)
Stangenbohne (Pha- Rhizobium leguminosarum 0-125 4,473
seolus vulgaris) bv. phaseoli, Rhizobium
tropi, Rhizobium etli
Lupine (Lupinus Rhizobium lupini 32-288 1,715
angustifolius)
Luzerne (Medicago Sinorhizobium meliloti 90-386 Keine Daten
sativa) verflugbar
Dicke, Pferde-, Sau- Rhizobium leguminosarum 53-330 3,370
bohne (Vicia faba) bv. viciae)
Augenbohne (Vigha Sinorhizobium fredii, Rhizo- 9-201 3,273
unguiculata) bium sp. NGR 234
Wiesen- oder Rotklee | Rhizobium leguminosarum 69-373 Keine Daten
(Trifolium pratense) bv. trifolii verfugbar
Weil3klee (Trifolium Rhizobium leguminosarum 54-291 Keine Daten
repens) bv. trifolii verfugbar

Durch die zusatzlichen bodenverbessernden Effekte von Leguminosen als
Zwischenfrucht konnte beim Maisanbau (Zea mays) im Wechsel mit der Straucherb-
se (Cajanus cajan) eine Ertragssteigerung von 353% erreicht werden (Peoples et al.,
1992). Luzerne, Erdnul3 und Steinklee (Melilotus) bieten in Symbiose mit geeigneten
Bakterienstdammen zudem die Mdoglichkeit, auch in trockenen, salzhaltigen, aber
stickstoffarmen Regionen angebaut zu werden und dort zur Verbesserung der
Bodenqualitat beizutragen (Zahran, 1999).
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2.2  Anwendung von Starterkulturen in der Landwirtschaft

Fehlen beim Luzerneanbau in den Ackerbdden die fir die Etablierung einer
Symbiose notwendigen Rhizobien, so kénnen diese in Form von Starterkulturen
(Inokula) dort ausgebracht werden. Die Produktion geeigneter Starterkulturen kann
dabei mit einfachen technischen Mitteln, sprich Fermentern, erfolgen (Gulati, 1980Db).

Fur die Applikation der Rhizobien gibt es verschiedene Techniken, mit der die
produzierten Starterkulturen auf die landwirtschaftlichen Nutzflachen ausgebracht
werden kdnnen (Hoflich et al., 1985). In fast allen Anwendungen werden die Starter-
kulturen zusammen mit den Leguminosen-Samen bei der Aussaat in den Boden
gebracht:

a) Die einfachste Technologie ist die Ausbringung von flissigen Praparaten. Die
produzierte Starterkultur wird in flissigkeitsdichten, aber atmungsaktiven und
sterilen Plastiksdcken verpackt und direkt in die Furche neben die Pflanzen-
samen getropft oder auf die Luzerne-Samen gespriiht, bevor diese in den Bo-
den gelangen. Inzwischen besitzen die Flussigpraparate bei 20 - 25 °C eine
Lagerfahlgkelt von bis zu 14 Monaten und halten dabei einen Lebendzelltiter
von 240 bis 540° ZellenmL™. Es besteht auch die Moglichkeit, die Legumi-
nosensamen mit dem Inokulum zu bespriihen und diese anschlief3end zu
trocknen (Lambert et al., 1998). Dieses Verfahren erlaubt nach Ausbringung
der Samen einen Bakterientiter von bis zu 8,840° Bakterien / Samen (Smith,

1998).

b) Die Gefriertrocknung (Lyophilisation) von produzierten Starterkulturen ist
technisch sehr aufwendig und kostenintensiv. Zwar ist das gewonnene Prapa-
rat einfach und Uber einen langeren Zeitraum zu lagern und zu transportieren.
Das Praparat muss aber erst wieder in Lésung gebracht werden und die Bak-
terientiter im Boden nach Ausbringung des Inokulums bleiben deutlich hinter
denen anderen Technologien zuriick (Mareekova, 1983).

c) Die am haufigsten angewendete Technik ist die Ausbringung von festen
Praparaten. Dabei werden die produzierten Starterkulturen mit verschiedenen
sterilisierten Tragern (Torf, Braunkohle, Gips, Zellulose oder Tonmineralien)
vermengt. Die Uberlebensrate hangt sehr stark vom verwendeten Tragermate-
rial ab Mit Torf als Tragermaterial konnten Sinorhizobium meliloti-Titer von
3108 ZeIIen>g Praparat erzielt werden (Hoflich et al., 1987). Die Lagerzeit
betragt bei diesem Verfahren maximal 6 Monate. Die Verwendung von Torf
aus Okologischer Sicht ist allerdings bedenklich, da viele der Torfabbaugebiete
(Moore) inzwischen als 6kologisch bedeutsame Biotope eingestuft werden und
deshalb der Torfabbau in diesen Gebieten reduziert oder eingestellt wurde.

Welche Schwierigkeiten aber entstehen kbnnen, wenn die positiven Ergebnis-
se der Wissenschaft tber BNF in landwirtschaftliche Projekte umgesetzt werden
sollen und wie kompliziert es ist, bei den einzelnen Farmern ein hohes Mal3 an
Akzeptanz fur diese nachhaltige landwirtschaftliche Technologie zu schaffen, zeigt
nicht nur die Abschlusserklarung zur zweiten européischen Konferenz uber Stick-
stofffixierung (Legocki et al., 1997). Die Komplexitat bei der Etablierung einer
Symbiose zwischen Pflanze und Mikrosymbiont und die zahlreichen Parameter, die
bei der Anwendung der Starterkulturtechnik z.B. im Erdnuf3anbau @Arachis hypo-
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gaea) eine Rolle spielen, dirfen nicht vernachlassigt werden. Dies verdeutlicht das
Stickstofffixierungs-Projekt in Zimbabwe (Broerse et al., 1996), wo Kleinbauern im
Rahmen eines Entwicklungshilfeprojektes mit Rhizobien-Inokula versorgt wurden, um
den Ertrag ihrer Nutzpflanzen zu steigern. Ein schlechtes Saatgut der Leguminose,
Phosphatmangel im Boden der Anbaugebiete und Pflanzenkrankheiten sorgten trotz
des wiederholten Einsatzes von Starterkulturen fir niedrige Ernteertrdge. Die
geringen Erlose fur das Produkt Erdnuf3 im Verhéltnis zu den verursachten Kosten
lieBen das Projekt letztendlich scheitern.

Auf der anderen Seite zeigen Projekte in Entwicklungslandern wie Thailand
das Potential bei der Etablierung der Starterkulturtechnik fir eine héhere Ausbeute
der Rhizobien-Leguminosen-Symbiose (Hall et al., 1995). Je nach Ausbildungsstand
der Bauern, den Umweltbedingungen beim Anbau und der qualifizierten Unterstit-
zung durch die Landwirtschaftsexperten konnte der Ertrag beim Sojabohnenanbau
(Glycine max) unter Verwendung von Rhizobien-Starterkulturen um bis zu 49 %
gesteigert werden, was bei den einzelnen Farmern letztlich in einer Einkommens-
steigerung von 311 % resultierte.

2.3 Die Futterpflanze Luzerne (Medicago sativa)

Die Luzerne, in Abbildung 2.1 gezeigt, wird auch Schnecken-, Sichel- oder Hopfe n-

klee genannt (engl., span.: alfalfa, lat.: Medicago sativa) und gehort zur Familie der
Fabaceae (Schmetterlingsbliitler = Papilionaceae).

Abbildung 2.1 Luzerne (Medicago sativa) zur Blitezeit im September auf einer Anbauflache in der
argentinischen Pampa (Abbildung mit freundlicher Genehmigung durch Herrn Prof. Dr.
Antonio Lagares, La Plata, Argentina)
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Diese Familie wird zur Ordnung der Fabales (Leguminosae) gezahlt, die ins-
gesamt drei Familien mit insgesamt 20.000 Arten umfasst (Stralburger, 1983). Die
mehrjahrige, krautige, blau bis blauviolett blihende Pflanze wird bis zu einem Meter
hoch, ihr Wurzelwerk kann bis zu zwei Meter in den Boden ragen. Die Bluten sind in
Trauben angeordnet, die in den Blattachseln der oberen Sprossachsen entstehen.
Die einzelnen Blatter der dreizéhligen Blattfiedern sind an ihrer Spitze gezahnt und
stachelspitzig. Die Fruchtstande der Luzerne sind unbewehrte Hilsen, die schnek-
kenférmig aufgedreht sind und 2 - 3 Windungen besitzen (Geisler, 1991). Die
Blutezeit der Luzerne dauert in Mitteleuropa von Juni-August (Schmeil, 1982), in
Argentinien und Uruguay von September bis November. Die Heimat der Luzerne
liegt in Asien (Sudru3land — Tibet, Garcke, 1972), doch wie viele andere Legumino-
sen wird sie inzwischen auf der ganzen Welt kultiviert.

24 Das Bodenbakterium Sinorhizobium meliloti

Bodenbakterien der Gattung Sinorhizobium, die in Abbildung 2.2 dargestellt
sind, werden zur alpha-Subgruppe der Proteobakterien gezahlt. Sequenzanalysen
der kleinen Untereinheit der ribosomalen RNA oder 16-s-rRNA haben zu einer
Neuordnung der Rhizobiaceae geflhrt, die derzeit funf Gattungen umfasst: Azorhi-
zobium, Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Rhizobium und Sinorhizobium (Young et
al., 1996). Zur letztgenannten Gattung des phylogenetisch weit verzweigten Stamm-
baums der Rhizobien wird auch das Bodenbakterium Sinorhizobium meliloti (friiher
Rhizobium meliloti) gerechnet.

Siporhizobium meliloti p(ER3IZT)

Abbildung 2.2 Gentechnisch modifizierte Bodenbakterien des Stamms S. meliloti 1021 pEK327 im
Elektronenmikroskop. Der wei3e Balken am rechten unteren Bildrand entspricht einer
Lange von 3 nmm. Die Bakterien wurden aus dem Pellet einer Kultivierung in Minimal-
medium prépariert.
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Das Genom von Sinorhizobium meliloti besteht aus insgesamt drei Replikons,
einem Chromosom mit einer Grol3e von ca. 3,65 Megabasenpaaren (Mbp) und zwei
Megaplasmiden mit GréRen von 1,35 Mbp (pSym-a, pSym) und 1,68 Mbp (pSym-b,
pExo) (Casse et al., 1979; Honeycutt, et al., 1993; Capela et al., 1999 und Barloy-
Hubler et al., 2000). Der Anteil von Guanin und Cytosin in der DNA von Sinorhizobi-
um meliloti liegt bei 62— 63 Mol % (Jordan, 1984). Die Gene zur Synthese der Nod-
Faktoren sind auf dem Megaplasmid 1 (pSym-a) lokalisiert, auf dem auch Gene, die
zur Stickstofffixierung bendtigt werden, liegen (Kondorosi, E. et al., 1984).

Sinorhizobium meliloti gehoért zu den Gram-negativen Bakterien, ist stabche n-
foérmig, besitzt eine Lange von 1,2-3 um und einen Durchmesser von 0,5 bis 0,9 mm.
Seine Beweglichkeit erhalt das Bodenbakterium durch zwei bis sechs peritrich
angeordnete Flagellen (Jordan, 1984). Das Bodenbakterium ist ein chemorganotro-
pher Organismus. Sinorhizobium meliloti sekretiert in der Regel unabhangig von den
verwendeten Nahrungsquellen alkalische Substanzen in die Umgebung. Neben dem
von Sinorhizobium meliloti bevorzugten Polyol D-Mannit kann der Organismus auch
D-Arabitol und D-Sorbitol sowie verschiedene Zucker wie Sucrose, D-Glucose,
D-Galactose, D-Fructose und auch Succinat als Kohlenstoffquellen verstoffwechseln
(Martinez-de Drets, et al., 1974; Elkan et al., 1982). Als Stickstoffquellen dienen dem
Organismus Aminosauren und dabei bevorzugt Glutaminséure (Trinick, 1982), aber
auch Nitrat-, Nitrit- und Ammoniumsalze. Sinorhizobium meliloti ist aul3erdem auch in
der Lage, Harnstoff umzusetzen (Miksch et al., 1994). Auf divalente Kationen ist
Sinorhizobium meliloti angewiesen, Magnesiumkonzentrationen von £ 0,1 mM und
Calciumkonzentrationen £ 0,025 mM beeintrachtigen die Viabilitat und das Wachs-
tum der Bodenbakterien in einem erheblichen Mal3 (Trinick, 1982).

Das Bodenbakterium ist aerophil, denn es besitzt eine Atmungskette mit Sau-
erstoff als terminalem Elektronenakzeptor, zeigt aber schon bei einem Sauerstoffpar-
tialdruck von 1,10340° Pa ein unlimiertes Wachstum (Bushby, 1982). Die Verdopp-
lungszeit von Sinorhizobium meliloti unter optimalen Wachstumsbedingungen liegt
bei 2,5 - 4 Stunden. Der pH-Wert der Nahrlésung fir ein optimales Wachstum sollte
bei @6,8 liegen. Insbesondere Biotin (Streit et al., 1996), aber auch Thiamin und
Panthotensaure als Vitaminzugaben in einer Nahrlésung wirken sich positiv auf die
Wachstumsgeschwindigkeit und die Etablierung der Symbiose mit Luzerne aus
(Vincent, 1970). Die optimale Temperatur zur Kultivierung von Sinorhizobium meliloti
liegt bei 26-30 °C

Sinorhizobium meliloti wird zu der Gruppe Rhizobien gezahlt, die nur einen
engen Wirtsbereich besitzen. Zu den neun Pflanzenarten, mit denen Sinorhizobium
meliloti neben der Luzerne (Alfalfa, Medicago sativa) eine Symbiose eingehen kann,
gehoren neben anderen Medicago-Arten auch alle Sufl3klee Mellitus)- und Bocks-
hornklee (Trigonella)-Arten (Pueppke, 1996).

2.5 Die Bedeutung der Symbiose von Luzerne und Sinorhizobium meliloti far
die Landwirtschaft Argentiniens und Uruguays

Die Luzerne ist eine der ertragsstarksten, kleeartigen Futterpflanzen. Sie wird
aulRerdem als Fruchtfolgeglied zur Bodenverbesserung (Grindingung) angebaut
und gilt als Gesundungsfrucht fur Hackfrlichte. Ihr Eiweil3gehalt in der Trockenmasse
kann bis zu 20 % betragen. Deshalb wird die Luzerne auch oft als ,Koénigin der
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Futterpflanzen“ bezeichnet. Geschmack und Nahrwertgehalt von Fleisch und Milch
bei Rindern werden durch die Futterung der Tiere mit der Luzerne nachhaltig positiv
beeinflusst. Die Symbiose aus Luzerne und Sinorhizobium meliloti ist in der Lage, je
nach Bakterienstamm und Pflanzensorte, Umwelt- und Wachstumsbedingungen
90 - 386 kg>ha'1 und Jahr an Stickstoff zu fixieren. (Peoples et al., 1995a). Weltweit
wird die Luzerne auf 32 Mio. ha kultiviert (Michaud et al., 1987).

Die gesamte landwirtschaftliche Nutzflache in Argentinien und Uruguay &a-
streckt sich Gber 184,03 Mio. ha. Zum Vergleich: Deutschlands gesamte landwirt-
schaftliche Nutzflache umfasst 17,37 Mio. ha, das entspricht 9,44 % der argenini-
schen Flache. In Argentinien und Uruguay entfallen davon alleine auf den Anbau mit
der Weide- und Grundungerpflanze Luzerne 4,5 Mio. ha (1998), was einen Anteil von
2,4 % an der gesamten landwirtschaftlichen Nutzflache beider Lander ausmacht. In
Deutschland werden 35.000 ha Anbauflache mit Luzerne kultiviert (0,2 %; FAO-
Statistiken: http://www.fao.org, 1998 und Bundesministerium fur Ern&hrung, Land-
wirtschaft und Forsten, 1999). Die Luzerne dient als Futterpflanze sowohl fur die
Ernahrung von Rindern als auch von Schafen. Aber ihr Anbau ist in den letzten 70
Jahren in den beiden sidamerikanischen Landern Argentinien und Uruguay um ca.
30 % reduziert worden. Ursache hierfir waren 6konomische Griinde und ungeeig-
nete Kultivierungsmethoden, u.a. ein massiver Maisanbau ohne Fruchtfolge in den
80-iger Jahren auf den Anbauflachen fur Luzerne, der zu einer zunehmenden
Anséuerung und Auslaugung des Bodens gefuhrt hat und einen erneuten, ertragrei-
chen Anbau von Luzerne auf diesen Bdden verhinderte (Michelena et al., 1989;
Hijano et al., 1995).

2.6 Sauretoleranz von Luzerne und Sinorhizobium meliloti

Es gibt viele abiotische Faktoren wie Temperatur, Feuchtigkeit, Mineralgehalt
und geologische Struktur des Bodens, die einen ertragreichen Anbau von Kultur-
pflanzen beeinflussen. Der pH-Wert des Ackerbodens spielt bei der Etablierung der
Symbiose zwischen Sinorhizobium meliloti und Medicago sativa eine entscheidende
Rolle. Mit zunehmendem Sauregehalt im Boden nimmt auch die Aluminium- und
Mangantoxizitat zu (Fortescue, 1980; Jaffe et al., 1994). Aul3erdem sinkt die Verflg-
barkeit von Phosphor, Calcium, Magnesium und Kalium mit abnehmendem pH-Wert
fur Pflanze und Mikroorganismus (von Uexkull et al., 1995). In Sudamerika sind
schatzungsweise 57 % der gesamten Landmasse mit sauren Boden (pH < 5,5)
bedeckt (253 Mio. ha Ultisole und 423 Mio. ha. Oxisole; von Uexkull, 1995). Doch
bereits pH-Werte zwischen 6,5 und 5,5, wie sie bei der Analyse von Bodenproben in
Luzerneanbaugebieten Argentiniens und Uruguays ermittelt wurden (Del Papa et al.,
1999), beeinflussen die Produktivitat der Symbiose zwischen Luzerne und Sinorhizo-
bium meliloti nachhaltig negativ.

Die niedrigen pH-Werte des Ackerbodens und die damit verknlpften Faktoren
haben dabei nicht nur Auswirkungen auf den Makrosymbionten wie ein verringertes
Wurzel- und SproRwachstum (Marschner, 1991; Yokota et al., 1995). Inshesondere
der Mikrosymbiont der Luzerne, Sinorhizobium meliloti, der zu den sauresensitiven
Rhizobienarten gezéahlt wird (Graham et al., 1994), ist in vielfaltiger Weise von den
Bedingungen in saurem Milieu betroffen.
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So beeinflusste ein niedriger pH-Wert das Anhaftungsverhalten des Stamms
Sinorhizobium meliloti L5-30 an junge Keimlinge von Luzerne negativ (Caetano-
Anollés et al., 1989). Es konnte in Experimenten nachgewiesen werden, dass die
Adsorption von Sinorhizobium meliloti an den Wurzelhaaren von jungen Luzer-

nepflanzen auch abhangig war von der Konzentration an ca* und Mg“*-lonen im
umgebenden Milieu. Die Viabilitat der Bodenbakterien sank bei pH-Werten £ 6,0.

Die Daten von Caetano-Anollés konnten mit dem sauretoleranten Sinorhizobi-
um meliloti Inokula-Stamm WSM 419 aus Sardinien bestatigt werden, der zudem
eine hohere Uberlebensrate bei einem pH-Wert von 4,0 aufwies, wenn der CaCl,-
Spiegel im Medium bei 3 mM (gegeniber O und 0,3 mM) lag. Flussigkulturen von
WSM 419 mit niedrigem pH-Wert zeigten bei der Addition von 3 mM CacCl, aulRerdem
eine um den Faktor 10 hohere Produktion an EPS als Kontrollexperimente mit nur
0,3 mM CaCl, (Dilworth et al., 1999). Die vermehrte EPS-Synthese allein ist aber
nicht fiir das Uberleben der Zellen verantwortlich. Versuche mit exoR Mutanten, die
das EPS uberexpremierten, wiesen kein hohere S&uretoleranz auf (Tiwari et al.,
1998).

Das Verhalten gegenlber niedrigeren pH-Werten variierte bei verschiedenen
Isolaten von Sinorhizobium meliloti deutlich So zeigten Stamme der Bodenbakterien
aus dem lIrak, Sardinien, Uruguay und Westaustralien signifikante Unterschiede im
Wachstumsverhalten und in der Nodulationeffizienz (Howieson et al., 1988). Dabei
wiesen die Bodenbakterien, die von einem starker sauren Habitat (pH £ 5,4) isoliert
wurden, eine hohere Sauretoleranz in nachfolgenden Experimenten auf als jene
Bakterien, die nur aus schwach (ph 2 6,0) oder mittelsauren (pH 5,5 — 6,0) Bdden
isoliert wurden. Die Sauretoleranz der isolierten Stamme war auch in diesen Experi-
menten zudem von der im Medium vorhandenen Konzentration an bivalenten
Kationen wie Ca** und Mg?* abhangig.

Die durchschnittliche Generationszeit des in der Landwirtschaft eingesetzten
Stamms Sinorhizobium meliloti WSM 419 erhéhte sich in dem schmalen Fenster
zwischen pH 6,5 und 6,1 um den Faktor 10 von 5 auf Gber 50 h (Glenn et al., 1994).
In Versuchen konnte gezeigt werden, dass einige Stamme von Sinorhizobium meliloti
Mechanismen besitzen, um an die sauren Bedingungen im Boden zu adaptieren
(Adaptive Acid Tolerance Response, ATR). Durch Tn5-Mutagenese konnte nachge-
wiesen werden, dass an der adaptiven Sauretoleranz von Sinorhizobium meliloti
mindestens 20 Gene beteiligt sind. Die durch Tn5-Mutagenese veranderten SinoRhi-
zobien-Stamme waren nicht mehr in der Lage, in einem sauren Millieu den intrazel-
lularen, neutralen pH-Wert stabil zu halten (O’Hara et al., 1989).

An den Sauretoleranzmechanismen beteiligt ist unter anderem ein Zwei-
Komponenten Sensor-Regulator-System (ActS / ActR) bei Sinorhizobium meliloti. Die
Gene von ActR / ActS werden unter neutralen pH-Bedingungen nicht synthetisiert
und weisen Homologien zu anderen Regulator-Sensor-Systemen auf (Tiwari et al.,
1996). Dieses Sensor-Regulator-System wird fur die Induktion der ATR verantwort-
lich gemacht.

Daneben existieren noch mindestens zwei weitere regulatorische Systeme,
die in der ATR aktiv sind und fur das Wachstum bei niedrigen pH-Werten essentiell
sind. Das durch einen niedrigen pH-Wert induzierte Gen phrR ist an der Regulation
der Expression anderer ATR-Gene beteiligt. Ein weiteres System, das bis jetzt noch
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nicht identifiziert werden konnte, kontrolliert die Expression des Strukturgens IpiA,
dessen Funktion bis jetzt ebenfalls noch nicht aufgeklart werden konnte (Glenn et al.,
1999).

Eine weitere Ursache fur das unzureichende Wachstum der Luzerne auf den
sauren Bdden Argentiniens und Uruguays ist das Vorhandensein von Luzerne
nodulierenden Rhizobien (Alfalfa Nodulating Rhizobia; ANR) im Boden, die nur eine
geringe biologische Stickstofffixierung in der Symbiose mit Luzerne aufweisen, aber
eine hohe Sauretoleranz (AT = Acid Tolerance) gegeniuber Boden-pH-Werten £ 6.0
zeigen und die aul3erdem eine hohe Wettbewerbsfahigkeit (Dowling et al., 1986) bei
der Besiedelung der Wurzeln von Luzerne gegeniber anderen ANR aufweisen. Bei
der Isolierung von 466 Luzerne nodulierenden Rhizobien (ANR) in Zentral-
Argentinien und Uruguay (s. Abbildung 2.3) konnten 15 Stamme isoliert werden, die
unter Laborbedingungen noch bei einem pH-Wert von 5,0 in Flussigkultur ein
Wachstum aufwiesen. Die genetische Analyse dieser Stamme mittels MBOREP1-
und BOXC1-PCR ergab, dass diese Stamme nicht in die Art Sinorhizobium meliloti
eingeordnet werden konnten. Die 15 AT-Rhizobien zeigten untereinander nur eine
geringe genetische Divergenz und sind eng mit dem ebenfalls sduretoleranten
Stamm Rhizobium Or191 aus Oregon verwandt (Eardly et al., 1992). Die AT-Isolate
aus Argentinien und Uruguay wie auch der Stamm aus Oregon waren im Gegensatz
zu Sinorhizobium meliloti Stdmmen in der Lage, sowohl die Luzerne als auch die
Stangenbohne (Phaseolus vulgaris) zu nodulieren (Del Papa, 1999).

Abbildung 2.3 Geografische Lage der Fundorte von Rhizobien-Isolaten der im Rahmen des EU-
Projektes ,Improvement of Symbiosis Between Rhizobium meliloti and Alfalfa in Acid
Soils of Argentina und Uruguay“ (Nr.: TS3*-CT94-0265) durchgefihrten Bodenproben.
Die Orte 6 (Castelar, Boden pH-Wert: 5,89) und 14 (Colonia; Boden pH-Wert, 6,32)
sind die Fundorte der in dieser Arbeit verwendeten Stamme SmLPUG63 (Castelar) und
SmCEL15 (Colonia) (Abb. aus del Papa, 1999)
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Bei der Charakterisierung der symbiontisch effizienten Stamme der Isolate aus
sauren Boden Argentiniens und Uruguays konnte mittels partieller Sequenzierung
der 16S rDNA gezeigt werden, dass die Stamme dieser Gruppe ausschlief3lich zur
Art Sinorhizobium meliloti gehérten. Die weitere genetische Charakterisierung mittels
IS-Fingerprinting der einzelnen Sinorhizobium meliloti-Isolate ergab, dass diese
Stamme eine erhebliche genetische Divergenz aufwiesen, einige der Bakterien aber
eine nahe Verwandtschaft zu den in diesen Regionen verwendeten Starterkultur-
Stammen besal3en.

Die isolierten Sinorhizobien-Stdmme aus Argentinien und Uruguay wiesen mit
zunehmender Aziditat im Medium ebenfalls eine deutlich langere Verdopplungszeit
auf (Segundo et al.,, 1999). Von den Sinorhizobien-Isolaten zeigten alle Stdmme
unter sauren Bedingungen (pH 5,6) eine verzégerte Nodulation, so dass erst nach
9 Tagen samtliche Pflanzenwurzeln Knéllchen aufwiesen gegeniber einer
100 %-igen Besiedelung in nur 7 Tagen unter neutralen Bedingungen. Innerhalb der
Gruppe der effizienten Mikrosymbionten gab es noch erheblich Unterschiede in der
Leistungsfahigkeit inrer BNF.

Der Stamm  Sinorhizobium meliloti LPU63, isoliert in Castelar
(s. Abbildung 2.3, Standort Nr. 6), nahe Buenos Aires (Stadt) aus einem Boden mit
einem pH-Wert von 5,89, erwies sich als der Stamm mit der hdchsten Wettbewerbs-
fahigkeit gegenuber anderen Stammen bei der Nodulation von Luzernewurzeln
sowohl bei neutralen als auch bei saureren pH-Werten (3 5,6). LPU63 war aul3erdem
der Stamm mit der héchsten Stickstofffixierungsleistung unter neutralen und sauren
Bedingungen, bezogen auf den Stickstoffanteil der Trockenmasse von Sinorhizobium
meliloti LPU63 nodulierten Luzernepflanzen.

Der Erfolg der Symbiose zwischen der Luzerne und Sinorhizobium meliloti, ist
damit entscheidend vom Vorhandensein geeigneter Stamme von Sinorhizobium
meliloti abhangig. Die Bodenbakterienstdmme, die in der Landwirtschaft als Starter-
kulturen eingesetzt werden sollen, muissen fir einen ertragreichen Anbau der
Luzerne deshalb drei wichtige Bedingungen erfullen:

0] Die Sinorhizobien miissen eine optimale Uberlebensrate auch unter extreme-
ren Umweltbedingungen in den jeweiligen Anbaugebieten der Luzerne aufwei-
sen

(i) Die Stamme sollten eine hohe Wettbewerbsfahigkeit gegentiber den endoge-
nen Bodenbakterien bei der Besiedlung der Wurzeln von Luzerne zeigen

(i) Fur ein optimales Pflanzenwachstum ist eine hohe Effizienz bei der biologi-
schen Stickstofffixierung in der Symbiose mit der Luzerne durch die Boden-
bakterien Voraussetzung

Um Bodenbakterien mit diesen Eigenschaften zu erhalten, gibt es verschiede-
ne Ansatze. Bei dem von der Europaischen Union (EC) geforderten Forschungspro-
jekt ,Improvement of Symbiosis Between Rhizobium meliloti and Alfalfa in Acid Soils
of Argentina und Uruguay” (Projekt-Nr.: TS3*-CT94-0265), sollten effiziente SinoRhi-
zobien-Stdmme aus den sauren Bodden der Anbauregionen von Luzerne isoliert,
analysiert und jene selektiert werden, die fur eine Produktion von Starterkulturen
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verwendet werden kénnen, um damit den Ertrag der Futterpflanze Luzerne zu
erhbhen.

Ein anderer Ansatz besteht in der gentechnischen Optimierung von Sinorhizo-
bium meliloti. Castillo (Castillo et al., 1999) konnte zeigen, dass durch die Duplikation
der homologen symbiontischen Gene nodD1, nodABC und nifN in den Bakterien mit
Hilfe von Plasmiden die Anzahl der Wurzelknélichen je Pflanze um den Faktor 2,5
erhoht werden konnte. Die in der Symbiose mit den gentechnisch veré&nderten
Bodenbakterien kultivierten Pflanzen wiesen ein doppelt so hohes Trockengewicht
auf und der Stickstoffgehalt in den Pflanzen war um den Faktor 2,8 gesteigert. Durch
die gezielte Einbringung von zusatzlichen Kopien der Gene dctABD / nifA konnte die
Biotrockenmasse von Luzerne um 12,9 % gesteigert werden (Bosworth et al., 1994).

2.7 Die Oberflachenmatrix von Sinorhizobium meliloti und ihre Bedeutung
fur die Symbiose

Eine besondere Bedeutung besitzt die aufRere Zellhille von Sinorhizobium
meliloti, sie aus einer komplexen Matrix verschiedener Zuckerderivate aufgebaut ist.
Die Lipopolysaccharide (LPS) (Kannenberg et al., 1998), deren Lipidanteile in der
aulReren Zellmembran verankert sind, Phospholipide und Proteine bilden dabei die
Grundstruktur der duf3eren Membran.

Bei den wasserloslichen Exopolysacchariden (EPS) gibt es zwei unterschied-
liche Basisstrukturen, das EPS | oder Succinoglucan und das EPS Il oder Galacto-
glucan (Keller et al., 1990). Das EPS 1| ist aus einer verzweigten Grundeinheit
zusammengesetzt, die aus sieben Glucose- und einem Galactosemolekil besteht
und mit je einem Acetyl, Succinyl- und Pyruvatrest dekoriert ist (Reinhold et al,
1994). Von diesem Succinoglucan (EPS I) gibt es bei Sinorhizobium meliloti zwei
Fraktionen, eine niedermolekulare (LMW), die aus Monomeren, Tri- und Tetrameren
der Grundeinheiten aufgebaut ist und eine hochmolekulare (HMW) Fraktion, die
ebenfalls aus den gleichen Grundeinheiten besteht, die aber aufgrund ihres Polyme-
risierungsgrades Molmassen von 10° bis 10’ Da erreichen kann (Gonzales et al.,
1996). Auch vom EPS II gibt es hoch- und niedermolekulare Fraktionen. Das EPS I
besteht nur aus zwei Bausteinen, Galactose, die einen Pyruvat-Rest tragt und die
Uber eine a-(1-3)-glycosidische Bindung mit einer O-acetylierten Glucose verbunden
ist (Levery et al., 1991).

Die neutralen und anionischen zyklischen b-1,2-Glucane mit einem Polymeri-
sierungsgrad von 13-40 werden im perisplasmatischen Raum synthetisiert und
teilweise in das die Zelle umgebende Medium abgegeben. Die Menge der von
Sinorhizobium meliloti exkretierten zyklischen b-1,2-Glucane héngt stark von der
Zusammensetzung des Nahrmediums ab und die Exkretion selbst ist an die Wachs-
tumsphase (logarithmisch oder stationar) gekoppelt (Geiger et al., 1991; Michaud et
al., 1995).

Zur auf3eren Matrix bei Rhizobien z&hlen aul3erdem noch die mit der Zellober-
flache assoziierten kapsularen Polysaccharide = KPS. Sie bestehen zum Uberwie-
genden Teil aus 3-Deoxy-D-manno-2-Octulusonsédure bzw. 2-Keto-3-deoxy-
Oktulusonat = kdo (Reuhs et al., 1993; Petrovics et al. 1993) und weisen strukturelle
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Analogien zu den Gruppe Il K-Antigenen (auch kapsulare Polysaccharide) von
Escherichia coli auf.

Alle an der Zusammensetzung dieser Matrix beteiligten Molekile haben einen
Einflu auf die erfolgreiche Besiedelung der Wirtspflanzen und auf die Wettbe-
werbsfahigkeit gegentber anderen endogenen Sinorhizobien-Stamme im Boden
(Niehaus, 1997). Bei der Adhasion der Bakterien an die Pflanzenwurzel spielen die
verschiedenen Zuckermolekule eine entscheidende Rolle.

So zeigte eine LPS-Mutante von Sinorhizobium meliloti nur eine reduzierte
Kndllchenbildung gegeniber dem Wildtyp an der Primarwurzel von Luzerne-
Keimlingen und wies bei Konkurrenz durch den Wildtypstamm 2011 in einem
Mischinokulum eine &ul3erst geringe Wettbewerbsfahigkeit bei der Knéllcheninfektion
auf (Lagares et al., 1992).

EPS I-defekte Mutanten von Sinorhizobium meliloti 16sten bei den Wirtspflan-
zen eine Abwehrreaktion aus und fuhrten zur verzégerten Infektion von Wurzelkndll-
chen (Niehaus et al., 1993). Die niedermolekulare Fraktion von EPS | scheint bei der
Infektion von Luzerne-Wurzelhaaren eine Signalfunktion zu besitzen (Niehaus, 1999)
Eine Mutante, die keine HMW-EPS | mehr herstellen kann, ist in der Etablierung der
Symbiose mit Luzerne allerdings nicht beeintrachtigt (Becker et al., 1995).

Sinorhizobium meliloti-Mutanten, die keine zyklischen b-1,2-Glucane mehr
synthetisierten, induzierten zwar noch die Knéllchenbildung, waren aber nicht in der
Lage, diese zu infizieren (Geremia et al., 1987). Zudem schienen die zyklischen
b-1,2-Glucane im periplasmatischen Raum an der Osmoregulation der Zellen
beteiligt zu sein (Miller et al., 1986). Und auch Mutanten, deren KPS-Synthese
gestort ist, zeigen auf Luzerne einen Fix-Phanotyp, konnen die Kndllchen nicht mehr
infizieren (Kereszt et al., 1998).

2.8 Die Entwicklung der Symbiose zwischen Sinorhizobium meliloti und
Luzerne (Medicago sativa)

Die Etablierung der Symbiose zwischen der Luzerne und dem Bodenbakteri-
um Sinorhizobium meliloti bis zum stickstofffixierenden Knéllchen vollzieht sich in
mehreren Schritten, die in Abbildung 2.5 dargestellt sind. Durch die Wurzelexsudate
der Luzerne werden die frei im Boden lebenden Bakterien chemotaktisch angelockt.
AulRerdem |0st das in den Wurzelexsudaten enthaltene Luteolin die Expression der
Gene fur die Nod-Faktoren-Synthese in den Sinorhizobien aus (Broughton et al.,
2000). Es erfolgt die Anheftung der Bakterien an die Wurzelhaare der Luzerne. Die
gebildeten Nod-Faktoren dienen als Botenstoffe zur Erkennung des Mikrosymbionten
durch den Pflanzenwirt und induzieren au3erdem in den Pflanzen die Organogenese
eines Knollchens an den Wurzeln der Luzerne. AuRerlich erkennbar ist die Wirkung
der Nod-Faktoren bereits nach wenigen Stunden an Veranderungen der Wurzelhaa-
re, die in Abbildung 2.4 gezeigt sind (Heidstra et al., 1994). Uber Infektionsschla u-
che, die sich vom Wurzelhaar in Richtung des Kndllchenmeristems ausbilden,
wandern die Bakterien zu diesen Zellen und infizieren sie. In den Zellen differenzie-
ren sich die Rhizobien zu den stickstofffixierenden Bakteroiden (Gage et al., 1996).
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Abbildung 2.4 Veranderung der Wurzelhaarstruktur von Medicago sativa—Keimlingen nach Applikati-
on eines Nod-Faktoren-Extrakts aus einer Fermentationsldsung des Stammes Rhizo-
bium spec. LPU83 (Del Papa et al, 1999) auf die Keimlingswurzel. VergroRerung: 400-
fach. A: Gerade, senkrecht von der Wurzel abstehende Wurzelhaare eines sechs Ta-
ge alten, unbehandelten Luzernekeimlings ca 7 mm von der Wurzelspitze der Primar-
wurzel entfernt; B-D: Auf die hier abgebildeten Bereiche der der Primarwurzeln von
funf Tage alten Luzernekeimlingen wurde eine wassrige Nod-Faktor-Lésung (10'5 M)
von LPU 83 aufgetropft (Einwirkzeit: 24 h) B) Root Hair Deformation: Runde und keu-
lenférmige Verdickungen (Peile) der Wurzelhaare; C) Root Hair Branching Wurzel-
haarverzweigung (Pfeile); D) Root Hair Curling (Wurzelhaarkrimmung zum sog. She-
pherd’s crook = Hirtenstab (Pfeil) (Fisher et al., 1992; Heidstra eta al., 1994)

Deren Nahrstoffversorgung wird tber das Leitbindelsystem des Wurzelkndl-
chens sichergestellt. Den notwendigen Sauerstoff (O,) erhalten die SinoRhizobien
dann Uber einen pflanzlichen Sauerstofftransporter, das Protein Leghamoglobin.
Freier Sauerstoff wirde die Nitrogenase-Enzymkomplexe, die fur die Reduktion des
Luftstickstoffs (N2) zu Ammonium (NH;") (O‘Gara et al., 1976) notwendig sind,
zerstoren. Aus diesem Grund erscheinen stickstofffixierende Kndllchen im Mikroskop
rétlich, da das Leghadmoglobin wie der im menschlichen Blut vorkommende Sauer-
stofftransporter Hamoglobin ebenfalls eine Ham-Gruppe mit einem zentralen Eise-
natom tragt, das die rote Farbgebung dieser Substanzen verursacht. Der Ammoni-
umstickstoff wird von der Leguminose in Aminoséuren eingebaut und Uber das
Leitbundelsystem vom Knéllchen in die ganze Pflanze verteilt.
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Abbildung 2.5 Ablauf der Entwicklung eines nichtdeterminierten Wurzelknéllichens am Beispiel der
Symbiose zwischen Medicago sativa und Sinorhizobium meliloti (modifiziert nach

Kapp, 1996)

Das durch vier Zonen (I - 1V) unterteilte kdlbchenféormige Wurzelknélichen der
Luzerne in Abbildung 2.5, oben wird als nicht-determiniert bezeichnet, da in ihm

verschiedene Vorgange im Gegensatz zu den determinierten Noduli (Gualtieri et al.,
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2000) parallel ablaufen. In der Zone (I) findet ein stdndiges Wachstum des Kndll-
chenmeristems statt, die Infektion der Pflanzenzellen durch die Rhizobien erfolgt in
Zone (Il), der Bereich der symbiontisch aktiven Bakteroide (Ill) und die Seneszenz-
zone (IV) sterben die alten Zellen langsam ab. Im determinierten Knéllchen wird erst
das Kndllchen ausgebildet, dann erfolgt die Infektion und anschlieRend die Stick-
stofffixierung, wie bei der Sojabohne (Glycine max)).

2.9 Die Nod-Faktoren
Der Aufbau der Nod-Faktoren

Wie bereits oben geschildert, besitzen die Nod-Faktoren als chemische Bo-
tenstoffe fur die Kommunikation des Bodenbakteriums mit der Pflanze und als
Induktor fir die Prozesse zur Ausbildung der Wurzelkndllchenstrukturen in der
Etablierung der Symbiose eine entscheidende Bedeutung. Sinorhizobium meliloti
kann verschiedene Formen an Nod-Faktoren synthetisieren. Die chemischen
Strukturen der von diesem Bodenbakterium produzierten Lipochitooligosaccharide
(LCOS) sind in Abbildung 2.6 zusammengefasst.

R3 =H oder SOzH

Abbildung 2.6 Chemische Strukturen der von Sinorhizobium meliloti synthetisierten Nod-Faktoren

Die Glykolipide basieren auf einem Zuckerrtickgrat, das aus drei bis funf N-
acetylierten Glucosamin-(GIcNAc)-Monomeren aufgebaut ist. Die Zuckerderivatun-
tereinheiten sind b-1-4-O-glykosidisch miteinander verbunden. Am Stickstoff des
Glucosamins am nichtreduzierenden Endes der Zuckerkette ist eine Fettsdure mit
16 Kohlenstoffatomen N-acetyliert. Die Fettsdure kann an den Positionen D’, D*° und
D**? einfach, zweifach oder dreifach ungesattigt sein. Das C-Atom 6 am reduzieren-

den Glucosamin kann O-sulfatiert sein. Das Cg- Atom des nichtreduzierenden Endes
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ist oftmals O-acetyliert. Das Spektrum der produzierten Nod-Faktoren gibt Hinweise
auf die Wirtsspezifitat des jeweiligen Rhizobienstamms (Schultze et al., 1996). Aus
der molekularen Struktur der Nod-Faktoren ergibt sich eine Nomenklatur, die auf
dem 3. Kongress der ,Internationalen Gesellschaft fir Molekularbiologie der Pflan-
zen“ (Tucson (AZ), USA, 6.-11.0Oktober 1991) festgelegt wurde, die in Abbildung 2.7
beschrieben ist.

Die Molekulstruktur und Dekoration des einzelnen Nod-Faktors entscheidet
Uber den Wirtsbereich in der Gruppe der Leguminosen, mit dem das jeweilige
Bodenbakterium eine Symbiose eingehen kann (Dénarié et al., 1993). So konnte
Schultze (Schultze et al., 1992) nachweisen, dass der von Roche (Roche et al.,
1991b) beschriebene Tetramer Nod-SmIV(Cis:2,AC,S) im Wurzelhaartest seine
spezifische Aktivitat bei Medicago sativa und Melilotus albus bereits bei einer
Konzentration von 10 - 10™ M entfaltete. Bei Vicia faba bedurfte es einer bis zu
10.000-fach hoheren Konzentration (10'7 M), um im gleichen Test Veranderungen
den Wurzelhaare zu beobachten.

Anzahl der Kohlenstoffatome der
Fettsaure: Anzahl der Doppelbindungen

Acetylgruppeam GAtom6
des nichtreduzerenden Gucosamins

Sulfatgruppe an GAtom6
fes reduzierenden Zuckers

\J

NodSmH V (Cys,AC,S)
T

Zahl der N-acetylierten
Gucosamnnmonomere

Sinorhizobium melil oti
Nodulationsfaktor

Abbildung 2.7 Beispiel fir die Nomenklatur eines von Sinorhizobium meliloti synthetisierten Nod-
Faktors, wie er von Roche erstmalig beschrieben wurde (Roche et al., 1991b).

Dies fiihrt zu der Annahme, dass die Wirtspflanze spezifische Bindungsstellen
besitzt, die in der Lage sind, die unterschiedlichen Strukturen der Nod-Faktoren aus
den verschiedenen Rhizobien-Stammen zu erkennnen und damit entweder eine
Besiedlung durch den Mikrosymbionten zu ermdglichen oder bei Inkompatibilitat eine
Abwehrreaktion auszuldsen, die das Eindringen ungeeigneter Bodenbakterien in die
Pflanze verhindern soll. Mit Hilfe fluoreszenzmarkierter Nod-Faktoren war es mog-
lich, bei Vicia sativa Bindungsstellen fur Nod-Faktoren an der Wurzelhaarspitze zu
lokalisieren (Gadella et al., 1997), ihre genaue Struktur und Funktionsweise konnte
bis heute aber noch nicht aufgeklart werden. Was beobachtet werden konnte, war
ein schneller Abbau der Nod-Faktoren durch Enzyme der Pflanzenzellen bei der
Luzerne (Staehelin et al., 1995). Diese Induktion des Abbaus war von der jeweiligen
Struktur des Nod-Faktors abhangig.
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Es bleibt also zu beachten, dass Sinorhizobium meliloti, das nur einen engen
Wirtsbereich mit neun Pflanzenarten besitzt, dennoch wie der Stamm Rhizobium
spec. NGR234, der Uiber 70 Leguminosen-Arten nodulieren kann (Price et al., 1992),
immer noch in der Lage ist, eine ganze Molekulfamilie an Nod-Faktoren zu synthet-
sieren (Schultze et al., 1996), obwohl nur wenige Nod-Faktoren aus dieser LCOS-
Familie fur die Etablierung der Symbiose mit den Wirtspflanzen bendtigt werden.
Diese Beobachtungen lassen vermuten, dass sich Sinorhizobium meliloti von einem
Stamm mit einem ehemals sehr breiten Wirtsbereich wie Rhizobium spec. NGR234
zu einem Organismus weiter entwickelt hat, der in seiner 6kologischen Nische nur
noch bestimmte Pflanzenarten noduliert, die Gene zur Synthese der Nod-Faktoren
fur die ,Alt-Wirte* aber noch nicht vollstandig verloren hat. AuRerdem kann ange-
nommen werden, dass die Pflanzen ebenfalls eine Auswahl treffen und nur jene
Bodenbakterienarten, die sie an ihren Signalmolekilen, den Nod-Faktoren, unter-
scheiden kdonnen, aufnehmen, die eine optimale Stickstofffixierung gewahrleisten.

Die Nod-Faktoren als Wirkmolekule in Nicht-Wirtssystemen

Das 0konomische Interesse an der Produktion von Nod-Faktoren ist nicht erst
gestiegen, seit es Projekte in der Landwirtschaft gibt, Starterkulturen (Inokula) von
Rhizobien biotechnologisch produzierte Nod-Faktoren beizumengen, um so die
Effizienz der Bakterien bei der Knoélichenbildung zu erhdhen (Liphatech Inoculants
S.A., Frankreich, unveroffentlichte Daten). Ebenso bedeutend sind die Beobachtun-
gen Uber Wirkungen von Oligosacchariden, Lipo-Chitooligosacchariden (LCOS) und
Nod-Faktoren in Nicht-Wirtssystemen bei Pflanzen (Long, 1996) und in tierischen
Modellsystemen, die eine Produktion dieser Stoffe im technischen Mal3stab sinnvoll
erscheinen lassen.

Bei den bisher beobachteten Effekten dieser niedermolekularen Molekile in
Nicht-Wirtssystemen kann zwischen zwei Wirkungen der LCOS unterschieden
werden. Zur einen Gruppe zahlen die Reaktionen auf die Zucker und Zuckerderivate,
die eine Abwehrreaktion zur Folge haben. Solche Molekile bezeichnet man als
.Elicitoren®. Zu der anderen Gruppe zahlen jene Effekte, die eine wachstums- oder
entwicklungsférdenden Reaktion nach Applikation der LCOS nach sich ziehen, wie
es in Pflanzen auch durch Gabe von ,Phytohormonen“ beobachtet werden kann. Zu
bertucksichtigen ist dabei, dass die Verénderunzgen schon bei Anwendung der LCOS
im nano- bis picomolaren Bereich (10'9 -10* M) beobachtet werden kénnen und
dass die Effekte von der jeweiligen chemischen Struktur des LCOS abh&ngig sind.

Wurden Elicitoren (Elicitor; elicit; engl. = entlocken, auslésen, hervorrufen,
Breitsprecher et al., 1990) ursprunglich als jene Komponenten bezeichnet, die eine
Akkumulation von Phytoalexinen in Pflanzen hervorrufen, so ist die Definition
inzwischen weiter gefasst. Unter dem Begriff Elicitoren sind all jene chemischen,
niedermolekularen Substanzen zusammengefasst, die in Pflanzen eine typische
Abwehrreaktion auslosen. Viele dieser Reaktionen basieren auf einer schnellen
Transkriptionsaktivierung spezifischer Gene, die als Pflanzenabwehrgene oder an
die Pflanzenabwehr gekoppelte Gene bezeichnet werden. Typische Beispiele flr
diese Abwehrreaktionen sind die Synthesen von Genen zur Phytoalexin-
Biosynthese, zur Bildung lytischer Enzyme, wie Chitinasen und Glucanasen oder
Peroxidasen (Scheel et al., 1990). Allen Reaktionen gemein ist ihre antimikrobielle
Wirkung.
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So konnte gezeigt werden, dass ein Hexa-(b-D-Glucopyranosyl)-D-Glucitol

aus der Zellwand des Pilzes Phythophtora megasperma f.sp. glycinea die Akkumula-
tion von Glycolin bei der Sojabohne (Glycine max) bewirkt (Sharp et al., 1984).

Suspensionskulturen von Reiszellen (Oryza sativa) zeigen bei Zugabe von N-
Acetylchitooligosacchariden, also Molekilen, die auch das Grundgerist der Nod-
Faktoren bilden, eine vorubergehende Depolarisierung ihrer Membran um bis zu
30 mV (Kuchitsu et al., 1993).

Bei Zugabe einer 100 nM Nod-Faktor-Lésung zu Suspensionskulturen aus
Tomatenzellen (Solanum lycopersicum) stieg der pH-Wert des Kulturmediums um bis
zu 0.35 Einheiten an (Staehelin et al., 1994). Der gleiche Effekt konnte auch bei
Suspensionskulturen von Tabak (Nicotiana tabaccum) beobachtet werden, die mit
einem Gemisch von Nod-Faktoren aus Sinorhizobium meliloti beimpft wurden (Baier
et al.,, 1999). Im Gegensatz dazu reagierten in dieser Arbeit die Suspensionskulturen
von Luzerne (Medicago sativa) sogar mit einer leichten Ansduerung des Mediums.
Dies wurde durch die Beobachtung bestatigt, dass in den Wurzelhaarzellen von
Luzerne bei Gabe von Nod-Faktoren eine Alkalinisierung mel3bar ist, jedoch nicht
durch Zugabe von GIlcNAc-Oligomeren (Felle et al., 1996).

Der temperatursensitiven Karotten-(Daucus carota)-Zelllinie ts 11, erzeugt
durch chemische Mutagenese, fehlt im Gegensatz zum Wildtyp eine 32 kDa-
Endochitinase. Aus diesem Grund sind Zellen dieser Linie nicht mehr in der Lage,
das Globularstadium in der Embryogenese zu verlassen und in die Herz-Form
somatischer Karotten-Embryonen zu differenzieren. Mit der Addition von Nod-
Faktoren aus Rhizobium leguminosarum zu Suspensionskulturen dieser Zelllinie
wurde dieser Effekt aufgehoben und die Embryonen konnten sich weiter entwickeln
(de Jonget al., 1993). Daraus lasst sich ableiten, dass bei der Ausdifferenzierung zu
Karottenembryos durch die Endochitinase Molekiile freigesetzt werden, die in ihrer
Struktur denen der Nod-Faktoren analog und fir den Ablauf der Embryogenese von
entscheidender Bedeutung sind.

Das Wachstum von Tabakprotoplasten konnte mit Hilfe von synthetischen
Nod-Faktoren stimuliert werden. Damit wurde die Funktion der Auxine und Cytokine,
die zur Klasse der Pflanzenwachstumsregulatoren oder ,Phytohormone* gehéren, in
den Tabakpflanzenzellen durch die LCOS substituiert (Roéhrig et al., 1995). Diese
Ergebnisse wurden ergénzt durch die Beobachtung, dass in Tabakzellen ein Protein
isoliert werden konnte, welches hohe Homologien zu ENOD40 aufweist, einem Gen,
das in Medicago sativa oder Glycine max (Sojabohne) in der frihen Phase der
Kndllchen-Organogenese exprimiert wird. Die Expression von ENOD40 in den
Pflanzen wird nachweislich durch die Nod-Faktoren induziert (van de Sande et al.,
1996). Aul3erdem wiesen transgene Tabakpflanzen, die das nodA und nodB Gen aus
Sinorhizobium meliloti enthielten, Veranderungen in Wachstum und Entwicklung auf.
Dies ist ein Hinweis darauf, das in Tabak Substrate vorhanden sein miussen, die von
nodA und nodB modifiziert und als Pflanzenwachstumsregulatoren fungieren kdnnen
(John et al, 1993, Schmidt et al, 1993).

Embryonalzellen des stdafrikanischen Krallenfrosches Xenopus laevis) ex-
primieren in der kurzen Phase zwischen Midblastula- und Neurulation-Stadium das
Gen DG42, das fur die Weiterentwicklung des Embryos von entscheidender Bedeu-
tung ist. Das Genprodukt von DG42 ist an der Synthese von Chitooligosacchariden
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beteiligt, wie sie in vergleichbarer Struktur (Nod-Faktoren) auch in Rhizobien durch
das Gen nodC polymerisiert werden (Semino et al., 1995, Atkinson et al., 1992).
NodC weist eine hohe Homologie zu DG42 auf, ebenso wie zu Genen, die in der
Maus (Mus musculus) und im Zebrafisch (Brachydanio rerio) nachgewiesen werden
konnten (Semino et al., 1996).

2.10 Die Expression der nod-Gene
Die nod-Gene

Die Funktionen der Gene bei der Nod-Faktoren-Synthese von Sinorhizobium
meliloti sind Uberwiegend aufgeklart. Die Gene (od, nol und noe) sind, wie Abbil-
dung 2.8 c zeigt, auf sechs Operons verteilt, die auf dem kleineren der beiden
Megaplasmide (pSym, bzw pSym-a) lokalisiert sind (Hynes et al., 1986). Lediglich
das Gen fur den negativen Regulator der Nod-Faktor-Synthese, nolR, befindet sich
auf dem Chromosom des Bodenbakteriums. Es lassen sich drei funktionelle Gruppen
bei den Genen unterscheiden: die Synthesegene, deren Produkte den strukturellen
Aufbau der Nod-Faktoren katalysieren, die Transportgene, deren Proteine flr den
Transport der LCOs und deren Vorstufen verantwortlich sind und die regulatorischen
Gene, die die Transkription der anderen nod, nol und noe Gene aktivieren.

(o] T N M L E F D AB C I J X T2 —i1 Kb D Regulator
a P . . ——— pSym Plasmid [l LCOS-Synthese
------ Chromosom  EZZ (LCOS)-Transport
*nol w*noe XA Sekretiertes Protein
b A nod box [ Unbekannte Funktion

D, B™A™ L D,
m <

!
g
UO
a>D

Abbildung 2.8 Physikalische Karte der Nodulationsgene nod, nol und noe bei verschiedenen
Rhizobien und eine grobe Funktionszuweisung. Die Pfeile zeigen die offenen Lesera-
ster der Gene von a) Rhizobium leguminosarum bv. viciae [Stamm 248] b) Rhizobium
leguminosarum bv. trifolii [Stamm ANU843], ¢) Sinorhizobium meliloti [Stamm 2011
und AK41] und d) Bradyrhizobium japonicum [Stamm USDA110] (Schema modifiziert
nach Spaink, 1995).

Die Gene nodABC wurden urspriinglich als common (engl. = gemeinsam) nod
Gene bezeichnet, weil sie in allen Rhizobien in hoch konservierter Form nachgewie-
sen werden konnten. Neuere Arbeiten von Roche (Roche et al., 1996) zeigten aber,
dass die Genprodukte der nodABC Gene in den einzelnen Rhizobienarten deutlich
voneinander abweichende Affinititen zu den Metaboliten des Nod-Faktoren-
Syntheseweges aufwiesen. Dagegen kdonnten die Gene nodMN zu den common nod
Genen gezahlt werden, da nodMN Doppelmutanten von Sinorhizobium meliloti z.B.
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durch die Transformation der nodMN Gene aus Rhizobium leguminosarum bv. viciae
Nod-Faktoren synthetisierten, die keine strukturellen Unterschiede zum Wildtyp
aufwiesen und diese Stamme ein Nodulationsverhalten vergleichbar mit dem Wildtyp
aufweisen (Baev et al., 1992). Aus diesem Grund ist die Bezeichnungsweise com-
mon irrefi hrend und sollte nicht mehr verwendet werden.

Mit dem Kiurzel hsn (host specificic nodulation) werden die Gene bezeichnet,
die fur die Wirtsspezifitat der einzelnen Rhizobienarten determinieren. Sie codieren
fur die Enzyme, die das GIcNAc-Grundgerust so modifizieren, dass die daraus
resultierenden Nod-Faktoren nur von bestimmten Wirtspflanzen als Startsignal fur die
Etablierung der Symbiose erkannt werden und so den Wirtsbereich der Rhizobien
bestimmen. Zu den hsn Genen werden bei Sinorhizobium meliloti z.B. die Gene
nodPQH gezahlt, die fir die Anbindung einer Sulfatgruppe ans reduzierende Ende
der LCOS verantwortlich sind. Diese Modifizierung der Nod-Faktoren wird nur bei
Sinorhizobium meliloti und bei Rhizobium tropicii CFN 299 gefunden. Letztgenannter
Stamm synthetisiert wiederum nur Pentamere, dessen Stickstoff am nichtreduzieren-
den Ende neben einer C(18:1)-Fettsaure eine Methylgruppe besitzt (Denarié et al.,
1996).

Die Induktion der Nod-Faktoren-Synthese

Die Expression der nod-Gene wird durch die Wurzelexsudate der Luzerne in-
duziert. Die in den Exsudaten enthaltenen Flavonoide (Flavone, Flavanone, Isofla-
vone und Aurone, dargestellt in Abbildung 2.9, sind Sekundarmetabolite des
zentralen Phenylpropanoid-Stoffwechselweges und fiir die Aktivierung der regulatori-
schen nodD Gene verantwortlich. Luteolin, ein Tetrahydroxyflavon, in Abbildung 2.9
links oben gezeigt, war das erste Flavonoid, das aus den Exsudaten von Luzerne-
keimlingen aufgereinigt werden konnte.

Es gelang der Nachweis fur die Induktion der nod-Gene bei Sinorhizobium
meliloti durch Luteolin (Peters et al., 1986). Mit dem synthetisischen
7,3',4-Trihydroxyflavon konnte sogar eine starkere Expression der nodABC Gene
gegenuber Luteolin erreicht werden (Maillet et al., 1990).

Die Aufnahme von Luteolin durch die Bakterienzelle ist von mehreren Fakto-
ren abhéangig, insbesondere vom pH-Wert. So nahmen die Bakterien bei einem pH
von 7,4 nur ca. 37 % der Luteolinmenge auf, die von den Rhizobien bei pH 5,0
inkorporiert wurde (Hubac et al., 1994). Es wurde von Hubac postuliert, dass die
lipophile Oberflachenmatrix von Sinorhizobium meliloti an dem Aufnahmeprozess
beteiligt ist. Unter sauren Bedingungen (pH 5,0) liegt Luteolin als nichtionisiertes und
daher eher hydrophobes Molekul vor und besitzt deshalb eine héhere Affinitat zu den
lipophilebn Oberflachenmolekilen von Sinorhizobium meliloti. Diese Ergebnisse
werden auch durch die Beobachtungen von Recourt (Recourt et al, 1989) untermau-
ert, der bei Rhizobium leguminosarum bv. viciae ebenfalls eine Akkumulation von
Naringenin, den Induktor der nod-Gene bei diesem Stamm, im Cytoplasma unter
sauren Bedingungen (pH 5.0) registrierte.

-24 -



2 Theoretischer Hintergrund

Luteolin (Flavon) Genistein (Isoflavon)
OH
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Abbildung 2.9 Das Tetrahydroxyflavon Luteolin aus der Luzerne und der Farberdistel (Reseda

luteola) und weitere Flavonoide, die aus den Wurzelexudaten der Wirtspflanzen von
Sinorhizobium meliloti isoliert werden konnten

Die Regulation der Expression von Nod-Faktor-Synthesegenen

Die Expression der Gene fir die Nod-Faktoren-Synthese ist bei Sinorhizobium
meliloti Gber einen komplexen Mechanismus reguliert. Es sind insgesamt funf
Proteine an dieser Regulation beteiligt, von denen vier auf dem pSyma-Plasmid
lokalisiert sind (nodD1-D3 und syrM; Mulligan et al., 1989) und das nolR Gen (Cren
et al., 1995) auf dem Chromosom von Sinorhizobium meliloti. Sinorhizobium meliloti
besitzt im Gegensatz zu den meisten anderen Rhizobienarten mehrere Kopien der
nodD Gene (van Rhijn et al, 1995), die sich nicht nur in ihrer Affinitat zu den Flavo-
noiden aus den Wurzelexsudaten der Luzerne unterscheiden.

Die positiven Regulatoren der Nod-Faktoren-Synthese nodD1 - 3 und syrM
werden aufgrund ihrer Homologien alle zur lysR Familie (bakterielle Aktivator-Gene)
gezahlt (Henikoff et al., 1988). Gemeinsam ist diesen Proteinen ein konservierter N-
Terminus und ein sogenanntes Helix-Turn-Helix-Motiv, das eine DNA-bindende
Funktion beinhaltet. Der C-Terminus variiert bei den einzelnen Mitgliedern der
lysR-Familie stark. Daraus lasst sich ableiten, das er bei den nodD1 + 2 Proteinen
als Bindestelle fur die Flavonoide fungieren kann. Die Aminoséduresequenzen von
nodD1 und nodD2 weisen eine hohere Ubereinstimmung auf (87 % identische
Aminosauren) als nodD1 zu nodD3 (77%) und nodD2 zu nodD3 (79 %) (Rushing et
al., 1991). Zur nodD Familie weist syrM eine geringere, aber signifikante Ahnlichkeit
von 30 % auf.
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Die Gene NodD1 und nodD2 werden von Sinorhizobium meliloti konstitutiv
exprimiert. Das nodD1 Genprodukt wird durch das Flavonoid Luteolin aktiviert und
kann dann an einer der nod boxes (s. Abbildung 2.10), die in Sinorhizobium meliloti
gefunden wurden, binden. Die nod box ist eine in allen Rhizobien hoch konservierte,
49 bp lange DNA-Sequenz 26-28 bp stromaufwarts vom Transkriptionsstart der nod
Operons (Rostas et al., 1986). Das nodD1 Protein kann aber auch durch die in
Abbildung 2.9 gezeigten Flavonoide Genistein und Sulphuretin aktiviert werden
(Gyorgypal et al., 1991). NodD2 wird 7,4'-Dihydroxyflavon, Fustin oder Hesperitin
aus den Wurzelexsudaten von Luzerne induziert, jedoch nicht durch Luteolin (Maillet
et al., 1990, Gyorgypal et al., 1991). NodD2 aktiviert durch die Bindung an die nod
boxes ebenfalls die Transkription der nod, nol und noe Gene.

NodD3 ist ein starker positiver Regulator der Nod-Faktoren-Synthese und bin-
det auch an den nod boxes (Kondorosi, E. et al., 1989). Das nodD3 Gen selbst steht
unter einer komplexen Kontrolle. So zeigten Rhizobien, die Plasmide mit zusatzli-
chen Kopien von nodD3 und syrM besitzen, eine hohe konstitutive Expression der
nod, nol und noe Gene auch ohne Induktion mittels Flavonoide oder Wurzelexudaten
(Kondorosi, E., et al. 1991). Ebenso resultierte eine hohe Kopienzahl von syrM in
einer konstitutiven Expression der nodGene. Die Expression der nod Gene und damit
die Synthese der Nod-Faktoren konnte in diesen Organismen noch weiter durch die
Addition von Flavonoiden gesteigert werden (Maillet et al., 1990). Maillet und Kon-
dorosi gingen in ihrem Modell zudem von einer Autoregulation des nodD3 Gens
durch das eigene Genprodukt aus.

Die Ergebnisse von Swanson (Swanson et al., 1993) dagegen zeigten zum ei-
nen, dass die Expression von nodD3 tatséchlich unabh&ngig von der Induktion durch
Luteolin ist. Au3erdem stimulierte syrM in nodD3 —Mutanten auf niedrigem Niveau
seine eigene Expression. Die Starke der Expression von syrM auf héherem Niveau
war von der Anzahl an nodD3-Proteinen in der Zelle abhangig. Fir die Expression
von nodD3 ist die Gegenwart von syrM Genprodukten erforderlich, syrM allein kann
die Transkription der nod Gene nicht aktivieren. Das von Swanson aufgestellte
Regulationsmodell Gber nodD3 und syrM geht von einem sich positiv verstarkenden
Kreislauf zwischen nodD3 und syrM aus.

GCATCCATATCGCAGATGATCGTTATCCAAACAATCAATTTTACCAATCTTGCAGAGTCCTATTAGAG

Abbildung 2.10 DNA-consensus-Sequenz (hod box) von Sinohizobium meliloti stromaufwarts
von Operons der nod-Gene. Die Balken oberhalb der Sequenz markieren die
Bindungsstellen der aktivierten nodD-Gene, die DNA wird an dieser Stelle zu
einer Schleife gebogen (Fischer et al., 1993)

Die negative Regulation der Nod-Faktoren-Synthese erfolgt Gber das nolR
Gen. Das Genprodukt von nolR besitzt ebenfalls ein Helix-Turn-Helix Motiv, wie es
bei anderen prokaryotischen, regulatorischen Proteinen zu finden ist, z.B. beim
Repressor xyIR von Bacillus subtilis, den nodD Genen oder dem nahR Gen von
Pseudomonas putida. Mit dieser DNA-Bindesequenz lagert sich nolR als Dimer an
die Bindungsstelle flr die RNA-Polymerase des Gens nodD1 (Uberlappend auch an
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die von nodABC) und an das Operon von nodD2 an und unterbindet damit die
Transkription der positiven Regulatoren (Kondorosi, E. et al, 1991a). Welche Fakto-
ren die Expression von nolR selbst regulieren, ist derzeit noch nicht bekannt. Gebun-
dener Stickstoff in der Umgebung des Bodenbakteriums kdnnte aber ein regulieren-
der Faktor sein. Die negative Regulation der nod, nol und noe Gene durch nolR wird
wahrscheinlich fiir eine optimale Nodulation von Medicago sativa durch Sinorhizobi-
um meliloti benétigt (Broughton et al., 2000).

Die an der Synthese der Nod-Faktoren beteiligten Gene

An der Synthese und Sekretion der Nod-Faktoren bei Sinorhizobium meliloti
sind, wie in Abbildung 2.8 zu erkennen, zumindest 20 Gene beteiligt, die sich auf
dem pSym-Plasmid befinden (Kondorosi, E., 1984). Daneben werden Vorstufen fir
die Synthese der Nod-Faktoren-Molekule (Fettsauren, Zucker, Acetat, Sulfat) tGber
andere Stoffwechselwege bereitgestellt.

Bei nodM handelt es sich um eine D-Glucosamin-Synthase, die die Amino-
gruppe von Glutamin auf Fructose-6-phosphat Ubertragt und damit den Grundbau-
stein des Zuckerriickgrates der Nod-Faktoren bildet. Auch nodN, das im gleichen
Operon wie nodM lokalisiert ist, ist an der Synthese von D-Glucosamin beteiligt, denn
sowohl nodM als auch nodN Mutanten zeigten eine stark verminderte Aktivitat im
Wurzelhaarkrimmungstest. Dieser Aktivitatsverlust konnte durch die Supplementie-
rung mit D-Glucosamin zum Teil wieder aufgefangen werden. (Baev et al., 1992).

Die postulierten Syntheseschritte, vom Glucosamin-6-phosphat zum aktivier-
ten UDP-GIcNAc, konnten bis jetzt nicht Gen-Produkten der nod, nol oder noe Gen-
Operons zugeordnet werden. Eine Mdglichkeit besteht in der Aktivierung des Gluco-
samin-6-phosphat durch die Enzyme, die von Sinorhizobium meliloti auch fir andere
Stoffwechselwege in den Mikroorganismen bereitgestellt werden.

Das Gen nodC codiert fur eine UDP-GIcNAc-Transferase und ist damit fur die
Polymerisierung des Zuckerriickgrates aus den UDP-GIcNAc-Einheiten verantwort-
lich (Atkinson et al., 1992). Das nodC-Gen weist dabei eine hohe Homologie zu den
Chitin-Synthasen von Hefen auf (Debellé et al., 1992). Die Transferase aus Sinorhi-
zobium meliloti produziert Gberwiegend Chitotetraosen (ca. 70 %) und nur zu ca.
30% Pentosen (der Anteil an Triosen ist £ 3 %). Damit weist das Enzym ein vol-
kommen anderes Produktverhéltnis von Tetraosen zu Pentosen auf als die Genpro-
dukte von nodC Genen aus Rhizobium leguminosarum bv. viciae bzw. Rhizobium loti
(30:70 , Tetraosen: Pentosen), (Kamst et al., 1997). Da die Lange des Zuckerrick-
grates auch uber die Aktivitdt der Nod-Faktoren in den Wirtspflanzen entscheidet
(Schultze et al, 1992), ist damit das Gen nodC in Sinorhizobium meliloti nicht als
common nod Gen einzustufen.

NodB deacetyliert die Aminogruppe des endstandigen Zuckers nur am
nichtreduzierenden Ende des Chitooligosaccharid-Ruckgrates, um so die Ankopp-
lung der Fettsaure durch nodA an diese Aminogruppe zu ermdéglichen (s. unten).
Dabei akzeptiert nodB in vitro Chitooligosaccharide verschiedener Polymerisations-
grade, modifiziert aber keine GIcNAc-Monomere (John et al, 1993). Zur Chitin-
Deacetylase des Pilzes Mucur rouxii weist nodB aus Sinorhizobium meliloti eine
Ahnlichkeit von 35 % auf, zum nodB Gen aus Rhizobium leguminosarum bv. viciae
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78 %. Die Chitin-Deacetylase des Pilzes akzeptiert wie bei der Nod-Faktoren-
Synthese in Rhizobien nur b-1-4-verknipfte N-Acetylglucosaminoligomere und setzt

bevorzugt Tetraosen um (Kafetzopoulos, 1993).

Das Genprodukt nodL in Sinorhizobium meliloti ist eine O-Acetyltransferase,
die spezifisch eine Acetat-Gruppe an die Hydroxylgruppe des C6-Atoms am nichtre-
duzierenden Ende des Nod-Faktors ankoppelt (Baev et al., 1992a). Zur Galactosid-
Acetyltransferase aus Escherichia coli weist das nodL Gen aus Sinorhizobium
meliloti eine Homologie von 37 % auf, das nodL Gen von Rhizobium leguminosarum
bv. viciae besitzt sogar eine Kongruenz von 83% zum E. coli Gen (Surin et al., 1988).
In Rhizobium leguminosarum bv. viciae erfullt nodL die gleiche Aufgabe wie in
Sinorhizobium meliloti, in vitro ist das Enzym aus diesem Stamm zudem in der Lage,
Chitin-Oligosaccharide, Lipochitooligosaccharide und N-Acetylglucosamin zu acety-
lieren (Bloemberg et al., 1994; 1995).

NodE und nodF sind an der Synthese der Fettsdurekette, d.h. an der Konden-
sation, Reduktion und Dehydration beteiligt (Demont et al., 1993). Dabei weist hodE
Homologien zu 3-Ketoacyl-Synthetasen auf, wahrend nodF aufgrund seiner Struktur
zu den Acyl-Carrier-Proteinen (ACP) gezahlt werden muss. Werden nodE und nodF
durch Mutation ausgeschaltet, wird an Stelle der Cis-Fettsaure die in der Bakterien-
zelle die ubiquitar vorkommende 11-Oktadecensaure (C1g) eingebaut. Ein Effekt, der
auch bei Rhizobium leguminosarum zu beobachten ist (Spaink et al., 1991).

NodG, das sich nur bei Sinorhizobium meliloti und nicht bei anderen Rhizobien
nachweisen lasst, zeigt eine hohe Homologie zu einer 3-Oxoacyl-(ACP)-Reduktase
(Sheldon et al., 1990), doch konnten bei Deletionen von nodG keine messbaren
Anderungen in der Struktur der Fettsaurekette bei Nod-Faktoren nachgewiesen
werden. Vermutlich wird eine Deletion von nodG durch andere Enzyme von Sinorhi-
zobium meliloti mit &hnlicher Funktion ausgeglichen.

NodA koppelt die Fettsaure an die entstandene Aminogruppe (s. oben) am
nichtreduzierenden Ende der GIcNAc-Kette (R6hrig et al., 1994). NodA von Sinorhi-
zobium meliloti weist dabei nicht nur eine hdhere Affinitat zu Ci6-Fettsauren auf als
zu langerkettigen Carbonsauren, sondern es erfolgt in vitro auch bevorzugt die
Ankopplung an ein Tetrasaccharid (Atkinson et al., 1994). Ein Ausschalten des nodA-
Gens von Sinorhizobium meliloti fuhrt zu nod -Mutanten, die Acylierung des GIcNAc-
Ruckgrates kann nicht durch andere Acyltransferasen des Bakteriums Glbernommen
werden. Die Komplementierung der nodA-Mutanten durch nodA aus Rhizobium
tropici in Sinorhizobium meliloti flihrte zu einer verzdogerten und abgeschwachten
Nodulierung von Medicago sativa. Dies bestatigt die Spezifitat der nodA Genpro-
dukte fur die in den verschiedenen Rhizobien strukturell unterschiedlichen Fettsduren
(Debellé et al., 1996). NodA koppelt in Rhizobium tropici nur cis D**-Oktadecensaure
oder Palmitinsdure an das Zuckerriickgrat.

Die Gene nodH, nodP und nodQ sind fur eine der wirtsspezifischen Modifikati-
on an den Nod-Faktoren, die O-Sulfatierung des Zuckers am reduzierenden Termi-
nus des Molekils, verantwortlich. Die Gene nodP und nodQ agieren in der Nod-
Faktor-Synthese als ATP-Sulfurylase und als APS-Kinase und wandeln in zwei
Schritten einen Sulfat-Rest unter Einsatz von ATP in die akivierte Form um (PAPS).
Sequenzabgleiche haben gezeigt, dass nodP und nodQ Homologien zu cysD und
cysN aus E. coli aufweisen, die fur eine ATP-Sulfurylase codieren (Schwedock et al.,
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1990). Das Gen nodH weist signifikante Homologien mit Sulfotransferasen aus
Ratten und Rindern auf und ist fur den Transfer der aktivierten Sulfuryl-Gruppe
(PAPS) an das Kohlenstohlenatom 6 des reduzierenden Zuckers verantwortlich
(Roche et al., 1991).

Die Funktion der Gene nolFGHI ist noch nicht ganz verstanden, aber es han-
delt sich hierbei um membranstandige Proteine aus der Familie der Resistance /
Nodulation / Cell Division (RND) und der Membrane Fusion Protein (MFP). Die
Aufgabe der Genprodukte von nolFGHI liegt hochstwahrscheinlich in der Transloka-
tion der Nod-Faktoren oder deren Vorstufen durch die zwei Membranen der Gram
negativen Rhizobien (Baev, N., et al., 1991, Saier, H.M., et al, 1994). An der Sekreti-
on der Nod-Faktoren bei Sinorhizobium meliloti sind aul3erdem die Gene nodl (ATP
bindendes Protein) und nodJ (Membrane Protein) beteiligt (Denarie, et al., 1996). Fur
Rhizobium leguminosarium bv. viciae und Bradyrhizobium japonicum konnte bereits
nachgewiesen werden, dass die Genprodukte nodlJ Ahnlichkeiten zu kpsT und kpsM
Proteinen aus E.coli und zu bexa und bexB Enzymen aus Haemophilis influenza
besitzen, die in diesen Organismen als Transportsysteme der inneren Membran fur
die Translokation von Zuckern, Aminosauren und Oligopeptide dienen (Vazquez et
al., 1993).

Noch ungeklart sind bis heute die Funktionen von noeAB, nolQ. Doch nach
der vollstandigen Sequenzierung des kompletten Genoms von Sinorhizobium meliloti
im Sommer 2000 (Barloy-Hubler et al., 2000) kdnnten auch diese Licken durch
Sequenzabgleiche geschlossen werden.

Aus diesen Daten ergibt sich das in Abbildung 2.11 dargestellte, von Schult-
ze und Kondorosi (Schultze et al., 1996) postulierte Schema fir den Ablauf der Nod-
Faktorsynthese. Noch nicht abschlieBend geklart bei der Nod-Faktorsynthese sind
die Fragen, welche Faktoren die Kettenlange des Zuckerriickgrates oder die Zahl der
ungesattigten Fettsauren in der Acyl-Kette bestimmen, ebenso mit welcher Haufigkeit
die Nod-Faktoren mit Acetyl- und Sulfatgruppen dekoriert werden. Einen Einfluss auf
die chemischen Strukturen der LCOS konnten die Wachstumsbedingungen auf die
SinoRhizobien beim Ablauf der Synthese von Nod-Faktoren austiben, was Demont
(Demont et al.,, 1993) bereits fur die Absattigung der Fettsauren mit Protonen
postulierte.
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2.11 Die Kultivierung von Rhizobien im technischen Mal3stab

Fermentationsmedien fur Sinorhizobium meliloti

Wichtige Aspekte fur die breite Anwendung von Starterkulturen (Inokula) mit
Bodenbakterien in der Landwirtschaft sind die Verfugbarkeit von preisginstigen
Nahrlésungen (Medien) und einfache Verfahren zur Herstellung der Starterkulturen.
Aus diesem Grund wird schon seit Jahrzehnten nach alternativen Kompositionen von
Medien fur die Produktion von Rhizobien-Inokula gesucht, mit denen die geforderten
Anspriche an die Qualitat der Starterkulturen hinsichtlich erzielbarer Bakterientiter
und Lagerfahigkeit dennoch erflllt werden kénnen. Hierbei kommen insbesondere
Medienbestandteile in Betracht, die in anderen Herstellungsprozessen als Begleit-
stoffe anfallen und aufgrund ihres Nahrstoffgehalts fur die Anzucht von Rhizobien
geeignet erscheinen.

Verschiedene Pflanzenextrakte haben sich als geeignete Basis fur ein Nahr-
medium flir die gro3technische Produktion von Rhizobien erwiesen (Somasegaran,
1994). Proteinarmer Pflanzensaft (brauner Pflanzensaft), der bei der grof3techni-
schen Extraktion eiweil3reicher Pflanzenblatter anféllt, kann als Mediumbestandtell
fur die Komposition preiswerter Medien verwendet werden. Angereicht mit K;HPO,
(0,01 %), CaCOs3 (0,2 %) und Melasse (0,75 %), konnte mit dem Pflanzensaft aus der
Goabohne (Psophocarpus tetragonolobus) und der Kuhbohne (\/lgna sinensia) bei
der Kultivierung von Sinorhizobium meliloti eine Zellzahl von 2- 320" Zellen je mL
erreicht werden (Chanda et al., 1986). Mit dieser Nahrlosung konnten vergleichbare
Werte wie mit dem erheblich teureren im Labor verwendeten Standardmedium auf
Basis von Hefeextrakt 1 g>L Mineralien und 10 g>L Mannitol (YEM-Medium)

erreicht werden.

Ebenso wurden die bei der Lebensmittelproduktion von Erbsen Pisum sati-
vum) anfallenden Hilsen und die Pflanzen der als Gewassserunkraut bekannten
Wasserhyazinthe (Eichhornia crassipes) als Ausgangsstoff fir die Entwicklung
preiswerter Medien verwendet (Gulati et al., 1979). Die Schoten bzw. Pflanzen
wurden getrocknet, die pulverisierten Pflanzenteile mit 5 %-iger Essigsaure hydroly-
siert, die Extrakte der Hydrolyse mit gleichen Teilen Hefe-Extrakt-Losung vermischt
und mit Mannitol supplementiert (Gulati et al., 1980a). Mit dieser Mediumzusammen-
stellung konnte in Schittelkolbenexperimenten ein vergleichbares Wachstum von
schnell und langsam wachsenden Rhizobien wie in reinem YEM-Medium erzielt
werden. Die peptid- und aminosaurereichen Pflanzenhydrolysate konnten den in der
Herstellung erheblich teureren Hefeextrakt damit partiell ersetzen. In einem fur den
Landwirtschaftseinsatz konzipierten einfachen Airlift-Reaktor konnten mit dem
Erbenhilsen-Wasserhyazinthen-Medium und dem schnellwachsenden Stamm
Rhizobium trifolii 7004 im Satzbetrieb Trockenmassen von ca. 8,96 gL bzw. 8,040°
Zellen je mL produziert werden (Gulati, 1980b). Damit wurden verglelchbare Werte
wie in einem konventionellen Ruhrkesselreaktor erreicht (10,3 gL bzw. 8,540°
Zellen je mL).

Molke, ein Produkt, das bei der Kaseherstellung anfallt, eignet sich ebenfalls
als Medienbestandteil fur die preiswerte Herstellung von Rhlzoblen Inokula. Mit einer
Nahrlosung, die 22 g*_ entwasserte Cheddarkéase-Molke, 1 g*_ Hefeextrakt und
0,5 gt K.HPO, enthlelt konnte in einem 5-Liter-Fermenter nach 48 h eine Lebend-
zellzahl von 140* (Colony forming units; cfu) je mL erzielt werden (Bissonnette et
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al., 1986). Damit wurden die Ergebnisse im Vergleich zu einem YEM-
Standardmedium um den Faktor 2 Ubertroffen. Entscheidend fur die Verwendung der
Kasemolke ist, dass Sinorhizobium meliloti geeignete Enzymsysteme zur Aufnahme
und Katabolisierung von Disacchariden besitzt (Stowers, M.D. et al, 1985). Bei der
Cheddarkase-Molke bestehen 70 - 75 % der Trockenmasse aus Lactose.

Extrakte von Malz-Keimlingen (MSE) wurden in Satz- und in kontinuierlichen
Fermentationen zur Biomasseproduktion von Sinorhizobium meliloti eingesetzt
(Boiardi et al., 1985). Das MSE-Medium wurde mit Glyzerin als Kohlenstoffquelle
(=10 gL'l), verschiedenen Salzen und Spurenelementen supplementiert. So ange-
reichert, konnte mit diesem Medium (MSE: 40 % (v/v)) in einem Satzprozess inner-
halb von 36 h eine Biomasse von 1,420 cfumL™ produziert werden. Ein vergleich-
bares Medium, das an Stelle von MSE 4 g™ Hefeextrakt enthielt, lieferte im glei-
chen Zeitraum 1,120 cfu mL™.

Melasse als Komponente fir Fermentationsmedien

Melasse ist ein Produkt, das bei der Gewinnung von Speisezucker bzw. Weil3-
zucker (Sucrose, Saccharose) anféllt. Weltweit wird Sucrose industriell aus zwei
Pflanzen gewonnen, der Zuckerriibe (Beta vulgaris ssp. vulgaris var. altissima) und
dem Zuckerrohr (Saccharum officinarum). Dabei stammen 70 % der weltweiten
WeilRzuckerproduktion von ca. 110 Mio. metrischen Tonnen (Mt) pro Jahr aus dem
Zuckerrohr und 30 % aus der Zuckerribe (Thier, 1996). In den Verarbeitungsprozes-
sen beider Pflanzen wird Melasse als dunkelbraunes, zahflissiges Endprodukt bei
der Kristallisation des Zuckers abgeschieden. Aus 100 kg Zuckerriben werden in
optimierten Produktionsverfahren 11 - 12 kg Weil3zucker und 3 - 6 kg Melasse
gewonnen, aus 100 kg Zuckerrohr 10 - 11 kg Weil3zucker und 3 - 4 kg Melasse. Die
im Produktionsprozess erzeugte Melasse wird in Europa zu 100 % verwertet (Tier-
futtermittelzusatz (70 %), Backhefe-, Industriealkoholproduktion (11 %) und Lebens-
mittelindustrie, pharmazeutische Industrie (19 %)) (Thier, 1996). In Sudamerika
dagegen wird nach der Zuckergewinnung nur ein Teil der Zuckerrohrmelasse einer
Weiterverwertung im Land zugefuhrt. Der Rest wird auf dem Weltmarkt fir Melassen
gehandelt und Uberwiegend nach Europa und in die U.S.A. exportiert. Griinde fur
den Export der sidamerikanischen Melasse sind die extensive Viehwirtschaft, die auf
dieses hochwertige Nahrungserganzungsmittel fur die Fleischtierhaltung nicht
angewiesen ist und die mit Ausnahme der Industriealkoholproduktion (Brasilien) nur
schwach entwickelte Industrie fur die Melasseverwertung in Stidamerika.

Argentinien gehort mit einer Produktionsquote von 1,57 Mio. metrischen Ton-
nen Weil3zucker im Jahr 1999 zu den zwanzig grof3ten Sucroseproduzenten weltweit
(Quelle: Food and Agriculture Organization of the United Nations: FAO Statistiken:
http://www.fao.org). Hauptanbaugebiete des auf 241.000 ha ausschlieRlich kultivier-
ten Zuckerrohrs sind die Provinzen Tucuman (61,5 %), Jujuy und Salta (36,9 %). Das
Zuckerrohr wird in 23 Fabriken verarbeitet, von denen 15 in Tucuman, 3 in Jujuy, 2 in
Salta und 3 in Santa Fé und Misiones liegen (Quelle: Statistiken des Centro Azucare-
ro Argentino: http://www.centroazucarero.com.ar). Uruguay produzierte im Jahr 1999
mit Zuckerrohr (3.400 ha) 11.000 Mt an Weil3zucker. Zum Vergleich, der sidameri-
kanische Nachbar Brasilien ist der grof3te Zuckerrohrproduzent weltweit mit einer
Zuckerrohranbauflache von 4,95 Mio. ha und einer Produktionsmenge von
17,69 Mio. Mt im Jahr 1999.
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Handelsmelassen sowohl aus der Zuckerribe als auch aus dem Zuckerrohr
besitzen einen eingestellten Trockensubstanzanteil von 74 - 76 %. Die aus dem
Zuckerproduktionsprozess kommenden Melassen werden mit Wasser auf diese
Trockensubstanzwerte verdiinnt, um eine optimale FlieR- und Lagerfahigkeit der
Melassen zu gewahrleisten. Der Inhalt der Melassen setzt sich aus 47 - 48 %
Gesamtzuckeranteil, » 30 % Nichtzuckerstoffen und < 26 % Wasseranteil zusam-
men. Die Zuckerstoffe in den Melassen aus Zuckerribe und Zuckerrohr sind in
Tabelle 2.2 aufgefihrt.

Tabelle 2.2 Mittlerer Kohlenhydratanteil von Rohr- und Ribenmelasse (75 % Trockensubstanzge-
halt) in % (nach Higginbotham et al., 2000)

Bestandteil Rohrmelasse | RUbenmelasse
Saccharose 35 48
Glucose 6 0,4
Fructose 8 0,6
Kestosen 1-2 0,1-0,3
Raffinose Spuren 05-2,0
Andere Oligosaccharide Spuren 1
Galactinol - 0,1-0,3
Derivate reduzierender Zucker (nicht 4 1
fermentierbare Stoffe)

,Gums*, Starke, Lavan 3 1
Dextran, Cellulose 1 3
Wachse, Vanillin, Lignin <0,2 <0,2
Hexit, myo-Inosit, Mannit, Spuren 0,1-0,3

Polymere

Handelsmelassen aus der Zuckerriibenproduktion besitzen einen neutralen
bis leicht alkalischen pH-Wert (7,0 - 9,0), Zuckerrohrmelassen sind dagegen sauer
(pH 5,0 - 6,5). Der groldte Unterschied zwischen Zuckerrohr- und Zuckerribenmelas-
se sind die Anteile an Sucrose und Invertzucker (Glucose-Fructose-Gemisch), wie
die Werte in Tabelle 2.2 zeigen.

Im Hinblick auf eine Verwendung von Melasse als vollwertigem Medium fiir die
Kultivierung von Mikroorganismen ist bei den Nichtzuckerstoffen der Anteil an
stickstoffhaltigen Verbindungen von Interesse. Dabei unterscheiden sich die Melas-
sen aus Zuckerrohr und Zuckerriibe in der Zusammensetzung dieser Komponenten,
die in Tabelle 2.3 aufgeflhrt sind.
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Tabelle 2.3 Gehalt an stickstoffhaltigen organischen Verbindungen in Rohr- und Ribenmelasse
(75 % Trockensubstanzgehalt) in % (nach Higginbotham et al., 2000)

Komponenten Rohrmelasse | Ribenmelasse
Stickstoffhaltige Verbindungen 3-6 8-12
Rohprotein (Kjeldahl-N Faktor = 6,25) 4-5 7-12
Betain 0 3-4
Glutaminsaure Spuren 2-3
Aminosauren, Pyroglutaminsaure, Peptide, 0,3-0,5 2-3
Nucleinsduren
Aminoséaure/Zucker-Komplexe 3-45 05-15

Daneben enthalten die Melassen geringe Mengen an stickstofffreien S&uren
(Oxal-, Bernstein-, Ameisen-, Essig- und Propionsaure), Mineralien wie die Kationen
K*, ca?, Mg* und Na*, die Anionen CI, SO,*, PO,*, NOs und NO,, die Spuren-
elemente Eisen, Zink, Mangan, Kobalt und auch verschiedene Vitamine wie Biotin,
Thiamin, Inosit, Pantothensaure und Nicotinsaure (Schiweck, 1995).

Neben mdglichen, wachstumshemmenden Effekten durch die in der Melasse
enthaltenen organischen flichtigen Sauren (Essig-, Ameisen- und Propionsaure)
konnen bei der Verwendung von Melasse in der Fermentationsindustrie die wahrend
des Zuckerfabrikation beigefiigten Hilfs- und Zusatzstoffe ein Problem bei der
Kultivierung von Mikroorganismen darstellen (Fattohi, 1995). Bei den Zusatzstoffen
handelt es sich um Entschdumer-, Desinfektions-, Flockungs-, Belagverhinderungs-
und Netzmittel. Chemisch gehoren die Substanzen zu den partiellen Fettsaureestern
von Polyhydroxy-Verbindungen, Ethoxylaten, Ethoxy-Propoxylaten sowie zu den
ethoxylierten Fettalkoholen und Methylglycosidester von Kokosoélfettsauren (Olbrich,
(1979); Potokar et al,.1982).

Melassen in Fermentationsprozessen von Mikroorganismen

Als Medienbestandteil oder vollwertiges Medium fir die Kultivierung verschie-
denster Mikroorganismen werden Zuckerrohr- und Zuckerriibenmelassen schon seit
vielen Jahrzehnten in der Industrie eingesetzt (Sommer, 1992). Der Hauptanteil
entfallt dabei auf die Industriealkoholproduktion mit Hefen (Doelle et al., 1990, Gough
et al.,, 1996; Sheoran et al., 1998) und die Produktion von Backhefen. Dabei dient die
Produktion von Saccharomyces cerevisiae in Melassemedien nicht nur der Herstel-
lung von Backerhefen selbst (Win et al., 1996), es sollen mit ihr auch Produkte wie
die Invertase fur die Lebensmittelindustrie hergestellt werden (Vitolo et al., 1995).

Aber auch in anderen Produktionsprozessen mit verschiedensten Mikroorga-
nismen wie bei der Zitronensaureherstellung (Ettler et al., 1991), der Glutaminsaure-
bzw. Glutamatproduktion oder der Gewinnung der Aminoséaure Lysin werden Melas-
sen verwendet (Decker, 1998). Zuckerribenmelassen wurden z.B in einer Konzen-
tration von 9 % (w/v) als einzige Kohlenstoffquelle fur die Produktion von Vitamin B>
(Riboflavin) mit Mycobacterium phlei eingesetzt (Ghozlan, 1994). Die dabei verwe n-
dete Melasse wurde vor der Fermentation gefiltert und tGber einen Kationentauscher
geleitet, um die das Wachstum der Organismen stérenden Schwermetallionen und
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die schlammigen Rickstande der Melasse zu eliminieren. Eine unbehandelte
5 %-ige (w/v) Zuckerribenmelasseldsung wurde in Zulaufkultivierungen von Azo-
tobacter vinelandii zur Herstellung von Poly-(Hydroxybutyrat-Co-Hydroxyvalerat)
eingesetzt (Page et al., 1992).

Mit dem Bakterium Propionibacterium acidipropionici wurden mit Zuckerrtiben-
und Zuckerrohrmelassen das Vitamin Bi, (Cobalamin) und Propionsaure produziert.
In einem Zwei- Stufen Fermentatlonsprozess synthetisierten die Mikroorganismen
17,79 Proplonsaure*_ in der ersten Stufe, was unter den eingestellten Bedingungen
(Raumgeschwindigkeit: O,25>h'1) eine Ausbeute von 0,50 g Propionsaure je Gramm
Kohlenhhydrate ergab. In der zweiten Stufe wurden 49 mg Vitamin Bk ™ bei einer
Raumgeschwindigkeit von 0,03%" synthetisiert (Quesada-Chanto et al., 1994). Und
zur Herstellung von Xanthan durch das pflanzenpathogene Bodenbakterium
Xanthomonas campestris wurde eine Zuckerrohrmelasse bis zu einer Konzentration
von 60 % (w/v) zum Medium gegeben (Abd El-Salam et al., 1994)

Neben Kasemolke, Backerhefe, Malzkeimlingen und Hefe-Extrakt ist auch
Melasse als Mediumsbestandteil (Kohlenstofflieferant) in Experimenten zur Herstel-
lung von Rhizobien-Starterkulturen fur die Landwirtschaft getestet worden (Balatti et

al., 1998) Es konnten mit dem Melassemedium nach 48 h Lebendzellzahlen von
5>1O Zellen mL™ erhalten werden. D|e produ2|erten Kulturen wiesen nach 180 Tagen
noch einen Lebendtiter von 3 - 810° ZellensmL™ auf.

2.12 Die Herstellung von Lipochitooligosacchariden (LCOS)

Fur die Entwicklung eines Prozesses zur grof3technischen Produktion von
Nod-Faktoren gibt es verschiedene Ansatze. Eine Mdglichkeit besteht in der kom-
pletten chemischen Synthese dieser komplexen Glykoconjugate. Betrachtet man die
chemische Struktur der Nod-Faktoren, so wird deutlich, dass die besondere Heraus-
forderung bei einem solchen Verfahren in der Varietéat der verschiedenen Substitu-
enten (Acetat, Sulfat, Fettsdure) am Chitooligosaccharid und in der regio- und
stereospezifischen Anordnung der einzelnen Molekilbausteine liegt. Diese Anforde-
rungen an das zu synthetisierende Produkt erfordern deshalb eine Vielzahl einzelner
Syntheseschritte (Wang et al., 1993; lkeshita et al., 1994) unter zum Teil extremen
Reaktionsbedingungen (-78 °C, 3 Tage Reaktionsdauer fur einen Syntheseschritt).
AulRerdem sind die Endausbeuten dieser Verfahren mit Werten von £ 1 % (Nicolaou
et al.,, 1992) extrem niedrig. Die groRe Zahl der Syntheseschritte, die geringen
Ausbeuten und der Einsatz teurer Grundchemikalien lassen eine vollstdndige
chemische Synthese aus prozesstkonomischen Grinden nicht sinnvoll erscheinen.

Ein weiterer Ansatz zur grol3technischen Produktion von COS und LCOS be-
steht in der Transformation von heterologen Bakterienstammen fiur die Hochzel-
dichtefermentation mit Genen fur die Nod-Faktor-Synthese aus Rhizobien (Banfalvi
et al, 1989). Mit einem rekomblnanten E. coli-Stamm konnten tatsachlich hohe
Konzentrationen von 270 mgx ™ an sulfatierten und acetylierten COS, Gemische aus
Tetrameren und Pentameren, erzielt werden (Samain et al., 1999). Doch erforderte
dieses Verfahren zur Aufreinigung der COS aus den Zellen einen hohen Aufwand, da
die Abtrennung der COS von Zelltrimmern und l8slichen Bestandteilen (Proteine,
Glycolipide, Lipide u.a.) der E. coli-Zellen durchgefiihrt werden musste.
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Bis zum heutigen Zeitpunkt ist es noch nicht gelungen, das komplette Nod-
Faktoren-Synthese-Gencluster heterolog zu exprimieren. Die Ursachen liegen vor
allem in der grof3en Zahl der Gene, die an der Nod-Faktoren-Synthese beteiligt sind
und die alle in einen fremden Organismus transferiert werden mussten. Auf3erdem
kann z.B. E. coli die Vorstufen der Fettsdure, die an das Zuckerrtickgrat angekoppelt
werden soll, nicht bereitstellen. Die notwendige Acylierung zum Erhalt eines funkii-
onstichtigen Nod-Faktors kdnnte erst nach Aufreinigung der COS erfolgen.

Daraus resultiert eine weitere Moglichkeit zur grof3technischen Produktion von
Nod-Faktoren: die Kombination von chemischen und biologischen Verfahren.
Denkbar wére eine Hydrolyse von Chitin, das in Abbildung 2.12 dargestellt ist.
Chitin ist ein in der Natur vielfach vorkommendes b-1-4-verknipftes GIcNAc-Polymer
z.B. in den Schalen von Krebstieren, dem Exoskelett von Insekten, und in der
Zellwandstruktur von Pilzen, mit dem Ziel, COS mit unterschiedlichem Polymerisati-
onsgrad (Tri-, Tetra- und Pentamere) zu erhalten. Die COS kdnnten in vitro mit den
Enzymen der nod Gene modifiziert werden. Die Herstellung der entsprechenden
Enzyme wirden durch heterologe Organismen erfolgen mit einer entsprechend
hohen Ausbeute an nod Genprodukten. Zu prifen wéare, ob die enzymatische
Modifizierung der COS in einem Schritt mit einem Multienzymansatz erfolgen kénnte,
oder ob aufgrund der Reaktionsbedingungen die einzelne Enzyme flr ihre optimale
Produktivitat einen Mehrstufenprozess verlangen.

H
OH,, //J\c:HS

Abbildung 2.12 Chemische Struktur von Chitin, das aus Krebstieren, Insekten oder Pilzen
gewonnen wird

Derzeit stellt die Produktion von Nod-Faktoren mit Rhizobien die sinnvollste
Alternative dar. Durch den Einsatz rekombinanter Bodenbakterien mit einer deregu-
lierten Nod-Faktor-Synthese war es moglich, die Ausbeute an Nod-Faktoren um den
Faktor 1000 zu erhdhen (Schultze et al., 1992).

2.13 Das Wachstum von Mikroorganismen

Eine wichtige Basis aller biotechnologischen Prozesse ist die Eigenschaft der
verwendeten Mikroorganismen, sich bei Erreichen einer bestimmten Grof3e spontan
zu teilen, die Biomasse in einer Lésung damit zu vermehren und so die Zahl ,biologi-
scher® Produktionseinheiten in einem definierten Arbeitsvolumen zu multiplizieren.
Der in Abbildung 2.13 gezeigte Ablauf eines spontanen, idealen Vermehrungspro-

zess wird in funf Bereiche eingeteilt:
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Abbildung 2.13 Wachstumsverlauf einer sich in idealer Weise spontan teilenden Kultur

(Modell modifiziert nach Chmiel., 1991a)

In Phase |, der Anpassungsphase (engl.= lag phase), adaptieren die Organismen an
die neuen Bedingungen in der Nahrlésung, es ist in dieser Phase nur ein minimaler
Anstieg der Biomasse zu beobachten. Je nach Organismus und Zusammensetzung
der Nahrlésung kann die Phase | Stunden, aber auch Tage andauern. In der zweiten,
exponentiellen Phase setzen die Organismen in dem Medium das Substrat um,
wachsen und vermehren sich. In der Ubergangsphase Il wird durch die abnehmende
Konzentration des Substrats die Wachstumsgeschwindigkeit limitiert und die Bio-
massekonzentration in der Losung néhert sich asymptotisch einem maximalen Wert
an. Die in der stationaren Phase IV befindlichen Organismen teilen sich nur noch in
dem Ausmal3, in dem auch Zellen absterben. Eine Zunahme an Biomasse in dieser
Phase ist nicht mehr feststellbar. Mit dem im Medium noch vorhanden Substrat
erhalten die Organismen zum Uberwiegenden Teil nur noch ihre lebensnotwendigen
Stoffwechselfunktionen aufrecht. In der letzten Phase V, der Absterbephase, verfi-
gen die Organismen Uber keinerlei Nahrstoffe mehr und sterben ab.

Wahrend sich die Kinetiken der Phasen Il und Il der Abbildung 2.13 fir alle Orga-
nismen sehr gut durch das Monod-Modell (Chmiel, 1991a) beschreiben lassen, gibt
es fur die Phasen I, IV und V nur vereinzelte Modelle fur einige, ausgewéhlte Orga-
nismen. Fir die Phase unlimitierten Wachstums, bei dem im der N&hrlosung alle

notwendigen Substrate im Ubermaf vorhanden sind, lasst sich eine direkte Propor-
tionalitdt zwischen der Wachstumsgeschwindigkeit (x, Gleichung 2.1 @ und der
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Konzentration der Biomasse (X) feststellen. Der Proportionalitatsfaktor ist die
spezifische Wachstumsgeschwindigkeit (m Gleichung 2.1 b):

dX 1 dX

Mx . X oder m:YxE (Gleichungen 2.1 a + b)

Nach dem Modell von Monod ergibt sich die spezifische Wachstumsgeschwindigkeit
(mMnach Gleichung 2.2 wie folgt:

S
e M, XS+—KS (Gleichung. 2.2)

wobei S die Konzentration des limitierenden Substrats (in der Regel die Hauptkoh-
lenstoffquelle wie die Sucrose in der Zuckerribenmelasse), pmax die maximale
spezifische Wachstumsgeschwindigkeit und Ks die Sattigungs- oder Affinitatskon-
stante des limitierenden Substrats sind. Die Zahl fir Ks ergibt sich aus dem Wert
jener Substratkonzentration, bei der die spezifische Wachstumsgeschwindigkeit (1)
die Halfte ihres Maximalwertes erreicht. Je niedriger der Wert fir Ks ausfallt, desto
grolRer ist die Affinitat des verwendeten Mikroorganismus‘ zum eingesetzten Sub-
strat. Ist S >> Ks, so erfolgt das Wachstum der Mikroorganismen anhand Glei-
chung 2.3 mit nahezu maximaler spezifischer Wachstumsgeschwindigkeit (Mmax) und
ist somit formal eine Reaktion nullter Ordnung in Bezug auf das limitierende Substrat,
da:

S
S+Kq

@e® mam, (Gleichung 2.3)
Die Integration von Gleichung 2.1 ergibt fir p = konstant:

X
Inx_t =Mt-14)  oder X =X,€™ (Gleichungen 2.4a +b)

0

mit Xo = Biomassekonzentration zum Ende der Anpassungsphase und X; = Biomas-
sekonzentration zum Zeitpunkt t

Aus Gleichung 2.4 a lasst sich so die Zeit ermitteln, in der sich die Biomasse einer
Kultur verdoppelt (X; = 2%o) und diese entspricht letztendlich der durchschnittlichen
Verdopplungs- (Generations-)zeit (tp) einzelner Organismen in einer Kultur:

_In2

ty M (Gleichung 2.5)

Die Verdopplungsgeschwindigkeit (np) ergibt sich aus dem Kehrwert der Generati-
onszeit (tp):

m

1
n = —_ — H
b t, In2 (Gleichung 2.6)
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2.14 Die Produktbildung

In vielen biotechnologischen Prozessen ist nicht die Bildung von Biomasse selbst
das Ziel des Verfahrens, sondern wie bei der Synthese von Nod-Faktoren durch
Sinorhizobium meliloti ein von den Organismen hergestelltes Produkt. Nach Gaden
jr. (Moser, 1981; Schugerl, 1985) werden die Produktbildungsprozesse in ihrer
Abhangigkeit vom Wachstum und Stoffwechsel der eingesetzten Mikroorganismen in
vier Typklassen eingeteilt:

Typ 0) Das Produkt wird von ruhenden Zellen gebildet, die fur ihren Erhal-
tungsstoffwechsel nur wenige Nahrstoffe benétigen und so letztendlich
als lebende Enzymtréager fungieren wie bei der Steroid-Transformation
durch Fusarium culmorum (Kolek, 1999)

Typ I) Das gebildete Produkt ist Ergebnis der direkten Umsetzung eines
vorgelegten Substrats durch den Priméarstoffwechsel des eingesetzten
Mikroorganismus (z.B. die Oxidation der Sucrose aus Melasse zu Etha-
nol durch Hefezellen; Gough et al., 1996)

Typ 1) Das gewilnschte Produkt entsteht indirekt aus dem Primarstoffwechsel
wie bei der Aminosaurenproduktion durch Corynebacterium glutamicum
(Sahm et al., 1995)

Typ 1) Die Produktbildung erfolgt unabhangig von Wachstum und primarem
Stoffwechsel. Die Synthese von Vitamin B> durch Propionibacterium
acidipropionici (Quesada-Chanto et al., 1994) und die native Synthese
der Nod-Faktoren durch Sinorhizobium meliloti sind Beispiele fur diesen
Typ der Produktbildung

Die Abhéangigkeit der Produktbildungsgeschwindigkeit ¢p) bzw. der spezifi-
schen Produktbildungsgeschwindigkeit (p) von der Biomassekonzentration (X) oder
von der Wachstumsgeschwindigkeit (rx) fur eine Substratkonzentration von S > 0
lassen sich durch folgende allgemeine Gleichungen beschreiben:

d
rP:E:klxx+k2>¢x oder p =k +k, XM (Gleichungen 2.7 a + b)

. r.X
mit p:YP und e (Gleichungen 2.8 a + b)

wobei ki ein wachstumsunabhangiger Proportionalitatsfaktor und k, der Proportiona-
litatsfaktor fur die wachstumsabhangige Produktbildung ist (Mutzall, 1994). Mit den
Gleichungen 2.7 a + b wird somit die Produktbildung nach Typ Il wiedergegeben, da
die Synthese des Produkts in den Mikroorganismen in diesem Fall sowohl von der
vorhandenen Biomassekonzentration (X), als auch von der Wachstumsgeschwindig-
keit (rx) abhangig ist.

Aus der Beschreibung der Produktbildung nach Typ | ergibt sich dagegen,
dass die Produktbildung direkt mit dem Primarstoffwechsel zusammenhangt und
keine Assoziation zur Biomassekonzentration (X) besteht, somit der Proportionali-
tatsfaktor k1=0 ist und sich Gleichung 2.7 a somit zu:
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b =KX (Gleichung 2.9)

vereinfacht, die Produktbildungsgeschwindigkeit also ausschlie3lich von der Wachs-
tumsgeschwindigkeit (rx) der Mikroorganismen abhangig ist.

Bei der Bildung von Sekundarmetaboliten, wie bei der nativen Synthese der
Nod-Faktoren aus niedermolekularen Bausteinen, ist die Produktbildungsgeschwin-
digkeit nicht an den Priméarstoffwechsel gekoppelt, sondern hangt nur von der
vorhandenen Biomassekonzentration (X) ab (Typ Ill). In diesem Fall wird ko = 0 und
daraus folgt fur rp:

rp = ky xX (fUr S>0) (Gleichung 2.10)

Eine Produktbildung des Typs Il kommt immer dann zum Stillstand, wenn in
den Zellen eines der fir die Synthese des Produkts erforderlichen Substrate (wie z.B.
Fructose-6-P oder Clo;lDz-Fettsauren bei der natirlichen Nod-Faktor-Synthese von

Sinorhizobium meliloti) verbraucht sind.

Die Produktivitat eines biotechnologischen Prozesses

Eine Kennzahl zur Beurteilung der Okonomie eines diskontinuierlich gefiihrten
Prozesses in der Biotechnologie ist die Aussage Uber die Produktivitat des Verfah-
rens. Sie beschreibt die Menge an Produkt, die innerhalb eines Zeitraumes in
Abhéngigkeit des Verfigung stehenden Arbeitsvolumens im Bioreaktor gebildet wird
(Moser, 1981). Der absolute Wert der in einem definierten Arbeitsvolumen herge-
stellten Produktmasse im beschriebenen Verfahrenszeitraum wird als Raum-Zeit-
Ausbeute bezeichnet.

Das Produkt eines biotechnologischen Prozesses kann dabei die Biomasse
der eingesetzten Mikroorganismen und / oder die in ihr enthaltenen Stoffe selbst sein
(Bodenbakterien, die als Starterkulturen fur die Landwirtschaft hergestellt werden)
oder Substanzen, die von den Organismen in das Medium abgegeben werden
(Signalmolekile: Nod-Faktoren).

Grafisch lasst sich die maximale Produktivitat eines diskontinuierlich gefiihrten
Prozesses aus der Abb. 2.14 wie folgt ermitteln: vom Zeitpunkt to aus wird eine

Tangente an die Kurve von Produktkonzentration / Zeit gelegt. Der Bertihrungspunkt
von Tangente und Produktkonzentrations-Zeit-Kurve gibt den Prozesszeitpunkt mit
der maximalen Produktivitat an.

Mathematisch ausgedrtickt ergibt sich die maximale Produktivitat eines dis-
kontinuierlich gefiihrten Prozesses damit folgendermal3en:

Ctl -G

B |t0 +t, |+t1 -1, (Gleichung 2.11)

dk, max
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Handelt es sich bei den in diskontinuierlichen Prozessen hergestellten Pro-
dukten um Substanzen mit einer hohen Wertschopfung im Vergleich zu den durch
die Fermentation anfallenden Kosten, so wird bei einigen Verfahren erst zum Zeit-
punkt t, (Abbildung 2.14) abgebrochen, an dem das Substrat in der Fermentations-
I6sung vollstéandig verbraucht und die maximal moégliche Produktkonzentration Cmax
erreicht ist. Doch aus Abbildung 2.14 wird deutlich, dass eine Verbindung von ty zu
t, eine flachere Steigerung besitzt als jene Tangente von ty zu t; und somit die
Produktivitat eines solchen Prozesses submaximal wird, was sich auch aus Glei-
chung 2.11 ergibt.

c Konzentration Produkt
C fememememcmcmcme——eeeo y
max ]
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.i" |
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Abbildung 2.14 Grafische Darstellung zur Ermittlung der Produktivitdt eines diskontinuierlich

geflhrten Prozesses. c: Konzentrationsachse; Pr: Produktivitat; t: Zeitachse;
to= Startzeitpunkt Prozess; t;: Start Fermentation; t;: Zeitpunkt eines diskonti-
nuierlichen gefiihrten Prozesses mit max. Produktivitat; t,: Zeitpunkt eines dis-
kontinuierlich  gefilhrten Prozesses mit maximaler Produktausbeute.
to - = Totzeit: Zeitraum zur Vorbereitung der Fermentation: Ernten des Pro-
dukts, Reinigen des Fermenters, Neubeschickung mit Medium, Sterilisation,
usw. (Grafik abgeleitet nach Moser, 1981)

2.16 Die Bilanzierung von Fermentationsprozessen

Die Betriebsweisen eines Ruhrkesselreaktors

Beim Betrieb eines Rihrkesselreaktors (s. Abbildung 2.15) zur Kultivierung
von Mikroorganismen wird zwischen drei Verfahrensweisen unterschieden: dem
Satzbetrieb oder diskontinuierlichen Betrieb (engl.= batch), dem Zulauf-, Zufitte-

-41 -



2 Theoretischer Hintergrund

rungsverfahren oder semikontinuierlichen Betrieb (engl.= fed batch) und dem
kontinuierlichen Betrieb (engl. = Continuous-Flow Stirred-Tank Reactor; C(F)STR;

(Muttzall, 1994). In dieser Arbeit wird in Abhangigkeit von der biotechnologischen
Fragestellung jedes dieser drei Verfahren angewendet. Im folgenden wird auf die
Eigenheiten der unterschiedlichen Betriebsweisen eingegangen.

t=0X=X, <

Vaus X aus S aus Paus

Vein Xein Sein D

Abbildung 2.15 Schaubild eines Rihrkesselreaktors mit Variablen der wichtigsten Parameter
fur eine Bilanzierung eines Prozesses. P: Produktkonzentration; S: Substrat-
konzentration; t: Zeit; V: Volumenstrom; X: Konzentration Biomasse; Indices:
r. Reaktor; ¢j,: in den Reaktor einstromend; ,,s: aus dem Bioreaktor heraus-
flieRend

Der Satzbetrieb eines Ruhrkessels

Beim Satzbetrieb wird durch Animpfen eines definierten Volumens des zuvor
sterilisierten Mediums (Vgr) mit einer Vorkultur Xo) zum Zeitpunkt t, der Prozess
gestartet. Innerhalb eines festgelegten Prozesszeitraums nehmen die im Reaktorvo-

lumen Vg befindlichen Organismen (Xgr) das dort vorhandene Substrat (Sg) auf und
setzen es mit ihrem Stoffwechsel um (Sg ® 0). Die Zellen wachsen und teilen sich

und die Biomasse im Ruhrkessel (Xg) nimmt zu, wie Abbildung 2.16 verdeutlicht. Es
kann von den Organismen (ein) Produkt(e) Pr) gebildet werden, das Ziel eines
jeden biotechnologischen Prozesses:

Substrat(e) + Mikroorganismen (Zellen)® Produkt(e) + mehr Mikroorganismen (Zellen)
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In einigen Fallen sind aber die Mikroorganismen selbst das Ziel (Produkt) der
Fermentationen, wie z.B. bei der Herstellung von Hefeextrakt (Varavinit et al., 1997)
und der Produktion von Starterkulturen fir die Landwirtschatft.

A
s | |
] %
o
c
Qo
T 7] Biomasse
= A e Substrat
(0]
N
N
o
N2
i .|s
%o T T T T T T
0 Zeit, t t
Abbildung 2.16 Verlauf der Konzentrationen von Substrat (S) und Biomasse (X) wahrend

eines Satzbetriebes in einem Rihrkessel

Die Bilanz eines diskontinuierlich betriebenen Ruhrkesselreaktors fir das
Zellwachstum ergibt sich nach dem Monod-Modell fiir ein limitierendes Substrat zu:

_ax _

rvx———m‘xzrﬂaxxixx (Gleichung 2.12)
Xt Ko +S g2

unter der Voraussetzung, dass der Substratverbrauch direkt an das Wachstum
gekoppelt ist:

ds 1 dX 1

T =- xX .
d Yo dt Y. Mhax K.+S (Gleichung 2.13)
mit
_hx _ dX
Yiis = I ~"gs (Gleichung 2.14)

Bei der Annahme, das der Ausbeutekoeffizient streng konstant ist (Yx;s = konst.), gibt
dieser auch das integrale Verhaltnis zwischen Biomasse und Substrat wieder:
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— X- Xo
Yyis = S-S (Gleichung 2.15)

Somit lasst sich die Konzentration der Biomasse auch als Funktion der Restkonze n-
tration an Substrat ausdriicken:

X=X, +Y,s{S%-S)  (Gleichung 2.16)

Die Satzkultivierung ist in der Biotechnologie-Industrie immer noch das am
haufigsten angewandte Produktionsverfahren, da es verschiedene Vorteile besitzt:

Ein diskontinuierlich betriebener Ruhrkesselreaktor im Satzbetrieb weist nur
eine geringe Kontaminationsgefahr aufgrund der im Vergleich zu den anderen
Betriebsweisen kurzen Prozesslaufzeit auf. Die Investitions- und Betriebskosten sind
aufgrund eines einfacher strukturierten Aufbaus von Reaktor und der meist simpleren
Peripherie zum Teil erheblich niedriger als beim Zulaufverfahren und beim kontinu-
ierlich betriebenen Rihrkesselreaktor. Aufgrund der definierten Kultivierungszeiten
fur Satzbetriebe sind hohe Umsétze realisierbar (Schugerl, 1985).

Aus produktionstechnischer Sicht weist der Satzbetrieb aber auch Nachteile
auf: es entstehen lange, unproduktive Totzeiten durch das standig wiederkehrende
Beflllen, Sterilisieren, Entleeren und Reinigen des Reaktors. Durch das haufigere
Sterilisieren im Gegensatz zu langer andauernden Kultivierungsverfahren werden der
Reaktor und die in ihm befindlichen Sonden und anderen Baugruppen haufiger
thermisch stark belastet. Fiur jeden neuen Satzprozess miuissen neue Vorkulturen
angezogen werden, was ebenfalls einen zusatzlichen Zeitaufwand zur Folge hat.
Aufgrund eines oftmals niedrigeren Automatisierungsgrades bei ungeregelten
Satzbetrieben erhoht sich der personelle Aufwand bei Prozessfuhrung und -Uberwa-
chung.

Der semikontinuierliche Betrieb eines Rihrkessels mit Substratzufutte-
rung

Der semikontinuierliche Betrieb (Zulaufverfahren) eines Rihrkessels bietet die
Maoglichkeit, in demselben maximalen Arbeitsvolumen Vg wie im Satzbetrieb auf
Grund einer anderen Prozessfilhrung héhere Ausbeuten an Biomasse Xgr und / oder
Produkt Pr zu erzielen. Im Gegensatz zum diskontinuierlich betriebenen Rihrkessel
wird beim Zulaufverfahren die Kultivierung mit einem geringeren Volumen als im
Satzbetrieb gestartet. Ist der Zeitpunkt erreicht, an dem die Substratkonzentration
(Skr ® 0) fur das Wachstum der Organismen im Ruhrkessel limitierend wird, wird mit
einem Volumenstrom Vein Neues Substrat Sein; Oft in Form eines Konzentrates) in
den Fermenter gepumpt, wie in Abbildung 2.17 zu sehen ist. Der Zulauf von
frischem Medium / Mediumkonzentrat kann dabei auf unterschiedliche Weise
erfolgen:

Die Konzentration des elementaren, limitierenden Substrats (zumeist die
Hauptkohlenstoffquelle) im Ruhrkessel wird direkt Uber eine Sonde oder quasi
on-line Uber ein Fliel3-Injektions-Analyse-(FIA)-System (Nandakumar et al., 1999)
bestimmt. Bei Erreichen eines gewahlten Sollwerts an Substratkonzentration im
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Medium wird automatisch Uber eine vorgegebene Regelungstrategie neues Medium
zudosiert. On-line Messsonden und Analysensysteme gibt es derzeit aber nur fur
wenige Substrate wie Glucose und Glutamat (White et al., 1995).

Andere Parameter wie der Sauerstoffpartialdruck in der Fermenterlésung, die
Zusammensetzung des Luftgemisches im Abgasstrom eines Fermenters, der pH-
Wert der Fermentationsbrihe oder die Biomassekonzentration im Medium liefern
indirekt ebenfalls eine Aussage Uber den Substratverbrauch in der Nahrlésung. Da
diese Parameter on-line Uber geeignete Sensorsysteme (pO.-Elektrode, pH-
Elektrode, Tribungssonde oder in-situ-Mikroskope (Bittner et al., 1998) im Prozess
(in situ) und zeitnah (on-line) erfasst werden kénnen, kann die Regelung der Zufltte-
rungspumpe auch Uber die Signale dieser Sensoren erfolgen (Schmidt, 1998). Eine
Zufutterung wird dann aktiviert, wenn z.B. die Sauerstoffsattigung im Medium auf
Grund eines Nahrstoffmangels wieder ansteigt und ein vorgegebener Sollwert des
pO, erreicht wird (s. auch Programm unter 7.1) oder wenn die Triibungsmessung als
Mald fur die Biomassekonzentration im Fermenter einen zuvor festgelegten Wert
erreicht hat.

Die einfachste Methode der Zulaufkultivierung ist eine zeitgesteuerte Dosie-
rung von frischem Medium. Der Startpunkt der Zufutterung (s. Abbildung. 2.17,
tstart = t1) kann dabei z. B. anhand von Daten zuvor durchgefuhrter Satzprozesse
festgelegt werden. Der Startpunkt der Zufltterung ergibt sich aus den Wachstums-
kurven der Mikroorganismen, bei der sie im Satzprozess in die Ubergangsphase
gewechseln (s. Abbbildung 2.16). Ab dieser Phase wird die Wachstumsgeschwin-
digkeit der Mikroorganismen limitiert, weil sie durch die Substratkonzentration in der
N&hrlosung kontrolliert ist (s. oben). Die Startbedingungen fur die Satzprozesse und
die fur Satzphase der Zulaufkultivierung Xio satz = Xto, zulauf, Sto.satz = Sto,zulaut SOWi€e die
Fermentationsbedingungen (pH, Lufteintrag, Rihrerdrehfrequenz usw.) sollten fur
eine genaue Festlegung des Startzeitpunkts identisch sein.

_ﬂ
..... X.,
........ Biomasse Start Zulauf -
e IR Substrat Substrat  .-"
i} e
S St +
® Xu
c
(0]
N
.
o
X
P Sy S
T T T T T T T T T
t, ! 2
Zeit, t
Abbildung 2.17 Idealer Verlauf von Biomasse- und Substratkonzentration in einem halbkonti-

nuierlichen Rihrkessel mit Substratzufitterung
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Die Zufutterung frischen Mediums kann mit einem konstanten Volumenstrom
V erfolgen, der Volumenstrom kann aber auch linear oder exponentiell ansteigen, wie
in Abbildung 2.18 gezeigt.

Volumenstrom Substrat, V[ Lh*]

Abbildung 2.18 Darstellung der verschiedenen Volumenstromgradienten bei einer zeitgesteu-
erten Zufltterungsstrategie von frischem Substrat im Zulaufverfahren

Bei der Bilanzierung eines Zulaufverfahrens muss beachtet werden, dass ab
dem Zeitpunktt; (s. Abbildung 2.17) mit einem Volumenstrom Vej, frisches Substrat
(Sein) zu dem Startvolumen an Medium im Fermenter {Vrw) gelangt und so das
Arbeitsvolumen im Reaktor tber die Zeit zunimmt (Vg = Vrio + Vein®. Die Volumen-

zunahme muss bei der Bilanzierung der Biomasse und des Substrats beriicksichtigt
werden:

d(v, xx) d(Ve >8) _
#zvar\,vX und $=V>GO'VRXVV,S (Gleichungen 2.17, a + b)

Fur ein Wachstum nach Monod-Kinetik (s. Gleichung 2.12) und unter der Annahme,
dass Yxs (s. Gleichung 2.14) wieder konstant ist, lassen sich die Bilanzgleichungen
fur die Biomasse (Gleichung 2.18) und das Substrat (Gleichung 2.19) differentiell
wie folgt darstellen:

d(V,, xX) av, dX
(F;t =X dtR Ve TV X (Gleichung 2.18)

d(V, xs) _ _dVv, ds_ .
=S—R+V,—=ViS, -V,
d.t d.t R dt ein R

XX (Gleichung 2.19)

XIS

Bei einem konstanten Volumenstrom (V = konst.) ist die Veranderung des FlUssig-
keitsvolumens im Reaktor (Vgr) bekannt:
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Vi =Vgy, #VenX  (Gleichung 2.20)

Damit lasst sich die Bilanz der Biomasse nach Gleichung 2.18 auch schreiben als:

=im ——_xX (Gleichung 2.21)

Vorteile besitzt das Zulaufverfahren nicht nur auf Grund der oftmals héheren
Biomassekonzentrationen, die in dem gleichen Endarbeitsvolumen (Vr) des Reaktors
wie im Satzprozess erzielt werden kann. Mit einer geeigneten Zufltterungsstrategie
kénnen fur die Organismen optimierte Wachstums- und Produktbildungsablaufe in
der Zulaufkultivierung erreicht werden.

Die Nachteile des Zulaufverfahrens gegentiber dem Satzprozess liegen in
dem gesteigerten Aufwand durch die erforderliche, umfangreichere Steuerungs- und
Regelungsperipherie (Pumpen, Mel3sonden, Steuer- und Regelungssoftware) und
die damit verbundenen hdheren Investitions- und Betriebskosten im Vergleich zu
einem im Satzbetrieb gefuhrten Bioreaktor. Durch die langere Prozesslaufzeit erh6ht
sich aul3erdem das Risiko einer Kontamination mit Fremdkeimen.

Die kontinuierliche Kultivierung ohne Zellriickhaltung

Der Ablauf eines Fermentationsprozesses in einem kontinuierlich betriebenen
Ruhrkesselreaktor ohne Zellriickhaltung lasst sich in zwei Bereiche gliedern: in der
ersten, instationaren Phase lassen sich die Ablaufe mit denen eines diskontinuierlich
betriebenen Rihrkessels vergleichen. Zu einem definierten Reaktorvolumen Vg an
Nahrlésung wird zum Zeitpunkt tp ein Inokulum Xo gegeben. Das im Ruhrkessel
vorhandene Substrat Sg wird von der Biomasse umgesetzt, die Zellen wachsen und
vermehren sich und bilden ein Produkt.

Im zweiten Teil der Kultivierung, ehe das im Reaktor vorhandene Substrat
komplett umgesetzt worden ist (Sg = 0) und die Organismen die stationare Phase
vollstandig erreicht haben, fihrt man dem Fermenter mit einem definierten Volumen-
strom Ve, frisches, steriles Medium mit den Konzentrationen S = Sej, und Xein = 0 zu.
Gleichzeitig entzieht man dem Ruhrkessel mit einem gleich groRen Volumenstrom
Vaus Fermentationsbrihe aus dem Reaktor.

Vein =Vauss =V (GleiChUng 222)

Der Volumenstrom V sollte so justiert werden, dass der abgeflihrte Biomasse-
verlust Xas durch das Biomassewachstum im Fermenter ausgeglichen wird
(Xr/t=konst.). Diese Phase der kontinuierlichen Kultivierung, bei der die Biomase-
kontzentration im Reaktor (Xg) konstant gehalten wird, wird als stationarer Zustand
(engl. = steady state) oder auch als Chemostat (Mutzall, 1994) bezeichnet. Den Flul3
durch den Fermenter (V), bezogen auf das Arbeitsvolumen Vg, wird in der Biotech-
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nologie Raumgeschwindigkeit D (engl. = space velocity, oftmals auch Verdinnungs-
geschwindigkeit; engl. = dilution rate; s. Gleichung 2.23, a) genannt. Der Kehrwert

dieser Grol3e ist die Raumzeit (t) oder Verweilzeit (Gleichung 2.23, b), jene Grolie,
die vor allem in der Verfahrenstechnik verwendet wird:

_ Vv
D=Z- [h™] oder t == [h] (Gleichung 2.23 a und b)
Vv

Die Bilanz der Biomasse (X) im stationdren Zustand eines kontinuierlich betriebenen
Ruhrkessels kann durch die Gleichung 2.24 beschrieben werden:

dX
fx S5 =X -DX=0 ®  mX =DxX (Gleichung 2.24)

Die Biomassebilanzierung lasst sich damit vereinfachen zu Gleichung 2.25
und es ergibt sich die spezifische Wachstumsgeschwindigkeit (W der Kultur in der
stationaren Zustand des kontinuierlich betriebenen Bioreaktors direkt aus der
eingestellten Raumgeschwindigkeit (D) oder ihrem Kehrwert, der Raumzeit (t):

=METxx  (Gleichung 2.25)

Unter der Voraussetzung, dass aufgrund einer als ideal angenommenen
Durchmischung alle Flissigkeitselemente im Reaktor die gleiche Zusammensetzung
besitzen und so die Konzentrationen aller Stoffe wahrend des stationdren Zustands
im Reaktor konstant bleiben, erlaubt die Justierung von D (und damit auch die von ny
die gezielte Beobachtung physiologischer Phdnomene des untersuchten Organis-
mus' bei konstanten Bedingungen. So kénnen unter den stationdren Bedingungen
des Chemostaten die Einflisse einzelner Stellgrol3en wie z.B. der pH-Wert auf eine
Bodenbakterienkultur und die Auswirkungen dieser Millieuanderung auf die Produkii-
on bestimmter Metabolite (Nod-Faktoren) genauer beobachtet werden, da alle
anderen Parameter im Ruhrkessel nicht variieren.

Dieser Vorteil gegeniiber einem Satzprozess oder dem Zulaufverfahren muss
allerdings mit dem Nachteil erkauft werden, dass eine erheblich groRere Menge an
steriler Nahrlosung bereitgestellt werden muss, was diese Prozessfihrung erheblich
kostenaufwendiger gestaltet. Zudem dauert es bei der Kultivierung von Sinorhizobi-
um meliloti einige Tage, bis sich der stationdre Zustand im Reaktor eingestellt hat,
und damit erhdht sich die Gefahr von Kontaminationen auf Grund der langen Be-
triebsdauer. Eine weitere Voraussetzung fur vergleichbare Experimente ist eine hohe
genetische Stabilitat des eingesetzten Organsimus wéahrend der langeren Verfah-
renszeit.
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2.17 Die Aufarbeitung von Biomolekulen

Ziel eines Aufarbeitungsverfahrens von biotechnologisch hergestellten Pro-
dukten muss es sein, die gewinschten Stoffe in mdglichst wenigen Verfahrens-
schritten mit einer hohen Ausbeute und in einem kostenoptimierten Prozess zu
erhalten. Die Aufarbeitung von Wertstoffen aus einem Fermentationsprozess wird
oftmals dann erleichtert, wenn die produzierenden Mikroorganismen die gewlnsch-
ten Zielmolektle im Anschluss an deren Synthese in das sie umgebende Medium
sekretieren, wie es bei der Nod-Faktorensynthese durch Sinorhizobium meliloti
geschieht. Ein Aufbrechen der Zellen entfallt, um an die gewtinschten Produkte zu
gelangen. So enthalt bei Auswahl geeigneter Nahrlésungen und Fermentationsstra-
tegien die Fermentationsbriihe neben dem Produkt nur wenige verunreinigende
Bestandteile, die eine weitere Aufarbeitung erschweren. Nachteil des Ausschleusens
aus der Zelle in die Fermentationsbrihe sind aber die gro3e Volumina, in denen die
Zielsubstanz (oftmals nur in geringer Konzentration) vorliegt. Um das Aufarbeitungs-
verfahren fir sekretierte Substanzen 6konomisch zu gestalten, sollte deshalb als
erster sinnvoller Schritt die Aufkonzentrierung der Zielmolekile vorgenommen
werden.

Fur diesen Vorgang der Aufkonzentrierung gibt es in der Biotechnologie ver-
schiedene Verfahren (Chmiel, 1991). Bei einigen dieser Verfahren erfolgt zuvor die
Abtrennung der Produktlésung von Biomasse und Zelltrimmern mittels Zentrifugat-
on oder Querstrom-Ultrafiltration (Kohring, 1995b). Bei bekannter Grol3e der Zielmo-
lekile kénnen durch Auswahl von Filtermembranen mit entsprechender Ausschluss-
groRe bei letztgenannter Methode ein Groldteil an Verunreinigungen schon zurtck-
gehalten werden. Vorteil dieses Verfahrens ist die hohe Wiederverwendbarkeit von
Filtermembranen und eine Reduktion der Verunreinigungen um bis zu 80 % (Koh-
ring, 1995a).

Eine weitere Mdoglichkeit fur die Aufkonzentrierung besteht in der Flus-
sig/Flussig-Zweiphasen-Extraktion der Fermentationslosung, z.B. mit geeigneten
organischen Losungsmitteln. Bei diesem Verfahren wird der Effekt ausgenutzt, dass
sich das Zielprodukt im dem ausgewahlten organischen Loésungsmittel besser 10st als
in dem wassrigen Milieu der Fermentationsbriihe. Fir die Gewinnung der Nod-
Faktoren wurde dieses Verfahren angewendet, als Losungsmittel wurde n-Butanol
verwendet (Schultze et al., 1992, Roche, 1991). Mit diesem Verfahren konnte jedoch
nur eine Volumenreduktion um den Faktor 3 - 5 erreicht werden, und das Produkt
war noch stark verunreinigt.

In der biotechnologischen Verfahrenstechnik zur Aufarbeitung von Fermenta-
tionslosungen setzen sich in den letzten Jahren immer haufiger Verfahren durch, bei
denen die Wechselwirkungen zwischen einer festen Phase (Adsorbens) und dem in
einer Losung befindlichen Stoff (Adsorptiv) ausgenutzt werden. Die Adsorbens-
Phasen kénnen Membranen sein, die aufgrund ihrer speziell strukturierten oder
impragnierten Oberflachen eine hohe Affinitat zu den Zielmolekilen aufweisen
(Schmidt, L. et al., 1993). Oder es handelt sich um Partikel mit spharischer oder
unregelmafiger Geometrie, die zu der Losung gegeben werden, aus der das Ad-
sorptiv dann extrahiert werden soll (Schmidt, V. et al., 1993; Bartels et al., 1958).

Je spezifischer die Affinitat zwischen Adsorbens und Zielmolekdl ist, desto
weniger Verfahrensschritte im weiteren Aufarbeitungsprozess zum Erhalt eines
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reinen Produkts sind notwendig. Diese spezifische Affinitdt kann auch durch eine
reversible Modifikation des Adsorptivs erreicht werden. Mit der Ankopplung des
histidinreichen Fusionskomplements Hisactophilin aus dem Schleimpilz Dictyostelium
discoideum an das grin fluoreszierende Protein (GFP) konnte eine hohe spezifische
Bindung an Metallchelat-Adsorbenzien (Ni2+—NTA-Sepharose) erreicht werden
(Flaschel et al., 1998). Bei der Aufarbeitung von Fermentationsiiberstanden mit
Hisactophilin-GFP konnte so in einem einzigen Aufarbeitungsschritt mit Hilfe von
Metallchelat-Affinitatsadsorbern das Zielprotein in hoher Reinheit erhalten werden
(Wittler, 2000).

Beim Einsatz von Fest-Flissig-Zweiphasensystemen zur Extraktion von Nod-
Faktoren aus Kultur- oder Fermentationstberstdnden ergibt sich die besondere
Herausforderung durch die amphipathische Struktur der Nod-Faktoren mit den
hydrophoben (Cis-Fettsaure) und hydrophilen (Sulfat-, Acetatgruppen) Anteilen im
Molekulaufbau. Ein weitere Schwierigkeit liegt in der geringen Konzentration, mit der
die Nod-Faktoren von Slnorhlzoblum meliloti produziert und sekretiert werden, die
zwischen 0,03 g*_ - 0,06 g>L fur den Produktionsstamm Sm1021pEK327 im 24-h
Satzbetrieb liegt (Kohring, 1995a).

Spharische Adsorberharze

Als geeignetes Material zur Adsorption von Nod-Faktoren aus Kulturtiberstan-
den haben sich sphérische, lipophile Adsorberharze erwiesen (Ehrhardt et al., 1995).
Bei dlesen ersten Versuchen zur Aufkonzentrierung von Nod-Faktoren wurden
40 g>L eines Poly- (Styrol/DwmbeenzoI) Copolymers verwendet (Bio-Beads SM16:
spezifische Oberflache 300 m? >g , PorengroRe 9 nm, GroRRenverteilung der Harzk u-
geln 0,3 - 1,18 mm). Das Material wurden zu einem zentrifugierten Kulturiberstand
von Sinorhizobium meliloti gegeben und dieser Ansatz fur vier Stunden gerihrt. Die
anschlieRende Elution der adsorbierten Nod-Faktoren vom Harz erfolgte mit Metha-
nol.

Auch bei den Adsorberharzen der Bezeichnung Amberlite® XAD von
Rohm & Haas (Philadelphia, USA) handelt es sich um Copolymere aus Poly-
Styrol/Divinylbenzol. Die aus Nanopartikeln gepressten, kugelférmigen Harzperlen
des Typs XAD-2 pract. (Abbildung 2.19) besitzen eine Gréfl3enverteilung im Durch-
messer von 0,30 mm bis 0,84 mm. Die spezifische Oberflache von XAD 2 pract. ist
330 m*g™. Die durchschnittliche Porengrolie liegt bei 9 nm. Amberlite® XAD-2 pract.
wird seit Jahrzehnten in verschiedensten Prozessen eingesetzt. Die Anwendungen
reichen von der Aufkonzentrierung von Aromastoffen aus Weinen und Gewirzen
(Zhou et al., 1996, Menon, 2000), der Extraktion von nutzbaren Verbindungen aus
Mikroalgenbiomassen fur Pharmazie und Lebensmittelindustrie (Schulze, 2000) tber
die Extraktion von Edelmetallionen aus wassrigen Lésungen mit Hilfe von impra-
gniertem Amberlite® XAD-2 pract. (Villaescusa et al., 1997) und der Extraktion von
Humus-Substanzen aus Torfmoor- und Seewasser (Hejzlar et al., 1994, Lepane,
1999) bis zu Anwendungen in der Medizin zur Adsorption toxischer Substanzen aus
dem Blut (Derzsiovaet al., 1999; Mydlik et al., 1997).

Auch bei der Isolierung und Extraktion glykosidischer Verbindungen wurde
Amberlite® XAD-2 pract. bereits eingesetzt. So konnten mit dem Adsorberharz
glykosidisch gebundene Aromakomponenten aus dem Fruchtmark der Dattelpflaume
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extrahiert werden (Morales et al., 2000). Ebenso wurden mit Hilfe von Amberli-
te® XAD-2 pract. glykosidische Vorstufen von Aromaverbindungen aus Ingwer
isoliert, die in den Pflanzenwurzeln synthetisiert werden (Sekiwa et al., 1999).

-_

erle Aininalredies £5 auf gebrochene KadZ-Harzperle

Abbildung 2.19 Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Amberlite® XAD-2 pract. Harzper-
len. A) In der Mitte des Bildes ist eine aufgebrochene Harzkugel zu sehen.
Der weil3e Balken am rechten unteren Bildrand entspricht einer Lange von
300 mm. B) Innere Struktur einer Amberlite® XAD-2 pract. Harzkugel (Lange
weil3er Balken = 30 nm)

Die Wirbelschicht-Adsorptionskolonne

Eine Mdglichkeit, die Prozesszeit eines Aufarbeitungsverfahrens zu verklrzen,
ist die Integration des Aufkonzentrierungsschritts des Zielproduktes in die Kultivie-
rungsphase eines Fermentationsprozesses (Born et al., 1996). Die einfachste
Mdglichkeit besteht dabei in der Zugabe des Adsorbens zur Fermentationslésung.
Um aber die im Anschluss an die Fermentation anstehende Trennung von Harz,
Kulturiberstand und Bakterienzellen fir die weitere Aufarbeitung zu erleichtern, ist
eine raumliche Trennung zwischen Harzperlen und Rihrkesselreaktor aus prozess-
technischen Uberlegungen vorteilhaft (Breccia et al., 1999). Bei einer hohen Fragilitat
von sphérischen Harzperlen, wie bei Amberlite® XAD-2 pract. in Abbildung. 2.19, A
zu sehen, ist eine raumliche Trennung von Adsiorbens und Reaktor aufRerdem
deshalb sinnvoll, weil damit das Harz vor den mechanischen Kraften des Riuhrorgans
im Bioreaktor geschiitzt und so ein Auseinanderbrechen der Partikel verhindert wird.
Technisch umgesetzt werden kann dies durch die Ankopplung einer separaten
Adsorptionskolonne an den Fermenter, in die das Adsorberharz geflllt wird. Eine
solche Anordnung ist in Abbildung 2.20 dargestellt. Die Fermentationsflissigkeit
wird z. B. mit Hilfe einer, die Bakterienzellen schonenden, Schlauchpumpe durch die
Extraktionskolonne gefordert. Nach Ende des Fermentationsprozesses kann die
Reinigung der Harzperlen von Resten der Fermentationsbriihe und die Elution der
Zielprodukte direkt in der Saule erfolgen.
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Bei der Adsorptionskolonne muss je nach technischer Auslegung der Appa-
ratur zwischen verschiedenen Betriebsarten unterschieden werden. Eine Saule,
deren Innenvolumen aus einem dicht gepackten Bett verschieden grol3er Partikel
besteht und die von unten nach oben mit einem Fluid mit der Volumenstromdichte v
angestromt wird, wobei die Lage der Harzkugeln sich nicht verandern kann, wird als
polydisperse Schittung oder Festbett (engl.= fixed bed) bezeichnet. Beim Durch-
stromen einer Adsorptionskolonne im Festbettbetrieb mit einer Fermentationslésung
muss bertcksichtigt werden, dass es in den vorhandenen Totraumen der Schittung
Ablagerungen von Mikroorganismen und / oder Zellfragmenten in der Kolonne
kommen kann. Dies fuhrt zur Abreicherung der Bakterien in der Fermentationslosung
und ruft letztendlich eine Verstopfung der Saule hervor (Wittler, 2000). Aus diesem
Grund sind fur die Extraktion von Stoffen aus Losungen mit Mikroorganismen oder
Zellen Verfahren geeigneter, in denen eine Schittung expandieren kann (Thdmmes
et al., 1995; Callewaert et al., 1999 und Hu, et al., 2000).

Bioreaktor )
/—\'\ )
? A
Hpnll —

e » | Adsorptions-
& o a8
a @

kolonne
[ ] amsa

Schlauch-
pumpe

Abbildung 2.20 Schematische Darstellung eines Versuchsaufbaus zur Fermentation mit
paralleler Extraktion (Bypass) von Stoffen aus einer Fermentationslésung

Ist die Volumenstromdichte der mobilen Phase v bei der Durchstromung der
Séule von unten nach oben gréRer als die Lockerungsgeschwindigkeit u., und besitzt
die Saule Uber der Schittung ein Freivolumen, dann fluidisiert die zuvor fest ge-
packte Schittung und die Partikel verteilen sich in einem gréReren Volumen in der
Saule. Diese Betriebsweise der Adsoprtionskolonne wird expandiertes Bett, Flie3bett
(engl.= fluidized bed) oder auch Wirbelschicht genannt. Die Expansion der Wirbel-
schicht f wird durch das beobachtbare Verhéaltnis der Festbetththe (hg) zur Hohe der

Wirbelschicht in der Saule (h) wiedergegeben:

f :E (Gleichung 2.26)
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Der Luckengrad eder Wirbelschicht ergibt sich aus der Bilanz des Adsorbens:

1- &
h(-&)=hl-€e) pzw. f ~“1.e (Gleichungen 2.27 a +b)
Mit & = Lickengrad des Festbetts
Umgeformt wird daraus erhalten:
_,. 18 _,. hih-h
e=1- —¢  oder e=1- % (Gleichung 2.28, a + b)

Je nach Volumenstromdichte v ergibt sich in der Wirbelschicht ein relativer
Luckengrad e zwischen den Partikeln von & » 0,4 (Wert fur eine regellose Kugel-
schittung) und e < 1 (Mersmann, 1986). Erreicht die Volumenstromdichte v des
verwendeten Fluids die sog. Austragsgeschwindigkeit uy und nimmt damit der
Lickengrad enach den Gleichungen 2.29 a + b den Wert 1 an:

v=u, P e=1 (Gleichungen2.29a+b)

so werden die Partikel aus der Saule ausgeschwemmt, wenn der Austritt der Partikel
am Saulenausgang nicht durch geeignete Materialien wie Kunststoffgaze oder
feinmaschige Edelstahldrahtgewebe verhindert wird. Faktoren, die die Expansion
einer Schittung beeinflussen kénnen, sind zum einen die Stoffeigenschaften des
Adsorbens wie die Dichte und der Partikeldurchmesser (Wright et al., 1999), die ide
Fallgeschwindigkeit (ut) der Adsorbenskoérner in der Saule bestimmen. Andererseits
wird die Expansion der Wirbelschicht auch durch die Leerrohrgeschwindigkeit (u) und
die Viskositat des Fluids () (Nesbitt et al., 1998) bestimmt. Den Zusammenhang
dieser Grol3en stellt die Beziehung von Richardson und Zaki (Richardson et al.,1954)
in Gleichung 2.30 dar:

n_ U
€ h (Gleichung 2.30)

.
Mit n = Richardson-Zaki-Koeffizient. Der Koeffizient ist von den hydrodynamischen
Bedingungen abhangig. Richardson und Zaki erhielten fur Partikel mit einem Durch-
messer dp > 100 mm bei verschiedenen Viskositaten des Mediums folgende Bezie-

hung (Gleichung 2.31):

d
n:4,65+19,5><D—'°® (Re < 0,2) (Gleichung 2.31)

S

Die Fallgeschwindigkeit ur kann aus der Stokes Gleichung (Gleichung 2.32; Karau
et al. 1997) ermittelt werden:

Uy = - (Gleichung 2.32)
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2.18 Die Adsorption
Die Grundlagen der Adsorption

Da die Adsorption ein freiwillig ablaufender Vorgang ist, erfordert sie nach der
Gibbs-Helmholtz-Gleichung (Gleichung 2.28) (Becker et al., 1990) ein negatives
Vorzeichen der freien Reaktionsenthalpien:

DGads = DHads -T >1DSads <0 (GleiChung 233)

Wenn Adsorptivmolekile bei der Adsorption in einem relativ geordneten Zu-
stand an der Adsorbensoberflache fixiert werden, entspricht dies im Allgemeinen
einem negativen Wert bei der Adsorptionsentropie (DBa4s < 0). Damit folgt aus
Gleichung 2.28, dass Adsorptionsprozesse fast stets exotherm verlaufen (CHags < 0)
(Kimmel et al., 1990). Adsorptionsvorgédnge, die wie bei der Adsorption der Nod-
Faktoren an Amberlite® XAD-2 pract. auf van-der-Waals‘schen Wechselwirkungen
(Dipolkrafte, Dispersionskrafte, Induktionskraften) beruhen, bezeichnet man dabei als
Physisorption oder physikalischer Adsorption. Die Wechselwirkungsenergien errei-
chen bei der Physisorption nur selten Energiebetrage von > 50 kJxnol~. Da, wie
oben beschrieben, die Adsorptionsvorgange in der Regel exotherm verlaufen, nimmt
die adsorbierte Stoffmenge entsprechend dem Le Chatelier'schen Prinzip in diesen
Prozessen mit steigender Temperatur ab. So konnte Grzegorczyk (Grzegorczyk et
al., 1996) zeigen, dass bei der Adsorption von Phenylalanin an Amberlitea XAD-4,
einem chemisch identisch aufgebauten Adsorberharz zu Amberlite® XAD-2 pract. mit
einer groReren spezifischen Oberflache (750 ng'l), die Beladung um nahezu 50 %
reduzierte wurde, wenn in den Versuchen die Temperatur von +4°C auf +50°C
erhoht wurde.

Das Adsorptionsgleichgewicht

Um Adsorptionsvorgange in einer Wirbelschicht zu beurteilen, sind die Be-
trachtung des Adsorptionsgleichgewichtes, einer Anwendung der klassischen
Thermodynamik auf die Adsorption und der Adsorptionskinetik, die den zeitlichen
Verlauf der Bindung des Adsorptivs an das Adsorbens beschreibt, von entscheiden-
der Bedeutung. Fiur Systeme, bei denen eine Komponente (Nod-Faktoren) an ein
Adsorbens (Amberlite® XAD-2 pract.) bindet, kann der Vorgang der Adsorption als
Gleichgewichtsreaktion dargestellt werden:

k
NF  + XAD — ——= NF-XAD (Gleichung 2.34)

I(des

(CnE) (cLy) (CLb)

mit kags = Geschwindigkeitskonstante der Adsorption, kges = Geschwindigkeitskon-
stante der Desorption, cye = Konzentration der Nod-Faktoren in der Losung,
cLf: Konzentration freier Liganden beim Harz, c_, = Konzentration der Liganden, die
Nod-Faktor-Moleklle gebunden haben. Der Gleichgewichtszustand ist erreicht, wenn

gilt:
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dc
d;’b = Kags X 7€ ¢ = Ky X, =0 (Gleichung 2.35)

Bezogen auf die Beladung bedeutet dies:

dc,, &V 0 @, o
2 =Ky T X - 0, )0 Kyeb—>>0, =0 i
d = Ko e G X, qb)H iy "t (Gleichung 2.36)

mit gm = Beladungskapazitdt des Harzes, q, = Konzentration belegter Platze,
Vs = Gesamtvolumen des Adsorbens (inklusive Poren), Vp: Gesamtporenvolumen
des Adsorbens

Die Konstante fir das Adsorptionsgleichgewicht K ergibt sich mit der Restkonzentra-

tion an Nod-Faktoren in der L6sung im Gleichgewicht (Cnreq) und der Beladung des
Harzes im Gleichgewicht (Qp,eq) zU:

K = ads — qbﬁq
kdes (qm' qb,eq)xCNF,eq

(Gleichung 2.37)

Das Beladungsverhaltnis im Gleichgewicht (f ¢q) lasst sich beschreiben durch:

f — qb,eq — CNF eq _ K >CNF eq

= Gleichung 2.38
e 9. i ‘e 1+ KTy o ( g )
K NF .eq

Die Gleichung 2.38 beschreibt eine Sattigungsfunktion, die als Langmuir-
Isotherme (s. Abbildung 2.20) bezeichnet wird und deren Funktion analog zur
Gleichung von Michaelis-Menten, bzw. zu der von Monod ist (s. dazu auch Glei-
chung 2.3). Der Kehrwert der Gleichgewichtsadsorptionskonstanten (1/K) ergibt sich
aus dem zugehdrigen Wert der Gleichgewichtskonzentration an Nod-Faktoren (Cnr,eq)
bei halomaximaler Sattigung der Liganden des Harzes (Opb,eq / 2).
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Caphalosporin/XAD-16 isotherm, pH 3, 20°C.
Abbildung 2.20 Adsorptionsisotherme von Cephalosporin an Amberlite® XAD-16 ( aus Yang
et al., 1999)
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Als besonders geeignet fur die technische Anwendung erweisen sich nach
den oben dargestellten Gleichungen somit Systeme von Adsorbens und Adsorptiv,
deren Isothermen eine starke positive Anfangssteigung aufweisen (® K = hohe
Werte), wie es z. B. bei der von Ma (Ma et al., 1996) beschriebenen Adsorption von
Dichlorphenol und Dimethylphenol an Aktivkohle der Fall ist.

Die Kinetik der Adsorption

Um die Kinetik der Adsorption von Nod-Faktoren an eine adsorptive Matrix wie
Amberlite® XAD-2 pract. zu beurteilen, wurden in dieser Arbeit Experimente basie-
rend auf dem Modell eines Differenzialkreislaufadsorbers, wie er von Kimmel
(Kimmel et al., 1990) beschrieben wird, durchgefihrt. Dabei wird das Losungvolu-
men (V), in dem das Adsorptiv enthalten ist, kontinuierlich durch eine separat
angeordnete Adsorptionskolonne mit der Adsorbensmasse (ma) gepumpt. Die
Losung, die am Ausgang der Saule austritt, wird in das Reservoir zurlickgefuhrt. Zu
definierten Zeitpunkten wurden dem Losungsreservoir des Versuchsaufbaus Proben
entnommen, und die Konzentration der darin enthaltenen LCOS zum Zeitpunkt t (cy)
bestimmt. Die Differenz dieses Werte zu der Ausgangskonzentrationen an Nod-
Faktoren bei Start des Experiments (o), multipliziert mit dem Quotienten aus V/ma
ergibt dann die Beladung der lipophilen Harzkugeln mit Nod-Faktoren zum Zeitpunkt
t (qi), wie in Gleichung 2.39 dargestellt. Dies gilt unter der Voraussetzung, dass die
im Reservoir nicht mehr nachweisbaren Nod-Faktoren vollstandig an das Adsorber-
harz gebunden haben.

v
6 =—(c-¢)  (Gleichung 2.39)
A

Die Darstellung der Adorptionskinetik kann in Form zweier Grafiken erfolgen,
bei der entweder die Konzentration des noch in der Reservoirlésung befindlichen

Adsorptivs (c) oder die Beladung (q) als Funktion der Zeit (f(t)) aufgetragen wird, wie
in Abbildung 2.21 ,a +b gezeigt:

b)
a) Qo

Abbildung 2.21 Kinetische Kurven eines Adsorptionsprozesses mit der Wiedergabe eines
Konzentrations-Zeit-Verlaufs (a) und einem Beladungszeit-Verlauf (b)
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Modelle zur Beschreibung der Adsorption

Der zeitliche Ablauf eines Adsorptionsprozesses von einem Substanz (Nod-
Faktor) aus einer als ideal durchmischt geltenden Losung (wassrige Lésung) an
einen Feststoff (poréses, spharisches Harz) kann nach dem in Abbildung 2.22

dargestellten Modell grundséatzlich in drei Schritte gegliedert werden:

1) Der erste Schritt ist die Diffusion des Adsorptivs vom aul3eren Bereich des
Grenzfilms, der sich um die Adsorbenspartikel bildet, an den Rand des Adsor-
benskorns (&ulRerer Stofftransport, Filmdiffusion)

2) Der zweite Schritt umfasst die Vorgange, die den Transport des Adsorptivs ins
das Innere des pordsen Adsorbenskorns (Korndiffusion) durch die Diffusion in
der Porenflussigkeit (Porendissusion) und / oder durch die Diffusion im adsor-
bierten Zustand entlang der inneren Oberflache (Oberflachendiffusion) be-
schreiben (innerer Stofftransport)

3) Der eigentliche Vorgang der Adsorption / Desorption ist durch die energet-
schen Wechselwirkungen der Adsorptivteilchen mit den aktiven Zentren der
Adsorbensoberflache gekennzeichnet (Komplexbildung)

—— Grenzfiim

| frefe Lisung

Abbildung 2.22 Modell fur die Adsorption eines Stoffes an ein poroses Adsorberkorn. cp:
Konzentration des Adsorptivs in der freien Lésung, c,: Konzentration des Ad-
sorptivs am Kornrand, r: Radius; rx: Radius des Adsorbens-Korns, d Grenz-
filmdicke; g: Beladung ng: molare Stoffstromdichte in der Flissigkeit; ng: mola-
re Stoffstromdichte im Korn, t: Zeit

Bei der Betrachtung von Adsorptionsvorgdngen werden in der Regel als ge-
schwindigkeitsbestimmende Schritte der Adsorption nur die Punkte 1 und 2 angese-
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hen, da der dritte Teilschritt im Vergleich zu 1 und 2 bei vielen Adsorptionsvorgangen
gewohnlich sehr schnell ablauft.

Wahrend die Filmdiffusion durch die hydrodynamischen Verhaltnisse, die im
Reaktor vorliegen, beeinflusst werden kann (Thémmes et al., 1995), ist der Stoff-
transport im Adsorbenskorn unabhangig von diesen hydrodynamischen Verhéltnis-
sen. Einen Einfluss sowohl auf die Filmdiffusion als auch auf die Porendiffusion
besitzt allerdings der Kornradius, da er tber die Veranderung der Stoffaustauschfla-
che und den Diffusionsweg auf die Transportvorgange einwirkt (Karau et al., 1997).

Der Transport eines Stoffs im Adsorbenskorn (innerer Stofftransport) wird in
der Regel parallel sowohl durch die Porendiffusion als auch durch die Oberflachen-
diffusion bestimmt (Yoshida et al., 1994; Ma et al.,, 1996; Yang et al., 1999), die
jeweiligen Anteile dieser Phanomene lassen sich nur schwer voneinander trennen.
Zur Vereinfachung wird fur die Erstellung eines kinetischen Modells des Stofftrans-
ports einer der beiden Mechanismen als dominant angenommen.

Die Filmdiffusion

Wie in Abbildung 2.22 zu sehen, wird fir das Modell der Filmdiffusion ange-
nommen, dass die Konzentration des Adsorptivs in unmittelbarer Nahe der aul3eren
Oberflache des Adsorbenskorns niedriger ist als in der freien Lésung. Dies gilt aber
nur, so lange sich ein Gleichgewichtszustand noch nicht eingestellt hat. Fur den
Stofftransport wird ein linearer Konzentrationsgradient angenommen, der sich tber
die Grenzschicht der Dicke d ausbildet und als treibende Kraft des Stofftransports
wirkt. Fur die molare Stoffstromdichte (ng, Stoffstrom pro Einheit der &aufReren
Partikeloberflache) gilt nach dem 1. Fickschen Gesetz:

x 1 dn_ dc
. _KXE_ -D, “id  (Gleichung 2.40)

mit D Diffusionskoeffizient des Sorptivs in der wassrigen Phase

Der Gradient lasst sich unter den angenommenen Bedingungen durch Gleichung
2.41 beschreiben:

dc_¢, - ¢
&z d_ (Gleichung 2.41)

Damit lasst sich die Bilanz des &aul3eren Stofftransports nach den Gleichungen
2.40 + 2.41 auch ausdrucken als:

dn D
i FLXAS {c, - Cq) (Gleichung 2.42)

Unter der vereinfachenden Abnnahme, das das existierende Porenvolumen in
der Bilanz vernachlassigt werden kann, ergibt sich mit dem Stoffibergangs-
koeffizienten kg:

— DL
Ke g (Gleichung 2.43)

-58 -



2 Theoretischer Hintergrund

die folgende Gleichung:

N %= ke XA - ¢) pwz. ex ke {c, - ¢.) (Gleichung 2.4, a + b)

wobei fur die fur die volumenbezogene Oberflache ay gilt:

3m, _ 3, _
AR (Gleichung 2.45)

_As
ay V.
mit Vr = Leervolumen der Adsorptionskolonne

Bezogen auf das relative Lickenvolumen (€ nach Gleichung 2.46:

e= _VR - VA -1 VA .
A A V. (Gleichung 2.46)

<|<

ergibt sich somit folgender Zusammenhang ftr ay:

6
=—4-€  (Gleichung 2.47)
K

Die Porendiffusion

Fur ein spharisches Adsorbenskorn, wie es in Abbildung 2.22 skizziert ist,
und fur das eine homogene Verteilung der Adsorptionsplatze (Liganden) angenom-
men wird, setzt sich im stationaren Zustand die Bilanz im Porenraum des Adsorbens-
partikels aus der Bilanz des diffundierenden Adsorptivs und der Bilanz der Wechsel-
wirkungen zwischen den Liganden des Korns und den Adsorptivmolekilen zusam-
men. Unter der Betrachtung einer differentiellen Schale des Adsorbenskorns bedeu-
tet dies nach dem 1. Fickschen Gesetz:

e 0 0

dc 0 & dc S
g' D Xaﬂl-pxra - g' D XEX‘]pxrzﬂwr = 1y 005 X400 * r (Gleichung 2.48)

oder anders geschrieben:

é, dc , dc, u
D ar© x— - rEx—|
effgr dt r+dr dr|rH_ ) i -
ar =" Myas  (Gleichung 4.49)

mit Deis = Effektiver Diffusionskoeffizient des Adsorptivs im Adsorbenspartikel und
¢ = Konzentration des Adsorptivs an der radialen Position des Korns r. Die Reakti-
onsgeschwindigkeit der Adsorption / Desorption r'y, ags l&sst sich analog zu Glei-

chung 2.30 durch folgenden Ausdruck wiedergeben:
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. _ dc . é Cpu
MV ads =~ e = Kags %Cne 2T ¢ - Koes X = kadschF T g % K U (Gleichung 4.50)
u

Dabei ist aber zu beachten, dass die hier verwendeten Konzentrationen sich auf die
jeweilige radiale Position im Adsorbenspartikel beziehen.

Betrachtung eines diskontinuierlichen Adsorptionsprozesses (Adsorpti-
onsreaktion geschwindigkeitsbestimmend)

Dargestellt werden soll der Fall, dass der eigentliche Adsorptionsvorgang ge-
schwindigkweitsbestimmend ist. Fur diesen Fall wird die Annahme getroffen, dass
sich eine Menge np mol an Nod-Faktoren zu Beginn des Adsorptionsprozesses in
einer Losung befindet. Die Nod-Faktoren sind bei dieser Betrachtung gleichmafidig im
gesamten verfugbaren Flissigkeitsvolumen V| verteilt. Das lipophile Adsorberharz
Amberlite® XAD-2 pract. besitzte eine Beldungskapazitat gm,. Fir die Angfangskon-
zentration an Nod-Faktoren gilt dann:

n
Co :70 (Gleichung 2.51)
|

Die Adsorptionskinetik wird durch folgende Formel beschrieben:

dc V
il >CNF>%V—>(qm qb K %520, (Gleichung 2.52)

P

wobei cye die Konzentration der Nod-Faktoren und g, die Konzentration der belegten
Platze im lipohilen Harz wiedergibt. Die allgemeine Bilanz:

dc ., dg
\ % _VSE (Gleichung 2.53)

ergibt fur die Kalkulation der Beladung:

dg _Vs dc
E_\/_XE (Gleichung 2.54)
P

Mit den Anfangsbedingungen cng = Co und gp = 0 bei t = 0 lasst sich diese Bilanz
numerisch integrieren. Ansonsten wird aus der allgemeinen Bilanz erhalten:

V.
Ve, - €)=VsXd  oder €=C- V—S"q (Gleichungen 2.55, a + b)
p

Damit lasst sich letztendlich die Beladungsgeschwindigkeit rags wie folgt ermitteln:

dg _ Vg IV

rads=a—V—P kA éc -—>q >(qm ) E(Glelchun9256)
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3 Material und Methoden

Die Mehrzahl der in dieser Arbeit vorgestellten Experimente wurden am
Lehrstuhl fur Fermentationstechnik der Technischen Fakultat, Universitat Bielefeld
durchgefuihrt. Die kontinuierlichen Kultivierungen von Bodenbakterien in
Minimalmedium bei variierenden pH-Werten und ein Teil der Experimente zur
Kultivierung von s&uretoleranten Sinorhizobien in Melassemedien erfolgten im
Rahmen des von der EU geférderten Forschungsprojektes ,Improvement of
Symbiosis Between Rhizobium meliloti and Alfalfa in Acid Soils of Argentina and
Uruguay® an den Fakultaten fir Biochemie und Molekularbiologie fir
Fermentationstechnik der Universidad Nacional de La Plata, Republica Argentina.

Bei allen Experimenten, in deren Rezeptur Wasser angegeben ist, wurde
entweder Reinstwasser aus einer Seralpur-Anlage Pro 90 CN (Bielefeld,
Deutschland) oder zweifach destilliertes Wasser (La Plata, Argentina) verwendet.
Nur fur Fermentationen im 30 L Mal3stab wurde desionisiertes Wasser aus einer
Umkehrosmoseanlage der Hausversorgung entnommen.

Die Listen mit den in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien,
Verbrauchsmaterialien, Geraten und Programmen sind im Anhang aufgefuhrt.
3.1 Verwendete Bakterienstamme und Plasmide

Bakterienstamme

In dieser Arbeit wurden vier verschiedene Bodenbakterienstamme der Art

Sinorhizobium meliloti verwendet. Ihre wichtigsten Eigenschaften sind in der
Tabelle 3.1 zusammengefasst.

Tabelle 3.1 Auflistung der in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstamme und ihre wichtigsten
Eigenschaften

Stammbezeichnung Eigenschaften Herkunft und
Referenz

Sinorhizobium meliloti

S. meliloti 2011 Derivat des Wildtyps Australien,

S. meliloti SU47, Nod™, Fix" on (Meade et al. 1979)
Medicago sativa, Sm’, geringere
Schleimbildung, Melanin

S. meliloti CE 15 Nod", Fix" on Medicago sativa, Uruguay,

Sm’, Melanin’ (Del Papa et al., 1999)
S. meliloti LPU 63 Nod®, Fix" on Medicago sativa, Argentinien,

Sm’, Melanin® (Del Papa et al., 1999)
S. meliloti 1021 pEK327 |Sm", geringere Schleimbildung, Frankreich,

Derivat des Wildtyps SU47; (Schultze et al., 1992)

Melanin’, enthélt Cosmid-Vektoren
mit nod-Genen zur
Uberproduktion von Nod-Faktoren
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Das Plasmid pEK327

Um eine starke Uberexpression der Nodulationsgene in Sinorhizobium meliloti
zu erreichen, wurde eine genomische Bibliothek des Stamms S. meliloti AK631
(Banfalvi et al., 1989) mit dem Cosmid-Vektor pLAFRI (Friedman et al., 1982)
angelegt. Die Cosmide wurden in den Stamm JM57 eingefuhrt, ein Derivat des
Stamms JM57, dem der nod-Repressor fehlt und der eine nodC-lacZ Fusion auf dem
Megaplasmid pSym-a tragt (Kondorosi, E. et al., 1989). Die b-Galactosidase-Aktivitat
aller Transkonjuganten wurde bestimmt. Der Stamm mit dem Plasmid pEK327 aus
Abbildung 3.1 wies bei den Tests die hdchste Aktivitat auf. Dieses Cosmid wurde
dann wiederum in den Stamm S. meliloti 1021 (Meade et al., 1982) eingebracht.
Schon mit 1.000-fach niedriger dosierten, sterilen Kulturiberstanden vom Stamm
S.meliloti 1021pEK327 konnten beim Wurzelhaarverformungstest (Root Hair
Deformation Assay = rhd) im Gegensatz zu dem Cosmid freien Sm1021 Reaktionen
an den Wurzelhaaren beobachtet werden. Dies lasst auf eine um den Faktor 1.000
hohere Produktion an Nod-Faktoren schlieBen. Das Plasmid ist abgeleitet vom
Klonierungsvektor pRK290 (23,1 kb grof3; Ditta et al., 1980), in den ein 1,6 kb grolRes
Bgl II-Fragment mit einer | -cos site (Gen-Kassette flr das Verpacken des Plasmids
in | -Phagenkopfe) integriert wurde.

Ll

P(EK327)

45200 bps

Abbildung 3.1 Genetische Organisation des Cosmid-Vektors pEK327. bps: Basenpaare; rlx
relaxation complex site (Gen fir konjugative Mobilisierung; Startpunkt des Plasmid-
Transfers); Tc: Tetrazyklinresistenz-Genkassette; cos: | -cos site; D3, syrM, H,E,F,G,
QP: regulatorische und Wirtsspezifitdt vermittelnde Nodulationsgene von S. meliloti
(s. Abbildung 2.8); Bglll, BstEll, EcoRI, Sall, Smal: Schnittstellen fir die
gleichnamigen Restriktionsendonukleasen
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3.2 Verwendete Nahrstofflosungen
Melassen

Fur die Experimente mit Melassemedien wurden finf eingestellte
Handelsmelassen (@75 % Trockenmasse; Begriff Handelsmelassen s. Thier, 1996)
aus vier Landern verwendet, die in Tabelle 3.2 aufgefuhrt sind. Die
Zuckerrohrmelasse aus Brasilien wurde fur diese Arbeit freundlicherweise vom
Institut fir Zuckertechnologie in Braunschweig zur Verfigung gestellt, alle anderen
Melassen wurden als Proben direkt von den Herstellern geliefert. Die
Zusammensetzungen von Zucker- und Nichtzuckerstoffen in Rohr- und
Riubenmelassen ergeben sich aus den Tabellen 2.2 und 2.3 im theoretischen Teil.
Quantitative Abweichungen einzelner Melasse-Inhaltsstoffe in den jeweiligen
Chargen der in dieser Arbeit verwendeten Handelsmelassen von den in den Tabellen
angegebenen Durchschnittswerten liegen nach Analysen des Instituts fir
Zuckertechnologie in Braunschweig zwischen 1 % und 2 % (Dr. Thielicke, Institut fur
Zuckertechnologie, Braunschweig, pers. Mitteilung). Die in dieser Arbeit verwendeten
Melassen wurden bei +4 °C gelagert.

Tabelle 3.2 Produktionsort, Herstellungsjahr, verwendeter Pflanzenrohstoff, Farbe, pH-Werte und
Osmolalitaten der in dieser Arbeit verwendeten Melassen. Grau unterlegt ist die Zeile,
in der die Zuckerriibbenmelasse aus Lage aufgefiihrt ist, mit welcher der Uberwiegende
Teil der Kultivierungsexperimente und alle Fermentationen durchgefiihrt wurden (bei
Verwendung anderer Melassen ist dies in der Beschreibung der Versuche vermerkt).

Land Herstell./ | Produk- |Pflanze |Farbe pH-Wert Osmolalitat
Region tions- einer einer einer
jahr 20 gt t-|20gxt-  |[20gxt-
Losung |L6sung Lésung in
osmol/kg
Argentinien | PROIMI /| 1996 Zucker- Dunkel- |6,03 0.069
Tucuman rohr braun
Brasilien - /11986 Zucker- Fast 5,32 0.068
Pernam- rohr schwarz
buco
Deutschland | Pfeiffer &|1996 Zucker- Hell- 7,56 0.070
Langen, ribe braun
Lage /
OWL
Deutschland | Pfeiffer &|1996 Zucker- Hell- 8,72 0.086
Langen ribe braun
Elsdorf /
Rheinl.
Uruguay -/ Artigas | 1996 Zucker- Dunkel- |5,28 0.063
rohr braun
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Nahrstofflosungen / Medien

Trypton-Extrakt-/-Hefeextraktmedien (TY-Medium)

TY-Medium: 59 Trypton-Extrakt
39 Hefeextrakt
049 CaCl,
10-fach-Konzentrat TY-Medium: 509 Trypton-Extrakt
30g Hefeextrakt
49 CaCl,

mit desionisiertem Wasser auf einen Liter auffullen, mit 10 % HPO4 oder 2N KOH
auf pH 6,8 einstellen und bei +121 °C und 1,5 bar fir 20 min autoklavieren

Melassemedien (Mel)

a) Melassemedium (20 g>t'1): 209 Zuckerriiben- oder Zuckerrohr-
(® 2%) melasse
0-1,2¢9 Harnstoff als Stickstoffquelle

b) Melassemedium (30 g*_'l): 30g Zuckerriiben- oder Zuckerrohr-
(® 3 %) melasse
159 Harnstoff
c) Melassemedium (40 g&'l): 409 Zuckerriiben- oder Zuckerrohr-
(® 4 %) melasse
29 Harnstoff
d) 10-fach-Konzentrat Melasse: 3009 Zuckerribenmelasse
159 Harnstoff

mit desionisiertem Wasser auf einen Liter auffillen, mit 10 % HPO, oder 2N KOH
auf pH 6,8 einstellen und bei +121 °C und 1,5 bar ftr 20 min autoklavieren

Mannitol-Minimalmedium (MMM o. Min)

MMM (L6sung 1): 109 D-Mannit (Mannitol)
29 Di-Natriumsuccinat
1 g KH>PO4
19 KoHPO,

mit desionisiertem Wasser auf 0,5 L auffullen, mit 10 % HPO, oder 2N KOH auf
pH 6,8 einstellen und bei +121 °C und 1,5 bar ftr 20 min autoklavieren
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MMM (L6sung 2): 1lg L-Natriumglutamat
069 NH4CI
0,2 g CaC|2 x2H,0
0,125¢g MgCl, x 7 H,0
0,1¢9 Na-Citrat
0,02¢g Fe-(l11)-NH4-Citrat x H,O

mit desionisiertem Wasser auf 0,5 L auffillen, mit 10 % HPO4 oder 2N KOH auf
pH 6.8 einstellen und bei +121 °C und 1,5 bar fur 20 min autoklavieren. Nach dem
Autoklavieren werden die Losungen 1 + 2 zusammengegeben. Dazu kommen je
1mL sterilfiltrierte

MMM (Spurenelementldsung): 123,09 MgSO4 x 7 H20
87,09 K2SO4 X 7 H20
0,338 ¢ MnSO4 x H,O
0,247 g HsBOs3
0,288 ¢ ZnS0O4 x 7 H,O
01lg CuSO, x 5 H20
0,056 g CoSO4 x 7 H20
0,048 ¢ Na;MoO4 x 2H,0

mit Wasser auf 1 L auffillen und bei 121°C und 1,5 bar fiir 20 min autoklavieren.

MMM (Vitaminlésung): 20 mg (+)-Biotin
10 mg Panthotenséaure
10 mg Thiamin-Hydrochlorid

in 10 mL Wasser + 1 Tropfen KOH (5N) ansetzen. Die Vitaminlésung wird
sterilfiltriert, je 1 mL in sterile 1,5 mL EppendorfgefaRe abgefullt und bis zur ihrer
Verwendung bei -30 °C gelagert. Zu 1 L sterilisierter Nahrldsung werden nach dem
Abkuhlen 1 mL Vitaminlésung unter der Reinraumwerbank beigegeben. Fur die
Fermentationen im 20 L Mal3stab wurden 40 mg Biotin, 20 mg Panthotenséure und
20 mg Thiamin-Hydrochlorid in 10 mL Wasser + 1 Tropfen KOH (5N) angesetzt,
ebenfalls sterilfiltriert und fur die Injektion in den Fermenter unter der
Reinraumwerkbank in eine sterile 10 mL Einmalkanile aufgezogen.

Zur Herstellung von Nahrbdéden mit den oben aufgefiihrten Medien werden den
Ldsungen je Liter 15 g Agar vor dem Sterilisieren beigemengt.

Luteolinlésung 57 mg Luteolin

in 10 mL EtOH + 1 Tropfen KOH (5n) lIosen ® 20 mM. Die sterilfiltrierte Losung
wurde ebenfalls auf sterile Eppendorfgefal3e verteilt und die Aliquots bis zur
Verwendung bei —30 °C gelagert. Fiur Fermentationen zur Produktion von Nod-
Faktoren im 20 L Maf3stab wurden 11,5 mg Luteolin in 10 mL EtOH + 1 Tropfen KOH
(5n) gelost, sterilfiltriert und unter der Reinraumwerkbank in eine sterile 10 mL
Einmalkantle fur die Injektion in den Fermenter aufgezogen.
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Antibiotikalésung | 50 mg bzw. 75 mg Tetracylin

in 10 mL EtOH |6sen, sterilfiltrieren, auf sterile EppendorfgefalRe verteilen und bis zur
Anwendung bei —30 °C lagern. Fur Fermentationen im 20 L Maf3stab wurden 100 mg
Tetrazyklin in 10 mL EtOH geldst, sterilfiltriert und unter der Reinraumwerkbank in
eine sterile 10 mL Einmalkantile fiir die Injektion in den Fermenter aufgezogen.

Antibiotikalbsung Il 4gbzw.6g Streptomycin

in 10 mL Wasser l6sen, sterilfiltrieren, auf sterile Eppendorfgefal3e verteilen und bis
zur Anwendung bei —30 °C lagern.

3.3 Grundlegende Kultivierungs- und Analysemethoden
Anlegen von Stammbanken der verwendeten Bakterienstamme

Abstriche der von einem TY-N&ahrboden abgenommenen Stamme wurden in
50 mL Mannitol-Minimal-Medium (S. meliloti 1021pEK327), in Melasse- oder TY-
Medium (S.meliloti 2011, S. meliloti CE15 und S. meliloti LPU63) bei +28 °C
angezogen. Das Medium fur S. meliloti 1021pEK327 enthielt 7,5 mg>L Tetrazyklin,

die Nahrlosungen fur S. meliloti 2011, S. meliloti CE15 und S. meliloti LPUG3
400 mg>L Streptomycin. In ein steriles Kryo-Rohrchen wurden zu je 750 nL einer
logarithmisch wachsenden Bakterienkulturen (Bestimmung des Wachstumsverlaufs
der Kulturen tber die Optische Dichte, ODsgp) unter der Reinraumwerkbank 250 ni
einer 87 %-igen sterilisierten Glycerinlosung (@22 % (v/v) Glyzerin mL'l) gegeben.
Das Rohrchen wurde verschlossen und auf dem Vortex fur 5s gemischt, die
Kryoréhrchen nach 10 min Standzeit in flussigem Stickstoff (-196 °C)
schockgefroren. Die Bodenbakterien wurden in den Kryoréhrchen anschlie3end bei —
80°C bis zu ihrer Verwendung aufbewahrt.

Schiuttelkolbenkultivierungen

Samtliche Kultivierungen im Schittelkolben wurden in 300 mL Schott Duran
Kulturkolben mit (Deutschland) und ohne Schikanen (Argentinien) mit Alukappe
durchgefuihrt.  Fuar die  Vorkultur wurden 400 nL einer aufgetauten
-80°C-Glyzerinkultur des jeweiligen Sinorhizobien-Stamms zu 10 mL des jeweils
verwendeten Mediums in ein steriles Kulturrohrchen mit Alukappe (Vol. 20 mL)
pipettiert. Das Medium enthielt entweder 400 mgx™* Streptomycin (S meliloti 2011,
S.meliloti LPU63 oder S.meliloti CE15) oder 5- 75mg>k_ Tetrazyklin
(S. meliloti 1021pEK327). Die Kulturrohrchen wurden U.N. bei +28 °C und einer
Schittlerfrequenz von 500 min™ auf dem Reagenzglasschiittler angezogen. Das
Animpfen von 100 mL sterilem, ebenfalls antiobiotikahaltigem Medium mit 5 mL aus
der Kulturréhrchen-Vorkultur erfolgte unter der Reinraumwerkbank. Die
Kultivierungen erfolgten bel +28 °C ohne Licht, einer Kreisfrequenz der
Exzenterschuttler von 150 min™ mit einer Amplitude von 25 mm in Deutschland bzw.
bei 100 min® und einer Amplitude von 20 mm in Argentinien. Proben zur
Bestimmung der ODsgo und / oder zur Biotrockenmassebestimmung aus den Kolben
wurden unter der Reinraumwerkbank gezogen.
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Bestimmung der optischen Dichte bei 580 nm (ODsgp) von Bakterienkul-
turlésungen

Die Bestimmung der optischen Dichte wurde bei 580 nm im Spektral-
Photometer bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Als Referenzlésung wurde jeweils
das in den Experimenten verwendete Nahrmedium eingesetzt. Bei einem hohem
Biomasseanteil in der Loésung wurden das Volumen der Probe mit dem
entsprechenden Medium so verdiinnt, dass der Messbereich der verdinnten Probe
bei der Bestimmung der optischen Dichte ODsgy zwischen 0,1 und 1,0 lag. Die
Parallelmessung von zwei Proben erfolgte bei Raumtemperatur im Kunststoff-
Halbmikrokivetten (V = 1,5 mL).

Bestimmung der Zelltrockenmasse von Bakterienkulturldsungen

Die Bestimmung von Zelltrockenmassen aus Schiuttelkolbenkulturen und
Fermentationsprozessen erfolgte in 2 mL Eppendorf-ReaktionsgefalRen. Die
Eppendorf-Gefal3e wurden dafiir einen Tag im Exsikkator bei Normaldruck und
Raumtemperatur unter Kieselgel equilibriert. Nach der Leergewichtsbestimmung der
Gefalle (Mgefareer) auf der Analysenwaage wurden 1,5 mL Probelésung eingefillt
und das Gewicht der Losung gemessen. Die Eppendorf-GefalRe wurden bei einer
Umdrehungszahl von 14.000 min* (® 16.000 g) fur 8 min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde dekantiert, erneut wurden 1,5 mL Probe in das Eppendorf-GefaR
gefullt, das Fullgewicht der Probelésung wieder bestimmt und unter den oben
aufgefuhrten Bedingungen zentrifugiert. Auch der zweite Uberstand wurde
dekantiert, ein letztes Mal 1,5 mL LOsung abgewogen und erneut zentrifugiert. Der
dritte Uberstand wurde ebenfalls vollstandig dekantiert. Die geoffneten
Eppendorfgefalle mit der feuchten Biomasse aus 3% 1,5 mL Kulturlésung (@4,5 mL
® S MEAgssigkei) WUrden dann fur 24 h bei 90°C im Blockthermostat getrocknet, fur
einen weiteren Tag im Exsikkator equilibriert und anschlieBend auf der
Analysenwaage (Mceazgetr.) gewogen. Die Biotrockenmassen der Proben ergeben
sich aus Gleichung 3.1:

ZTM = Mieran getr. M erag teer

[9>kg™ Flussigk] baw. [ gxL™ Flisigk ] (Gleichung. 3.1)
mFIU'ssigket
mit
m: Masse und ZTM: Zelltrockenmassekonzentration
Da die Wagungen der Zelltrockenmassen ausschliel3lich aus Proben
wassriger Lésungen erfolgten und unter Berlcksichtigung der Annahme, dass die
Dichte (r) wassriger Losungen @ 1 kg>k_'1 entspricht, wurde fur die

Konzentrationsangaben der Biotrockenmasse in dieser Arbeit die gebrauchlichere
Einheit[ g >L'1] verwendet.
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Kalkulation der Biotrockenmasse aus Werten der optischen Dichte ODsgp

Aus den Daten von Fermentationen mit Sinorhizobium meliloti, in denen
sowohl die Biotrockenmasse, als auch die optische Dichte (ODsgy) gemessen
wurden, konnten Umrechnungsfaktoren berechnet werden, mit denen sich eine
Abschatzung der Zelltrockenmasse oder der optischen Dichte ODsgg vornehmen
lasst, wenn jeweils nur einer der beiden Parameter im Experiment bestimmt wird. In
der nachfolgend gezeigten Tabelle 3.3 (nachste  Seite) sind die
Umrechnungsfaktoren fir die unterschiedlichen Medien aufgefihrt. Dabei muss
berticksichtigt werden, dass sich in allen Nahrstofflésungen ab einer optischen
Dichte (ODsgg) von 3 10 die Umrechnungsfaktoren deutlich @&ndern, was in der
Aufstellung der Tabelle bertcksichtigt wurde. Die in Tabelle 3.3 dargestellten Werte
sind gemittelte Faktoren der Quotienten aus optischer Dichte zu Zelltrockenmasse
von jeweils zwei Fermentationen mit S. meliloti 1021pEK327 bzw. S. meliloti LPU63.

Tabelle 3.3 Umrechnungsfaktoren zur Abschatzung der Zelltrockenmasse (Biomasse) oder der
optischen Dichte (ODsgg) von S. meliloti Kulturen
Optische | Mannitol-Minimal- Melassemedium Trypton-Yeast-
Dichte Medium (MMM) 3 % (wlv) Medium
(ODsgo) (TY)
Kalk. von| Kalk. von | Kalk. von | Kalk. von | Kalk. von | Kalk. von
ODsgo ZTM aus ODsgpaus | ZTM aus | ODsgpaus | ZTM aus
aus ZTM ODsgo ZTM ODsgo ZTM ODsgo
[-] [gx™] [-] [gx*] [-] [gx™]
< 10 x 2,88 x 0,35 X 2,88 x 0,35 X 2,76 x 0,36
3 10 X 4,61 x 0,22 X 2,58 x 0,38 x 3,31 x 0,30

Bestimmung der Lebendzellzahl von Bakterienkulturldsungen

Flissig-Proben aus Fermentatlonen und KuIt|V|erungsexperlmenten wurden in
1:10 VerdUnnungsschritten (1: 140* — 1:140 ) mit sterilem, im Experiment
verwendeten, Medium verdiinnt. Als Nahrbéden wurde Agarplatten mit dem auch im
Experiment verwendeten Medium (ohne Antibiotikum) gewahlt. Be| optlschen Dichten

(ODsgp) von 0,1 - 1,5 wurden 50 pL der Verdinnungsstufen 10 und 107 be| einer
ODsgp von 1,5 - 4 0 wurden 50 nL der Verdinnungsstufen 10 und 10 und bei

ODsgo-Werten 3 4 wurden 50 ni der Verdiunnungsstufen 10° und 107 auf den
Nahrbéden unter der Reinraumwerkbank ausplattiert. Die Platten wurden
anschlieRend bei +28 °C bebritet. Die Auszahlung der gebildeten Kolonien erfolgte
nach vier Tagen. Die Lebendzellzahl errechnet sich nach diesem Verfahren mit
Gleichung 3.2:

cfu—V—S [ZellenxmL ] (Gleichung 3.2)

mit cfu: Kolonie bildende Zellen (colony forming units); N: Anzahl Kolonien auf der
Platte; Vs: Verdunnungsstufe
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Bestimmung der Viskositat von Kulturiberstanden

Fur die Messungen wurde ein temperierbares Mikro-Kugelfallviskosimeter der
Fa. Haake verwendet. Grundprinzip ist die Messung der Fallgeschwindigkeit einer
goldbeschichteten Eisenkugel in einem schragstehenden Glasréhrchen (Glasspritze),
das mit der Probelosung gefullt war. Die Messungen erfolgten bei +25 °C. In die
Spritze (V = 300 ni) wurde die Kugel eingelegt, der die Spritze verschlieRende
Stempel eingefuhrt und die Flussigkeit in das Fallrohr mit dem Spritzenstempel bis
zum Eichstrich eingesaugt. Noch vorhandene Luftblasen in der Lo6sung wurden durch
das Hin- und Herbewegen der Eisenkugel mittels Dauermagneten aus der Lésung
gedréangt. Bestimmt wurde die Fallgeschwindigkeit in Millisekunden. Bei den Proben
handelte es sich um zentrifugierte Fermentationsiberstdnde aus verschiedenen
Kultivierungsprozessen, die bis zur Messung bei -30° C gelagert wurden. Die zuvor
aufgetauten Uberstande wurden in einem Wasserbad vor der Messung fir 15 min bei
+25 °C temperiert. Die Messungen einer Probe wurden jeweils funfmal wiederholt.
Die dynamische Viskositat der einzelnen Proben ergibt sich aus Gleichung 3.3:

h=Kxr,- r,)x0t [mPaxs] (Gleichung 3.3)
mit
h dynamische Viskositat in mPaxs
K  Konstante in mPaxm?®/g

r,  Dichte der Kugel (7,8 gem™)

ro Dichte der Testsubstanz (H,O bei +25 °C: 0,997043 g>cm'3; Rauscher et al,
1986)

O Fallzeit der Testsubstanz ( = H,0: 4,135 s)

Die Konstante K wird tber die Umformung von Gleichung 3.3 ermittelt:

K = h, B 089 00316 émPa>cm?® U _
25°C (rl_ rz)th (78- 0997043)x4135 ' gTH (Gleichung 3.4)

mit h g = dynamische Viskositat der Testflussigkeit (H.O bei +25°C = 0,89; Lire, 1992)
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Analytische Umkehrphasen-(RP)-C1s-HPLC

1,0 mL der zu untersuchenden Losung wurden in ein steriles Eppendorfgefa3 gefallt
und bei 14.000 min™ fiir 10 min zentrifugiert. 700 niL des Uberstands wurden in eine

Gewindeflasche mit Teflon- / Gummiseptum gefiillt.

Verwendete Vertex-Stahlsaule: 250 mm Lange x 4mm |.D.
Chromatographieséaule

Verwendetes Licrospher 100-RP 15 endcapped
Saulenmaterial Partikelgrof3e: 5mm

Porengrofe: 10 nm
Injektionsvolumen 200 nL

200 nbL Probelésung wurden pneumatisch mittels Sechs-Wege-Ventil des

verwendeten Autosamplers auf die Chromatographiesédule injiziert. Die
Chromatographielaufe erfolgten unter isokratischen Bedingungen Uber 24 min mit
einem Eluenten bestehend aus: 36 % (v/v) Acetonitril / 64 % (v/v) Wasser +
40 mMoIAmmonlumacetat Der gemessene Volumenstrom (V) der HPLC-Pumpe
betrug 1,0 mL>min™. Die Chromatographiesaule wurde nach Analyse der Probe fr
12 min mit 100%-iger Acetontiril-LOsung zur deren Reinigung gespdult und dann fur
weitere 9 min als Vorbereltung fur den nachsten HPLC-Lauf mit dem Eluenten
equilibriert (v =1,0 mLxin ) Die Ansteuerung der Pumpen und des Autosamplers
erfolgte Uber eine Steuerungs-( CIM-)Box. Die Analyse des Eluats Uber 25 min
erfolgte im UV-vis-Spektrometer bei 220 nm. Die Daten des UV-Detektors wurden an
eine Datenaufzeichnungs-(CSI-)Box weitergeleitet. CIM- und CSI-Box waren an
einen PC (80386-Prozessor (INTEL), 33 MHz, 4 MB Arbeitsspeicher) gekoppelt.
Dieser war mit Programmen zur Steuerung der HPLC-Aggregate, zur
Datenaufzeichnung und -auswertung (Apex Chromatography Workstation, Modell
M625-4, Version 2.06; Autochrom Inc., Milford) ausgestattet.

Quantifizierung von Nod-Faktoren mittels analytischer RP1g-HPLC

Zur quantitativen Bestimmung der Konzentration an Nod-Faktoren in
Lésungen, Kulturiberstanden und anderen Lésungen wurden 3 mg aufgereinigte,
lyophilisierte  Nod-Faktoren aus einem Satzprozess mit dem Stamm
S.meliloti 1021pEK327 in 3 mL 36 % (v/v) Acetonitril / 64 % (v/v) Wasser mit
40 mMol Ammoniumacetat gelost, anschlieBend bei 16.000 g fur 8 min in der
Eppifuge zentrifugiert und jeweils 700 nL des Uberstands in eine 1,5 mL
Gewindeflasche mit Teflon- / Gummiseptum geflllt. Die Analyse der Proben erfolgte
in der Umkehrphasen Cig-HPLC (s. oben) unter den dort beschriebenen
Bedingungen. Es Wurden drei Chromatographielaufe mit drei Nod-Faktor-Lésungen
(Konz.: je 1 mgxnL ) durchgefihrt. Die Berechnung der Peakflachen im Bereich von
7,5 min - 15,5 min Retentionszeit der Chromatogramme (s. Abb.) erfolgte durch die
Integration der Peaks mit Hilfe der Chromatogramm-Auswerteprogramms der Apex
Chromatography Workstation, Modell M625-4, Version 2.06 (Autochrom Inc.,
Milford). Die Chromatogramme sind in Abbildung 3.2 dargestellt, die Summen der
Peakflachen in Tabelle 3.4.
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Tabelle 3.4 GroRe der Peakflaichen durch die Integration der Peaks im Bereich der
Retentionszeiten von 7,5 min — 17 min der Standardlauf-Chromatogramme aus

Abbildung 3.2
Lauf-Nr. S Peakflachen 7,5-17 min, A[ mVs ]
1 46.527,10
2 46.389,29
3 48.866,22
A 47.260,87

Aus der Integration der einzelnen Peakflachen im Bereich von 7,5 min bis 17 min in
Abbildung 3.2 ergibt sich als Mittelwert aus den drei Standardlaufen nach
Tabelle 3.4 eine Gesamtpeakflache von 47.260,87 mV:s. Somit entspricht 1 mgan

an Nod-Faktoren unter den oben beschriebenen HPLC Bedlngungen einer
Peakflache von 47.260,87 mV»»s (1.000 mV» ® 2, 1072 mgan NF). Der

Umrechnungsfaktor wurde fir alle Produktmengenabschétzungen von Nod-Faktoren
in dieser Arbeit verwendet.

11'07"

14'01"

250

200

150

100

Detektorsignale UV,,,,.[ mV]

50 /]

Retentionszeit HPLC, t [ min ]

Abbildung 3.2 RP.g-Chromatogramme von drei Standardlaufen mit einer Konzentration von
1 mg>mL'l an Nod-Faktoren. Die Zahlen geben die Retentionszeiten der markierten
Peaks in min und s an, die fir die Flachenbestimmung herangezogen wurden.
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3.4 Untersuchungen zur Adsorption von Lipochitooligosacchariden an
lipophile Matrices

Test verschiedener Adsorptionsmatrices fur die Extraktion von Nod-Fak-
toren aus einer wassrigen Lésung

Fir diesen Vergleichstest wurden 3 sphérische, lipophile Adsorptionsmatrices
(Toyopear® Phenyl 650M, Amberchrom® cg-161 ms und Amberlite® XAD-2 pract.)
und ein Vergleichsadsorbens aus gebrochenem Material (Bakerbond Phenyl SPE)
verwendet. In der nachfolgenden Tabelle 3.5 sind die Eigenschaften der
verschiedenen Adsorptionsmatrices zusammengefasst:

Tabelle 3.5 Eigenschaften verschiedener hydrophober Adsorptionsmatrices. Grau unterlegt ist das
Adsorbens, mit dem in dieser Arbeit der Grof3teil der Extraktionen von Nod-Faktoren
aus wassrigen Ldsungen erfolgte

Name Amberchrom? [Amberlite® Toyopearl Bakerbond

Cg-161 ms XAD-2 pract. Phenyl 650 M |Phenyl SPE

Hersteller TOSOHAAS Rohm&Haas TOSOHAAS J.T.Baker

Chemische Styrol-Polymer | Co-Polymer aus | Co-Polymer Silicagel

Struktur Styrol- aus Ethylen-

Divinylbenzol gylcol und
Methacrylat

Morphologie spharisch spharisch spharisch Gebrochen

/E Partikel 80 - 160 mm 300 - 840 mMm 40 - 90 nm 35-40 mm

GroRe Poren 150 A 90 A 1000 A 300 A

Oberflache 900 m%gy™" 330 m%y™ 900 m%gy™ 100 m*g™

Die Versuche mit den verschiedenen Adsorbenzien erfolgten bei
Raumtemperatur. Es wurden jeweils 2 g des entsprechenden Adsorberharzes in eine
10 mL Plastikkartusche zwischen 2 Hart-Polyethylenfritten geflllt. Die geflllten
Saulen wurden mit 2 mL H,O gewaschen und anschlieRend mit 2 mL MeOH
equilibriert. In 25 mL H,O wurden 12,5 mg Nod-Faktor-Lyophilisat (0,5 mg>mL'1)
geldst. Nach der Equilibrierung der verschiedenen Adsorbermaterialien wurde jeweils
1 mL Nod-Faktorlosung auf das Harzbett gegeben. Mit einer Spritze, die luftdicht auf
das obere Ende der Kartusche gesetzt wurde, konnte durch langsames Einblasen
von Luft mit der Spritze in den Kartuschenraum die Flussigkeit tropfenweise durch
das Harzbett gepresst werden. Der Durchlauf wurde aufgefangen und zwei weitere
Male durch das Adsoberharzbett gepresst. Der dritte Durchlauf wurde aufbewabhrt.
Danach wurde das Harz in den Kartuschen 1 x mit 2 mL H,O gewaschen. Auch das
Waschwasser wurde aufgefangen. Danach erfolgte die erste Elution mit 1 mL MeOH.
Die zweite Elution wurde mit 1 mL AN durchgefiuhrt. Von den aufgefangenen
Lésungen (1 mL Durchlauf, 2 mL H,O (Waschen), 1 mL MeOH (Eluat 1) und 1 mL
AN (Eluat 2)) wurden anschlieRend je 700 ni in Schraubdeckelglaschen fiur die
analytische HPLC geflllt. Fur die Analyse dieser Proben wurde eine
Chromatographiesaule (Vertex-Stahlsédule, 130 mm Lange, 4 mm I.D. /&) verwendet,
die mit der Umkehrphase Polygoprep 100-30 C1g gefullt war. Es wurden 50 ni. Probe
auf die Saule injiziert. Der Eluent bestand aus 100 % MeOH. Der Eluent wurde mit
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einem Volumenstrom (V) von 1 mLsmin™ durch die Saule gepumpt. Die Detektion des
Probenstroms erfolgte mittels UV-vis-Detektor bei 220 nm.

3.4.1 Extraktion von Nod-Faktoren mit einer Wirbelschicht-Adsorptionsséaule
aus Schuttelkolbenkulturen von S. meliloti 1021pEK327

Fur die Adsorption von Nod-Faktoren aus Kulturlésungen mit
S.meliloti 1021pEK327 wurden Kunststoffzentrifugenbecher so modifiziert, dass sie

als Adsorptionskolonnen in den Schittelkolben-Experimenten eingesetzt werden
konnten, wie in Abbildung 3.3, B zu sehen ist.

Abbildung 3.3 Modifiziertes Greinerréhrchen zur Extraktion von Nod-Faktoren. A) Bauteile der
Adsorptionssaule:  1-Kontermutter fir Auslassflansch; 2-Auslassflansch  mit
Auslassdise; 3-Saulenkoérper; 4-Polyamidgewebe (Auslass); 5-Fixierring flr
Polyamidgewebe; 6 Polyamidgewebe (Einlass); 7-Schraubdeckel mit Einlassdiise. B)
Zusammengesetzte Saule mit 12 g Amberlite® XAD2 pract. Fillung

Zentrifugenréhrchen 50 mL Volumen (nominell) mit spitzem Boden,
Standsockel und Schraubdeckel, Polypropylen (188271)
(Greiner, Frickenhausen)

I.D.: 26,5 mm
Lange Adsorptionsraum: 94 mm
Volumen Adsorptionsraum: 51,8 mL

Der Adsorptionsraum entspricht nach Abbildung 3.3 dem Volumen zwischen
Einlass- und Auslassgitter. Das verwendete Polyamidgitter fr die Ruckhaltung der
Harzperlen im Sauleninneren besal3 folgende Eigenschaften:
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Polyamid-Gewebe PA-150/38
Maschenweite 150 nm
Faserdicke 38 mm

(Sporl, Sigmarinendorf)

Das spharische Adsorberharz, das zur Extraktion von Nod-Faktoren aus

Kulturldsungen mit Sm1021pEK327 eingesetzt werden sollte, wies neben den in
Tabelle 3.5 bereits beschriebenen Charakteristika noch die folgenden Eigenschaften

auf:

Dichte (trocken): 1,089 xm3® Feuchteanteil @51 %
Porenvolumen: A 0,65 mL>g'1
Volumen 12 g Amberlite®: ca. 16 mL

XAD-2 (feucht) gepackt

In drei Erlenmeyer-Weithalskolben (V = 500 mL), nachfolgend mit X (Amberlite
XAD-2 pract. Fullung), O (Leersaule ohne Fillung) und C (Control) bezeichnet,
wurden wie in Abbildung 3.4 je eine leere Adsorptionssaule eingehangt. Der Kolben
wurde mit einem Kunststoffdeckel, der mit zwei Bohrungen fiir die Schlauchzu- und
-abfiihrung versehen war, verschlossen und mit einer selbst angefertigten Kappe aus
mehrlagiger, verstarkter Aluminiumfolie versehen. Die so ausgestatteten Kolben
wurden sterilisiert. Nach der Sterilisation wurde unter _der sterilen Werkbank der
Kolben X gedffnet und in dessen Saule 12 g Amberlite® XAD-2 pract. gefllt. Dies
entspricht einer Konzentration von 40 g Harzperlen*.'1 Kulturflissigkeit.

Die Saule wurde verschlossen, und in den dazugehdrigen Kolben wurden
zuerst 150 mL EtOH p.A. geflllt. Die Saule wurde wieder in den Kolben eingehangt,
und der Alkohol mit einem Volumenstrom von V = 31,5 mLmin™ fir 20 min durch die
Séaule gepumpt. Anschlieend wurde die Saule fur weitere 15 min mit sterilem
Wasser gespult In alle drei Kolben X, O und C wurden dann 300 mL Minimalmedium
mit 5mg>k_ Tetrazyklin gefullt. AnschlieRend wurde in jeden Kolben 5 mL einer
U.N.-Kultur von S. meliloti 1021pEK327 im Minimalmedium mit 7,5 mg*_ Tetrazyklin
pipettiert.

Flassigkeitsvolumen im Kolben 300 mL
Schlauchlange U.a. 1530 mm
Schlauchinnendurchmesser 3 mm (Silikon)
Pumpenschlauchdurchmesser 2,54 mm (Ismapren)

Die Kultivierung der Bodenbakterien erfolgte be| +28 °C auf einem Exzenter-
Schttler be| einer Rotationsfrequenz von 150 min®. Bei den Kolben mit der
Amberlite® XAD-2 pract.-Saule (X) und dem Kolben mlt der Saule ohne Harzflllung
(O) wurde der Schlauch zu Beginn des Experiments wie in Abbildung 3.4 zu sehen,
in die Pumpe eingelegt und zum Zeitpunkt t = 0 h eingeschaltet. Die Kulturflissigkeit
wurde dann wéahrend des zwei Tage dauernden Versuchs permanent durch die
Séaulen gepumpt. Der geférderte Volumenstrom lag bei V=315 mLxin™. Durch die
Saule des dritten Kolbens (C) wurde keine Kulturflissigkeit gepumpt, dieser Ansatz
diente als paralleler Kontrollansatz.
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Abbildung 3.4 Versuchsaufbau zur Adsorption von Nod-Faktoren aus Kulturen von Sinorhizobium
meliloti Sm1021pEK327 und zur Bestimmung des Adsorptionsverhaltens von Nod-
Faktoren an lipophilen Harzkugeln. Fl: Flussigkeit; K: Kolben mit Aluminiumfolie
ummantelter Abdeckkappe; P: Schlauchpumpe mit fixiertem Ismapren-Schlauchstiick;
S: Silikonschlauch und XS: Adsorptionssaule

Im Abstand von 12 — 14 h wurden jedem Kolben unter der Reinraumwerkbank
2 x 1 mL Proben entnommen und diese in 1,5 mL Eppendorf-Gefald pipettiert. Von
der einen Probe wurde die ogtische Dichte (ODsgo) bestimmt. Die zweite Probe
wurde 10 min bei 14.000 min~ zentrifugiert. Der Uberstand wurde in eine 1,5 mL
Gewindeflasche mit Teflon- / Gummiseptum fir die analytische RP1g-HPLC geflllt.
Die Analyse des Uberstande erfolgte unter den dort beschriebenen Bedingungen.
Nach 48 - 54 h wurde die Kultivierung der Bakterien beendet. Zur Abtrennung der
Biomasse wurden die 300 mL Kulturflissigkeit der Kolben O und C fir 50 min bei
9.600 min*® 17.000 g und 4°C zentrifugiert. In dieser Zeit wurden die S&ulen dieser
Kolben (O und C) mit 12 g Amberlite® XAD-2 pract. Harzkugeln gefullt und, wie flr
die Saule aus Kolben X beschrieben, equilibriert. Nach Entfernen des Wassers aus
den Kolben O und C wurden die zentrifugierten Uberstande der Kulturen O und C in
ihre Kolben zurlckgeftillt.

Die Kultur aus Kolben X wurde verworfen und dieser mit 300 mL Wasser
aufgefiillt. Dann wurden fir 24 Stunden die zentrifugierten Uberstande durch die
Séulen der Kolben C und O gepumpt. Auch bei dieser Extraktion der Signalmolekule
lag der Volumenstrom wieder bei V = 31,5 mLsmin™’. Durch die Saule des Kolbens X
wurde fur 30 min Wasser gepumpt, um die noch in dieser Sdule vorhandenen
Mikroorganismen auszuwaschen. Das Wasser im Kolben wurde anschliel3end gegen
frisches Wasser ausgetauscht und der Schlauch von der Pumpe abgekoppelt. Nach
Ende der Nod-Faktor-Adsorption aus dem zellfreien Uberstanden der Kulturen O und
C wurde die Flussigkeit aller drei Kolben entsorgt und alle Kolben wurden mit 300 mL
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frischem Wasser aufgefillt. Mit einem Volumenstrom von V = 15,75 mLxmin® wurde
das Wasser durch die Saule gepumpt, um die Harzperlen zu waschen. Die Elution
der Nod-Faktoren erfolgte anschlieRend mit 5 mL EtOH in den Saulen. Dazu wurde
der Schraubdeckel der Saulen gedffnet, der Alkohol auf das Bett der Harzperlen
pipettiert und der EtOH mit einem Volumenstrom von V = 2,9 mLxin® fur 10 min
durch das Bett der Harzkugeln gepumpt. Die Ethanol-Eluate wurden im Anschluss in
der analytischen RP15-HPLC untersucht.

Praparation des Adsorbens fir Aufnahmen im Raster-Elektronen-
mikroskop

Mittels abgeschnittener Pipettenspitze wurde jeweils 1 mL Kulturflissigkeit mit
Harzperlen aus einer Schuttelkolbenkultur von S. meliloti 1021pEK327 in Melasse-
oder Minimalmedium entnommen. Die Probe wurde langsam zur Sedimentation in
ein 2 mL Eppendorf-Gefal3 pipettiert. Der Kulturiiberstand wurde vorsichtig entfernt
und die Harzkugeln mit 2 mL 50 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,2 Gberschichtet und
leicht geschwenkt. Der Uberstand wurde abgesaugt und die Harzperlen dann mit
1,5 mL einer 2,5 %-iger Glutaraldehydlosung in 50 mMol Kaliumphosphatpuffer pH
7,2 Uberschichtet. Nach dreiRig Minuten wurde die Fixierlosung entfernt. Mit einer
aufsteigenden Reihe ethanolischer Lésungen (25 %, 40 %, 75 % und 100 % EtOH,
jeweils 1,5 mL) wurden die Harzperlen entwassert. Die Entwasserungszeit betrug je
Lésung 30 min. Anschlie3end erfolgte eine Trocknung tber 2 h bei Raumtemperatur.
Die so vorbehandelten Harzperlen wurden mittels Klebefolie auf den Targets fur die
REM fixiert. Die Targets wurden anschlieend im Vakuum mit Gold bedampft.

3.4.2 Kinetische Untersuchungen zur Adsorption von Nod-Faktoren an
Amberlite® XAD-2 pract. Harzperlen

Fir die nachfolgenden Experimente im Schuttelkolben wurde die gleiche
Versuchsanordnung wie in Abbildung 3.4 und der gleiche Saulentyp aus
Abbildung 3.3 verwendet, die auch in den Experimenten zur Extraktion von Nod-
Faktoren aus Bodenbakterienkulturen eingesetzt wurden.

a) Bestimmung der Matrix-Betth6he in Abhangigkeit vom Volumenstrom

Da in einem Teil der Experimente zur Bestimmung des Adsorptionsverhaltens
von Nod-Faktoren an Amberlite® XAD-2 pract. mit unterschiedlichen
Pumpgeschwindigkeiten bei identischen Volumina an Harzkugeln in der Saule
gearbeitet wurde, ist die Expansion des Harzkugelbetts in Abhangigkeit vom
Volumenstrom der flissigen Phase fur die Bewertung der Experimente von
Bedeutung. Aus diesem Grund wurden zwei Adsorptionskolonnen mit 12 g feuchten
Amberlite® XAD-2 pract. Harzkugeln beladen und wieder verschlossen. Die Saulen
wurden wie in Abbildung 3.4 senkrecht in den 500 mL Kolben eingehéangt, die mit
300 mL Wasser geflllt waren. Die Pumpe wurde angeschaltet und fir 10 min laufen
gelassen. Nach 10 min wurde bei weiter férdernder Pumpe die HOhe des
expandierten Betts gemessen. Das Experlment wurde mit verschiedenen
Volumenstromen vV = 105 mLmin™ 15 75 mLmin’; 21 mLwin™; 26,5 mLmin™’;
31,5 mLwmin™; 42 mLmin™; 52,5 mL>m|n und 63 mL>m|n'1) durchgefuhrt
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Die in Abbildung 3.5 dargestellten Resultate zur Expansion der Amberlite®
XAD-2 pract. Schittung ermittelten Messwerte fur die Betthbhe der
Adsorptionsmatrix mussen unter dem Vorbehalt betrachtet werden, dass sich die
Saulen bei den hier gezeigten Messungen in senkrechter Ruhelage befanden. Bei
den Experimenten zur Extraktion der Nod-Faktoren aus Kulturiberstanden und zur
Messung des Adsorptionsverhalten von Nod-Faktoren an Amberlite® XAD-2 pract.
wurden die Saulen in den Kolben aufgrund der Versuchsdurchfihrung auf dem
Exzenterschuttler Zentrifugalkraften ausgesetzt. Die dabei auf die in der Saule
enthaltenen Harzperlen wirkenden Querbeschleunigungen verhinderten die in der
Abbildung. 3.5 gezeigte Ablagerung der kleineren Partikel am Auslassgitter der
Saule bei einer linearen Stromungsgeschwindigkeit vonu 3 1,27 20 ms™. Durch die
gleichzeitig auftretende Neigung der Saulen an die schrdge Kolbenwand und bei
Rotationsgeschwindigkeiten des Exzenterschittlers von 150 min™ lassen die hier
erzielten Werte fur die Expansion des Harzkugelbettes nur zur groben Orientierung
auf die Verhaltnisse der nachfolgend beschriebenen Versuche, die auf dem
Exzenterschiittler durchgefuhrt wurden, Gbertragen (Hadulla et al., 1995).

Beginn von Harzkugel- i ® ®
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Abbildung 3.5 Expansion der Harzkugelschittung in den Adsorptionssaulen in Abhangigkeit von der
linearen Stromungsgeschwindigkeit. Volumen der Saulen: 51,8 mL, Schuttung:
12 g Amberlite® XAD-2 pract. (Vol. 16 mL), Temperatur: +4 °C, verwendetes Fluid:
Wasser
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b) Variation der eingesetzten Menge an Amberlite® XAD-2 pract.

In die drei Adsorptionsséulen der Kolben wurden 12 g, 6 g und 3 g feuchtes
Amberlite® XAD-2 pract. gefiillt. Durch die mit dem Harz gefiillten S&ulen wurden zur
Equilibrierung der Harzperlen 100 mL EtOH und anschlie3end mit 100 mL Wasser
gepumpt (V = 10 mbL>xmin ) Unter der Reinraumwerkbank wurden in jeden Kolben
300 mL eines aufkonzentrierten, ultrafiltrierten Fermentations-tuberstandes
(cnr=2,6140™ mgmL™) aus einem Satzprozess mit S. meliloti 1021pEK327 gefiillt.
Die Kolben wurden mit dem Deckel verschlossen und auf einem Exzenterschiittler
platziert. Die Schlduche wurden in die Pumpe eingelegt und der
Fermentationsiiberstand wurde mit einem Volumenstrom von V = 31,5 miin™ durch
die Saulen gepumpt. Zur Vermeidung von Kontaminationen der ultrafiltrierten
Fermentationsuberstande wurden die Adsorptionsexperimente in einem Kuhlraum
(+4 °C) durchgefuhrt. Eine Probenahme (/ =1 mL ) in 1,5 mL Eppendorfgefal3e
erfolgte zu den Zeiten: t =0h,1h,2h,3h,5h, 8,25 h, 23 h und 49 h. Die Proben
wurden bei 14.000 min™ fir 10 min zentrifugiert und 700 niL des Uberstandes in
Schraubdeckelglaschen mit Teflon-/ Gummiseptum fur die analytische RP1g-HPLC
gefullt.

C) Variation der eingesetzten Nod-Faktor-Konzentrationen

In alle Adsorptionskolonnen der drei zuvor sterilisierten Kolben wurden je
12 g feuchtes Amberlite® XAD-2 pract. unter der Reinraumwerkbank gefiillt und, wie

oben beschrieben, equilibriert. In den ersten Kolben wurden steril 300 mL emes
ultrafiltrierten, aufkonzentrierten Fermentationstiberstandes (Ccnr = 1, 2340* mg>mL )
aus einem Satzprozess mit S. meliloti 1021pEK327 gefillt, in den zweiten Kolben
kam eine Mlschung aus 150 mL Fermentationsuberstand und 150 mL steriles O
(ene = 6,150 mgnL ) und in dem dritten Kolben Wurden 75 mL Fermen-
tationsiiberstand mit 225 mL sterilem Wasser Cne = 3,080 mgxL™) vermischt.

Der weitere Versuchsablauf erfolgte wie unter b) beschrieben. Der Volumenstrom
(V) wurde auf 31,5 mLxnin™ eingestellt. Die Probenahme erfolgte zu den Zeitpunkten

t=0h;0,75h; 1,25 h; 2,17 h; 3h; 5 h; 9 h; 23,67 h; 32 h und 46,33 h.
d) Variation der Volumenstroms

Die drei Saulen wurden mit je 12 g feuchtem Amberlite® XAD-2 pract. gefullt

und equilibriert. In die Kolben wurden dann je 300 mL eines aufkonzentrlerten
ultrafiltrierten Fermentationsiiberstandes (cne = 4,13407 mgxnL’ ) aus einem
Satzprozess mit S. meliloti 1021pEK327 gegeben. Das Experiment erfolgte unter
den in Experiment b) beschriebenen Bedingungen. Varnert wurden in dlesem
Versuch die Volumenstrome die bei (V) = 63 mLxin®; 31,5 mLin™ und
15,75 mixin™’. Die Probenahme erfolgte zu den Zeitpunkten t =0h;05h;1h;2h;
3 h; 6 h; 9 h und 23 h. Auch bei diesem Experiment erfolgte die Zentrifugation der
gezogenen Proben und ihre anschlielende Analyse in der RP1g-HPLC unter den
oben angegebenen Bedingungen.

Bestimmt wurde bei allen Experimenten die Menge der in_der Ldsung
verbliebenen Nod-Faktoren durch Ausmessung der Flachen aller Peaks mit einer
Retentionszeit zwischen 7,5 und 17 min.
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3.5 Fermentationen und Aufarbeitung

Die Geometrie der in dieser Arbeit verwendeten Bioreaktoren

Die Abbildung 3.6 skizziert die grundlegende Geometrie der in dieser Arbeit
verwendeten Ruhrkesselreaktoren. In Tabelle 3.6 sind die dazugehérigen
Abmessungen der einzelnen Bauteile von den in dieser Arbeit verwendeten
Bioreaktoren zusammengefasst. Der MBR-30 L-Bioreaktor wurde ausschlie3lich flr
die Produktion von Nod-Faktoren mit dem Produktionsstamm Sm1021pEK327
verwendet. Mit dem B.Braun Biostat B 2 L-Fermenter wurden die Satzprozesse zur
Untersuchung des Wachstumsverhaltens von SmLPU63 in Minimalmedium bei
unterschiedlichen pH-Werten sowie Zufltterungsexperimente und Satzprozesse von
SmLPUG3 in Melassemedium durchgefuhrt. Der Infors Labfors 2 L-Fermenter diente
ebenfalls zu Zulauf-Fermentationsexperimenten mit dem Stamm SmLPUG63 in
Melasse- und TY-Medium. Die kontinuierlichen Fermentationen mit den Stammen
S.meliloti LPU63 und S. meliloti 2011 wurden in Argentinien mit einem 1 L New
Brunswyk Bioflo C30 Fermenter durchgefihrt.
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Abbildung 3.6 Skizze eines Bioreaktors mit den wichtigsten Bauelementen. Die Bemaliungen der
Elemente a-k der einzelnen Fermenter sind der Tabelle 3.6 zu entnehmen (Abbildung
mit freundlicher Genehmigung durch Herrn Dipl.-Ing. T. Schaffer, Universitat Bielefeld)
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Tabelle 3.6 Geometrische Abmessungen der wichtigsten Bauteile aller in dieser Arbeit
verwendeten Bioreaktoren

[Hersteller B. Braun (Infors |MBR New Brunswyk

Typ Biostat B. [Labfors |Laborreaktor |BioFlo C30
2L 2L 30 L 1L

[Baugruppe

[Reaktordurchmesser (D) 130mm 120 mm [240 mm 95 mm

IReaktorhshe (H) 240 mm  [370 mm [700 mm 140 mm

[RUhrerdurchmesser (d) 52 mm 46 mm |79 mm 70 mm

[Breite der Blatter (@) 135mm_ (11 mm 20 mm 12 mm

[Hohe der Blatter (b) 1005mm [A1mm (14 mm 9 mm

Scheibendurchmesser (¢) 32 mm 30 mm [50 mm 60 mm

IAnzahl der Blatter 6 6 6 4

IAnzahl der Rihrer 2 3 3 1

Abstand d. Bodenrihrers 30 mm 40 mm {120 mm 2 mm

\v. Boden

Abstand d. 2. Rihrers v. Boden{105 mm [73mm 240 mm

Abstand zwischen den Ruhrern{75 mm 33mm fje 120 mm

(k) 75 mm

Abstand Ruhrerblatt-Luftvertei- 7 mm 30 mm |60 mm 5 mm

lung

[RUhrwellendurchmesser 10 mm 8 mm 20 mm

Anzahl Stromstorer 4 3 4 4

[Hohe () 130 mm 350 mm [550 mm 80 mm

[Breite (e) 10mm [I5mm [20 mm 6 mm

\Wandabstand (f) 4 mm 3 mm 5 mm 1 mm

Abstand v. Fermenterboden (h) 40 mm 20mm 5 mm 25 mm

3.5.1 Fermentationen von Sinorhizobium meliloti im 1 L- und 2 L-MalR3stab

Der 1 L Bioreaktor von New Brunswyk

Der Bioreaktor zur kontinuierlichen Kaultivierung von Bodenbakterien aus
Abbildung 3.7 bestand aus einem 1 L Glasgefal mit aul3en liegendem
Schraubgewinderand, Uber das der aus Stahl gefertigte Fermenterdeckel (integrierte
O-Ring-Dichtung) mit dem Glasgefal? fixiert wurde. Das Glasgefald besall an der
Seite eine Auslassoffnung, durch die ein Uberlaufrohr in den Fermenter eingebracht
wurde. Die Position des Uberlaufrohrs wurde so justiert, dass die Fliissikeit im
Fermenter ein Volumen von V = 500 mL nicht tUberstieg. Durch die mit O-Ringen
versehenen Offnungen im Fermenterdeckel wurden die pH-Elektrode, die Zu- und
Abluftstrecke, ein Quecksilber-Glasthermometer, das Steigrohr fur die Probenahme,
das Heizelement und ein PT-100 Fuhler in den Fermenter eingefuhrt. Die
Steuereinheit des Fermenters besald analoge Regler fur Temperatur und
Ruhrerdrehzahl. Das Ruhrorgan bestand aus einem Magnetscheibe mit vier
Propellerblattern. Der Antrieb erfolgte kontaktlos Uber einen rotierenden
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Dauermagneten in der Steuereinheit. Die Luftzufuhr wurde Uber eine externe,
elektrisch betriebene Pumpe gewahrleistet, der Luftmengeneintrag in den Ruhrkessel
wurde Uber ein Nadelventil an einem Schwebekdrperdurchflussmesser justiert. In Zu-
und Abluftstrecke war jeweils ein Sterilfilter integriert. Die Kontrolle des pH-Wertes
erfolgte Uber eine durch den Reaktordeckel in den Fermenter eingebrachte pH-
Elektrode, die an ein externes analoges pH-Meter angeschlossen war. Das pH-Meter
regulierte auch die Ansteuerung der Schlauchpumpen fir die Zugabe von Saure
(10 % H3PO4) und Lauge (2N KOH). Die Schlauche von Saure und Lauge mindeten
Uber einen Y-Adapter in ein Zulaufrohr, dass ebenfalls Gber den Fermenterdeckel in
den Bioreaktor fuhrte.

Abbildung 3.7 New Brunswyk Bioflo C30 Fermentationseinheit zur kontinuierlichen Fermentation von
Sm2011 und SmLPUG3. AB: Uberlaufbehélter; AK: Animpfkolben; BR: Bioreaktor; HE:
Heizelement; L: Laugenbehalter; LM: Luftmengenmesser; PE: pH-Elektrode; pH: pH-
Meter; PL; Schlauchpumpe fir Lauge; PS: Schlauchpumpe fir Saure; PZ:
Schlauchpumpe fir die Zufutterung; R: Ruhrerdrehzahlanzeige; RB: Reservoirbehalter
fur das Zulaufmedium; S: Séurebehalter; SE: Steuereinheit; T: Temperaturanzeige

Die 2 L-Bioreaktoren von B. Braun und Infors

Die 2 L Ruhrkesssel der B. Braun und Infors Fermentationseinheiten
bestanden aus einem Glasgefal? mit Doppelmantel. Die aus Edelstahl gefertigten
Fermenterdeckel enthielten Bohrungen mit Schraubgewinde und integrierten O-Ring-
Dichtungen fur die Durchfihrung der Zu- und Abluftstrecke (Abluftstrecke mit
integrierter Kiihlung), pH- und pO»-Elektrode, dem Steigrohr fiir die Probenahme
(und Zufutterung; Infors) und der Einlage von Silkonsepten, die, mit Hilfe von
Verschlussstopfen fixiert, zum Anstich des Inokulums und der Lésungen dienten.
Eine Offnung in beiden Rihrkesseln wurde durch einen weiteren Edelstahl-
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Blindstopfen verschlossen. Sie diente zur Beflllung des Fermenters mit dem
Medium. Beim B. Braun Fermenter fuhrten vier mit dem Deckel verschweil3te
Rohrchen in den Ruhrkesselraum, durch welche die Zugabe von Saure, Lauge,
Antischaum und Zufutterungsmedium erfolgten. Der Infors Bioreaktor besald nur zwei
dieser Durchfuhrungen, durch die S&dure und Lauge gepumpt wurde. Die Zugabe des
Antischaummittels erfolgte beim Infors Fermenter durch eine der beiden, innen
hohle, Antischaumsonde. Das Zufutterungsmedium wurde mittels verschlieRbarer
T-Verbindung Uber die Probenahmestrecke in den Fermenter gepumpt Das
Glasgefald des B. Braun Bioreaktors besal an der Seite unterhalb des
Fermenterdeckels 4 zusatzliche Bohrungen im Glasgefal3, die durch Blindstopfen
aus PEEK und Silikondichtungen verschlossen waren. In alle Zu- und Abluftstrecken
aus Silikonschlauch wurden Sterilfilter (PorengrofRe Filtermembran: 0,2 nmm) zur
Vermeidung von Kontaminationen eingesetzt.

Die Ruhrerwelle des B. Braun Fermenters wurde durch einen Elektromotor
angetrieben, dessen Flansch auf die Verzahnung der Ruhrerwelle gesteckt wurde.
Diese war uber eine Gleitringdichtung im Deckel montiert. Beim Infors Fermenter
erfolgte der Antrieb der Ruhrerwelle erfolgte Uber eine Magnetkupplung.

Beide 2 L Ruhrkessel waren an digitale Steuer- und Regeleinheiten gekoppelt,
die zum einen die Datenaufzeichnung der verschiedenen Parameter (pH, pO;,
Ruhrerdrehzahl, Temperatur, Signal Antischaumsonde und Pumpenlaufzeiten)
gewdhrleistete und die diese Daten an einen angeschlossenen PC (INTEL-
Prozessor: Pentium |; 120 MHz Taktfrequenz; 32 MB Arbeitsspeicher) weiterleitete
(beim B. Braun Fermenter erfolgte die Kommunikation zwischen Steuereinheit und
Computer Uber ein zwischengeschaltetes Interface). Die Steuer- und Regeleinheiten
dienten auf3erdem zur Regelung der Pumpen, der Temperatur des Doppelmantels
(integriertes Heiz- und Kihlelement) und des Antriebs. Die Eingabe der einzelnen
Parameter erfolgte Uber die Steuerungssoftware auf dem Prozessrechner
(MFCS-win; B. Braun und Windows IRIS NT; Infors) welche ebenso wie die
Zusatzprogramme zu zeit-, pH- und pO,-abhangigen Zuflutterungsstrategie an die
Steuer- und Regeleinheiten Ubertragen wurden. An den Steuer- und Regelkonsolen
beider Fermenter waren auch je vier Schlauchpumpen fir die Zugabe von Saure,
Lauge, Antischaum und Zufutterungsmedium montiert. Am Gehaduse der Einheiten
war auf3erdem ein Luftmengenmesser mit Schwebekérper und manuell justierbarem
Nadelventil zur Regulierung des Luftmengendurchflusses montiert.

Anzucht der Vorkulturen fur Fermentationen im 1 L- und 2L-Mal3stab

Die Anzucht des Inokulums fir die 1 L- und 2 L- Fermentationen erfolgte in
zwei Schritten. 10 mL des in den Fermentationen verwendeten Mediums wurden
unter der Reinraumwerkbank in ein steriles Kulturrohrchen mit Alu-Kappe gefullt.
Dazu wurden 400 ni einer aufgetauten —80 °C-Kultur des jeweils verwendeten
Bakterienstamms (S. meliloti LPU63 oder S. meliloti 2011) pipettiert. Die Nahrldsung
im Kulturréhrchen enthielt 400 mg*_ bzw. 600 mg>L Streptomycm Die Bakterien
wurden 0.N. auf dem Rotationsschiittler (Frequenz: 500 min’ ) bei +28 °C inkubiert.
5 mL dieser uU.N. Kultur wurden zu 100 mL (50 mL) frischem Medium in einen 300 mL
Animpfkolben mit drei Schikanen (kontinuierliche Kultivierung im 1 L Maf3stab: ohne
Schikane), Schlaucholive und Animpfnadel (Schott, Duran / Eigenanfertigung)
gegeben. Die Kultivierung der Inokula erfolgte U.N. bei +28 °C auf dem
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Exzenterschuttler (Frequenz: 150 min'l). Vor dem Animpfen der Fermenter mit den
Vorkulturen wurden deren optische Dichten ODsgp bestimmt.

Probenahmen bei den 1 L- und 2L-Tischfermentern

Die Probenahme bei allen Tischfermentern erfolgte Gber Steigrohre, die Gber
eine entsprechende Durchfiihrung am jeweiligen Fermenterdeckel in den Ruhrkessel
hineinragten, in zuvor mit einer 70 % (v/v) EtOH-LOsung sterilisierte
Schraubglasgefalle (25 mL Vol.). Die Steigrohre waren lber einen abklemmbaren
Silikonschlauch mit einem ReservoirgefaR verbunden. In das wurde die Probe
(V @15 mL) mit Hilfe eines ebenfalls an das Reservoirgefald gekoppelten Schlauch
mit Sterilfilter und 30 mL Einmalspritze gesaugt. Nach dem Abklemmen der
Probenahmeleitung wurde die Probenflissigkeit Uber ein im Reservoirgefal
befindliches Steigrohr mit Hilfe der Spritze in das sterilisierte Probenahmegefald
gepresst. Zur Vermeidung von Kontaminationen wurde der Schlauch zum
Probenahmegefal nach jeder Probenahme ebenfalls abgeklemmt und dessen Ende
in eine 70 % (v/v) EtOH-LOsung getaucht.

Satzkultivierungen von S. meliloti LPU63 im 2 L-Fermenter bei
verschiedenen pH-Werten

Diese Kultivierungen wurden im 2 L B.Braun Biostat B. Fermenter mit MMM
durchgefuhrt. Vor dem Einbau in den Fermenter erfolgte die Eichung der pH-
Elektrode mit Eichldsungen des pH-Wertes 7,0 und 4,0. D-Mannitol, Natrium-
Succinat, di-Kalium-hydrogen- und Kalium-di-hydrogenphosphate fur 1,5 L Medium
wurden zu 0,5 L Wasser in die Zufutterungsflasche gegeben. Die Medienbestandteile
von Ldsung 2 des MMM fir 1,5 L Fermentationsmedium wurden in 1 L H,O gel6st
und anschlieRend in den Fermenter gegossen. Zusammen mit den Uber
Silikonschlauche an den Fermenter angeschlossenen Flaschen fur Saure, Lauge,
Antischaum und Zufutterung wurde der komplett bestickte Ruhrkessel autoklaviert
(20 min, 121°C und 1,4 bar). Nach dem Abkihlen des Fermenters erfolgte der
Anschluss des Fermenters an die Steuereinheit. AnschlieRend wurde die gesamte
Losung aus der Zufutterungsflasche mit Hilfe der Schlauchpumpe in den Rihrkessel
gefordert. Dann erfolgte die Nullpunkteichung der pO»-Elektrode. Nach ca. 30 min
Begasung des Fermenters mit Luft wurde die 100 % Punkt-Eichung der pOs-
Elektrode vorgenommen. Mit Zugabe von H3PO, bzw. KOH wurde der fur das
jeweilige Experiment vorgesehene pH-Wert (7,0; 6,6; 6,2; 5,9 und 5,6) eingestellt.
Dann erfolgte die Inokulation des Fermenters mit einer 100 mL 0.N. Vorkultur von
SmLPU63 in MMM + 600 mg*_ Streptomycm Die Fermentationen wurden bel
+28 °C, einer Ruhrerdrehfrequenz von 250 min’, einem Lufteintrag von 3 NL min™t
fur 47,5 - 51 h durchgefihrt. Dem Fermenter wurden zur Bestimmung der optischen
Dichte ODsgp, der Zelltrockenmasse und zur offline pH-Messung 10 mL Proben
entnommen. Die offline pH-Messung der Kulturproben aus der Fermentation wurde
parallel an zwei Labor-pH-Metern vorgenommen. Diese pH-Meter wurden zuvor mit
denselben Eichlésungen (pH 7,0 und 4,0) kalibriert, mit denen auch die Eichung der
Fermenter-pH-Elektrode vorgenommen wurde.
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Kontinuierliche Fermentationen mit S. meliloti LPU63 und 2011

Die kontinuierlichen Fermentationen wurden mit einem analogen 1 L New
Brunswyk Scientific BioFlo C30 Bioreaktor am Institut fir Fermentationstechnik
(CINDEFI) der Universidad Nacional de La Plata (Republica Argentina) durchgefuhrt.

Der Fermenter wurde mit 450 mL Mannitol-Minimal-Medium (MMM) befllt und
zusammen mit den Flaschen fur Saure und Lauge und dem Glasbehélter mit 20 L
Zufutterungsmedium im Autoklaven bei 121 °C fur 25 min sterilisiert. Nach der
Sterilisation erfolgte die Zugabe der zuvor sterilfiltrierten Vitamin- und Luteolinlésung
(2 mM) mit Hilfe einer Einmalspritze Uber das im Fermenterdeckel und der
Reservoirflasche befindlichen Gummisepten. Der 20 L Reservoirbehalter mit dem
frischen Medium wurde Uber eine Schlauchleitung mit angeschlossener Animpfnadel
mit dem Bioreaktor verbunden. Das Volumen der Vorkultur, mit der die
450 mL Medium im Fermenter angeimpft wurden, betrug 50 mL.

Die Kultivierung Wurde bei +28 °C, einem Start-pH von 6,8 und einer Frequenz
des Riihrers von 300 min* durchgefuhrt. Der Lufteintrag betrug 0,5 NL>min™. Die
Zulaufpumpe fir frisches Medium wurde 24 h nach der Inokulation des Fermenters
eingeschaltet. Die Pumpe wurde auf einen Volumenstrom V = 30 mLsh™ elngestellt
was elner Raumgeschwindigkeit (Verdunnungsgeschwmdlgkelt) von D=0,06 h*
(=1,44 d) entsprach. Jeden Tag wurde dem Fermenter eine Probe von 40 mL
entnommen. Der pH-Wert der Probe wurde mit einem externen Labor pH-Meter
Uberpruft. Zudem erfolgte ein Bestimmung der Zelltrockenmasse und der optischen
Dichte ODsgp. Nachdem sich die Raumgeschwindigkeit D = 0,06 h' und der pH-Wert
der Kultur (6,8) nach vier Tagen auf die vorgegebenen Werte eingestellt hatten,
erfolgte die Entnahme von 250 mL Kulturflissigkeit zur Aufkonzentrierung der in ihr
enthaltenen Nod-Faktoren (s. oben) Uber das Steigrohr aus dem Bioreaktor.
AnschlieBend wurde der Fermenter mit frischem Medium aus der
Zufutterungsflasche wieder aufgefillt (Volumenstrom V = 30 mL>h'1), bis das
Volumen von 500 mL Fermentationsbrihe wieder erreicht war. Stufenweise wurde
dann der pH-Wert Uber die nachsten drei Tage um jeweils 0,2 Einheiten auf pH 6,2
abgesenkt. Fur vier weitere Tage erfolgte wieder die Kontrolle von pH-Wert, ODsgo
und ZTM. Nach dem elften Tag wurde die kontinuierliche Fermentationen der
Bakterien beendet. Die 500 mL Fermentationsbriihe wurden fir die Extraktion der
Nod-Faktoren bei 6.000 min* fur 1 h zentrifugiert. Das Bakterienpellet wurde
eingefroren und 200 mL des Uberstandes wurden zur Extraktion der in ihm
enthaltenen Nod-Faktoren eingesetzt.

3.5.2 Aufarbeitung und Analyse der Nodulationsfaktoren aus Fermentationen
im1L-und 2L-Mal3stab

Extraktion von Nod-Faktoren aus Fermentationsitiberstdnden mittels
Festphasenextraktion

Die Equilibrierung der Festphasenextraktionskartuschen (Megabond-Elut Cig;
Varian): 12 mL Kartuschenvolumen, 2 g Matrix) erfolgte mit 10 mL MeOH und
anschlieBend mit 10 mL Wasser (Volumenstrom V = 2,9 mLxin ) 200 mL
mikrofiltrierter Fermentationsiberstand (Nitrozellulosefilter, PorengroRe 3 nm)
wurden in den Reservoirbehalter aus Abbildung 3.8 gefillt, mit 10 mL MeOH
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@4,8 % (v/v) versetzt, kurz geschittelt und mit der Festphasenextraktionssaule tber

ein Fallrohr verbunden. Der Uberstand wurde mit einer Schlauchpumpe durch d|e
Extraktionssaule in den Abfallbehalter gepumpt (Volumenstrom, V = 2,9 mLmin™).
Nachdem der Fermentationsiiberstand vollstandig durch die Kartusche gelaufen war,
wurde diese mit 2 x 10 mL Wasser gewaschen und die Nod-Faktoren anschlleBend
mit 2 mL Acetonitril von der C,g-Matrix eluiert (Volumenstrom, V = 2,9 mLxnin’ ) Das
Volumen von 2 mL Acetonitril wurde insgesamt 3 x je Elution durch die Kartusche
laufen gelassen.

Analytische (RP1g) HPLC der Fermentationsuberstéande aus kontinuier-
lichen Fermentationen

Die Analyse der Proben aus den kontinuierlichen Fermentationen in Argentinien
wurden mit einer HPLC-Anlage von Beckman (Pump Unit 126 und UV-vis Detector
166) durchgefuhrt. Das aufkonzentrierte Eluat der Nod-Faktoren aus 200 mL
Fermentationsiberstand (2 mL) wurde bei 14.000 min® far 10 min zentrifugiert und
anschlieRend je 400 nL auf finf sterile 1,5 mL Eppendorfgefal3e verteilt. Zum
Vergleich wurden 0,107 mg Nod-Faktoren aus einem Satzprozess mit
SmlOleEK327 in 1 mL 5% (v/v) Acetonitril : 95 % (v/v) Wasser gel6st, bei
14.000 min' fur 10 min zentrifugiert und auf drei Aliqouts & 330 ni_ verteil.

Abbildung 3.8 Versuchsaufbau zur Extraktion von Nod-Faktoren aus ultrafiltrierten Uberstanden von
Satz- und kontinuierlichen Fermentationen mit dem sauretoleranten Bodenbakterium
SmLPUGB3. R: Reservoir mit Beluftungsoffnung; SPE: Festphasenextraktionskar-
tusche; P: Schlauchpumpe; C: Abfallbehélter
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Alle Chromatographieldufe wurden mit folgender Saule durchgefihrt:

Verwendete Vertex-Stahlsdule: 250 mm Lange x 4 mm |.D.
Chromatographiesaule
Verwendetes Licrospher 100-RP1g endcapped
Saulenmaterial Partikelgrofie: 5mm

PorengroiRe: 10 nm

Der UV-vis-Detektor der in Argentinien vorhandenen HPLC-Anlage von
Beckman wies eine deutlich geringere Auflésungsvermégen auf als der Applied
Biosystems Detektor am Lehrstuhl fir Fermentationstechnik, Universitat Bielefeld.
Aus diesem Grund wurde in der analytischen RP1g-HPLC dort zur Erzielung einer
maoglichst hohen Auflosung der einzelnen Peaks die Elution nicht isokratisch mit 36
% (v/v) Acetonitril (AN) / 64 % (v/v) HbO + 40 mM Ammoniumacetat durchgefihrt,
wie unter 3.3 beschrieben. Es wurde statt dessen der in Tabelle 3.7 dargestellte
Gradient mit der Pumpeneinheit verwendet:

Tabelle 3.7 Gradientenverlauf und Volumenstréme in der RP.g-HPLC zur Analyse der
aufkonzentrierten  Nod-Faktoren aus den kontinuierlichen  Fermentationen
(Argentinien)

VorlagegefalR Pumpe A: Wasser
Vorlagegefal Pumpe B: Acetonitril

Zeit, t Pumpe A Pumpe B \"/ Gradientenform
[ min ] [ %-Anteil V] | [ %-Anteil V ] [ mL min'l]
0 83 17 1,55
5 83 17 1,55
20 0 100 1,55 Linear
22,5 0 100 1,55
22,6 83 100 1,55 Linear
25 83 100 1,55

Das Volumen der Probeschleife betrug 100 ni. Die Probenaufgabe erfolgte
manuell mit einer 1 mL Einmalkanile Gber ein externes 6-Wegeventil. Die Detektion
des Eluats erfolgte Uber den UV-vis-Detektor bei 220 nm. Die HPLC-Anlage war an
einen PC (286-Prozessor, 16 MHz (INTEL), 1 MB Arbeitsspeicher) gekoppelt. Die
Steuerung der Anlage und die Datenaufzeichnung erfolgte Uber das Programm
~oystem Gold“ der Fa. Beckman

Zulaufkultivierungen von S. meliloti LPU63 in TY-und Melassemedium
mit ungeregelter Zufltterung

Die Zulaufkultivierungen im 2 L MaR3stab wurden im B.Braun- und Infors-
Fermenter durchgefihrt. 1,5 L des jeweils verwendeten Mediums wurde in den
komplett bestiickten Fermenter geflllt. In die Flasche fur das Zulaufmedium wurden
450 mL eines Zehnfach-Konzentrat des Mediums angesetzt, das aus 150 g Melasse
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und 7,5 g Harnstoff bzw. 25 g Trypton, 15 g Hefeextrakt und 2 g CaCl, bestand,
jeweils auf 0,5 L Wasser aufgeflllt und vor der Sterilisation auf pH 6,8 eingestellt
wurde. Anschlieend erfolgte die Sterilisation der Fermenter inklusive der Uber
Silikonschlauche angeschlossenen Flaschen fir Saure, Lauge, Antischaum und
Mediumkonzentrat. Nach der Sterilisation erfolgte die Ankopplung des
Wasserkreislaufs der Steuereinheiten fur die Temperierung des Fermenters und fur
die Abluftkihlung, der Anschluss der pH-Elektrode, der pO,-Elektrode, der
Antischaumsonden, das Einlegen der Silikonschlauche in die entsprechenden
Schlauchpumpen an der Steuereinheiten und das Aufsetzen des Ruhrermotors.
Nach Erreichen des Startparameter fir Temperatur, Rihrerdrehzahl und pH erfolgte
die Anstich des Fermenters mit der Vorkultur tGber das im Deckel vorhandene
Septum. Die Kultivierung erfolgte bei einer Ruhrerdrehzahl von 600 min?, einer
Temperatur von +28 °C, einem Lufteintrag von 3 NL xin™® und einem pH von 6,8. Die
Zuschaltung der Zufutterungspumpe erfolgte von Hand, je nach Experiment in
Abhangigkeit von der optischen Dichte zwischen 18-25 h nach Start der
Fermentation. Das Zehnfach-Medium-Konzentrat wurde mit einem konstanten
Volumenstrom von V = 18 mbL*™' in die Fermenter gefoérdert. Bei allen dem
Fermenter entnommenen Proben erfolgte die Messung der optischen Dichte (ODsgp),
die Bestimmung der Zelltrockenmasse (ZTM) und bei einem Teil der Experimente
auch die Bestimmung der Lebendzellzahl (cfu). Die Kultivierungen wurden nach drei
bzw. vier Tagen beendet, wenn bei Messung der optischen Dichte ODsgy keine
signifikante Zunahme der Biomasse mehr feststellbar war.

Lichtmikroskopische Aufnahmen von Proben aus Fermentationen mit
S.meliloti LPU6G3

Zur vergleichenden, optischen Begutachtung der Bodenbakterien in den
Zulauf-Kultivierungen mit Melasse- und TY-Medium wurden 9 nL einer unverdinnten
Fermentationslésung auf einen Objekttrager pipettiert und mit einem Deckglas
abgedeckt. Die Mikroskopie erfolgte bei 1.000-facher VergrofRerung mit Immersionsol
im Phasenkontrast direkt nach der Probenahme aus dem Fermenter. Einzelbilder
von den verschiedenen Proben wurden mit einer digitalen Videokamera
aufgezeichnet.

Ermittlung des Zellvolumens von S. meliloti LPU63 Zellen

Zur Berechnung des Zellvolumens wurden Lange und Durchmesser von je
25 einzelnen Zellen eines Mikroskopbildes anhand des im Mikroskopokular
vorhandenen GrolRenmalistabs ausgemessen. Aus den Einzelwerten wurde der
Mittelwert bestimmt und diese Daten fur die Kalkulation des Zellvolumens
herangezogen.
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NG

Abbildung 3.9 Darstellung eines Rotationsellipsoids. a,b,c: Symmentrieachsen

Die Berechnung des Zellvolumens erfolgte unter der Annahme, dass die
einzelnen Zellen einen rotationssymmetrischen Aufbau, wie in Abbildung 3.9
dargestellt, besitzen mit a = c¢. Fir die Volumenberechnung wurde die Langsachse

(2b) als Drehachse festgelegt. Das Zellvolumen berechnet sich dann nach
Gleichung 3.5 zu:

4
Vaar = §>p><az><b (Gleichung 3.5)

mit a = %2 Durchmesser einer Zelle und b =% Lange einer Zelle

pH-geregelte Zufutterung bei Zulaufkultivierungen von S. meliloti LPU63
in Melassemedium

Der Stamm S. meliloti LPU63 besitzt die Eigenschaft, bei einer Kultivierung in
einer Nahrlésung auf Basis von Melasse alkalische Substanzen in das ihn
umgebende Medium abzugeben. Die Menge der von S. meliloti LPU63 ins Medium
abgegebenen basischen Substanzen steigt bis zu einem Biotrockenmassegehalt von
£ 10 g*_ direkt proportional zur Biomassekonzentration im Fermenter an. Da bei
den Fermentationen von S. meliloti LPU63 in Melassemedium das pH bei konstant
6,8 gehalten wurde, nahm mit zunehmender Bakterienzahl im Ruhrkessel auch der
Verbrauch an HzPOs zu. Dieser Effekt wurde fur eine an die S&uredosierung
gekoppelte Zufltterungsstrategie von SmLPU63 mit einem Melasse 10-fach
Konzentrat genutzt. Die Regelung der Zuflitterungspumpe wurde direkt an das
Laufsignal der Saure-Pumpe gekoppelt (Programm: s. Anhang, 7.1). Weicht das pH
um 0,1 Einheiten vom Sollwert (sp) 6,8 nach oben ab, so wird die Sdurepumpe (Acid
pump) fur 3 s>min’ (Sp 5 =5 % von 60 Sekunden) angestellt (Sp5® V =0,83 mL).
Dieser Zyklus wiederholt sich so lange, bis die entsprechende Menge an 10 %-iger
HsPO,4 zur Fermentationslésung zugegeben wurde, um den pH-Wert wieder auf 6,8
einzustellen. Parallel zur Aktivierung der Saurepumpe erfolgt auch die Zuschaltung
der Zuflitterungspumpe (feed pump). Um bei geringer Bakterienzahl zu Beginn der
Kultivierung keine zu hohen Mengen an Zufltterungsmedium (10-fach Melasse-
Konzentrat) in die Fermentationslésung zu pumpen, wird die Gesamtlaufzeit der
Saurepumpe (acid pump.v) in s als Regelgrél3e fur den Sollwert der Substratpumpe
genommen und dieser Wert mit dem Faktor 0,25 multipliziert. Wenn im Verlauf der
Fermentation durch die angewachsene Bakterienzahl eine grol3ere Menge an
alkalischen Substanzen in das Melassemedium sekretiert wird, steigt der Wert der
Gesamtlaufzeit der Sdurepumpe zwangslaufig an. Daraus resultiert dann auch eine
langere Pumpenlaufzeit der Substratpumpe. Ist eine Gesamtlaufzeit der S&durepumpe

- 88 -



3 Material und Methoden

von 400 s erreicht, dann fordert ab diesem Zeitpunkt die Substratpumpe permanent
mit einem Volumenstrom von V = 18 mLxmin "’ so lange wie die Saurepumpe aktiviert

wird.

pO.-geregelte Zufitterung bei Zulaufkultivierungen von S. meliloti LPU63
in Melassemedium

Die Bilanz des Geldstsauerstoffanteils (pO,) in einer Nahrlésung ist ein Mal3
fur die Stoffwechselaktivitat der in der Lésung vorhandenen Bodenbakterien. Sinkt
der Anteil der wichtigsten Nahrstoffe in der Fermentationslosung unter ein
bestimmtes Mindest-Niveau, so stellen Rhizobien ihren Stoffwechsel um. Diese
Umstellung wirkt sich auch auf ihre Aufnahme von Sauerstoff aus der
Fermentationsbriihe aus. Der Gehalt an Geldstsauerstoff im Medium steigt in Folge
der Stoffwechselumstellung an, da der Sauerstoffbedarf der Zellen abnimmt. Auf
Basis dieser Beobachtung lasst sich die Dosierung von Medium zur
Fermentationslosung in einer Zulaufkultivierung in Abhangigkeit vom pO, regulieren
(Programm: s. Anhang, 7.1). Die Kultivierung der S. meliloti LPU63 findet bei einem
konstantem pH von 6,8 und einer Temperatur von +28 °C statt. Gestartet wird mit
einer Ruhrerdrehfrequenz von 150 min™®, anders als in den Zulaufkultivierungen mit
einem konstanten Volumenstrom der Zuflitterungspumpe. Die Regelung wird
aktiviert, nachdem der pO; den vorgegebenen Sollwert von 50 % wéhrend der
Fermentation erstmalig unterschritten hat. Erreicht der pO, einen Wert von nur noch
30%, so wird die Ruhrerdrehfrequenz um 2 % erhoht. Sinkt der pO, erneut unter die
30% -Grenze, erhoht sich die Drehfrequenz um weitere 2 % usw. Uberschreitet der
pO, dann den Wert von 50 % in Folge des Nahrstoffmangels, so wird die
Zufatterungspumpe angeschaltet (Setpoint 20 ® V = 3,6 mL). Die Bakterien setzen
das frisch zugefiutterte Medium um, verbrauchen dabei wieder Sauerstoff, deshalb
sinkt der pO2 im Medium dann wieder unter die 50 % Marke und die Regelung setzt
erneut ein, sobald das Medium vollstandig von den Bakterien aufgebraucht ist und
der pO, wieder ansteigt. Diese Regelung wiederholt sich so lange, bis die ca. 450 mL
des 10-fach Melasse-Konzentrats zugeftttert worden sind.

3.5.3 Fermentationen im 20L-Mal3stab zur Gewinnung von Nodulations-
Faktoren

Der 30 L Bioreaktor von MBR

Die Abbildung 3.10 zeigt ein Schema des 30 L Bioreaktors und seiner
Peripherie, wie er in dieser Arbeit verwendet wurde. In Abanderungen (keine
Dampfsterilisierbarkeit) kann dieses Schema auch auf die Tischfermenter
angewendet werden, die in dieser Arbeit genutzt wurden.

Der 30 L Fermenter von MBR war aus einem doppelwandigen Stahlgefald mit
einem integrierten, ovalem Schauglas gefertigt. Der Deckel des Fermenters aus
Edelstahl enthielt Durchfihrungen mit integrierten Schraubgewinde fir eine
Antischaumsonde, einen Druckaufnehmer, Zuluftstrecke und Abluftstrecke mit
integrierter Kuhlung, fur ein Manometer, eine Dampfzuleitung, Uber ein T-Stlck
kombiniert mit einer 9 mm I.D. Einlassstrecke, sechs Bohrungen fir die Montage von
Silikonsepten, die Uber stahlerne Verschlussstopfen in der Bohrung fixiert wurden
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und einem verschlieBbaren Einflllstutzen fir die Medienzugabe. In die Abluftstrecke
war ein Ventil zur Regulierung des Fermenterinnendrucks eingebaut. Ein Pt-100
Temperaturfuhler und ein dampfsterilisierbares Probenahmeventil fihrten durch den
Fermenterboden. Die sieben 25 mm Normstutzen an der Seite des Fermenters
dienten u.a. der Durchfihrung von pH-Elektrode, pO»-Elektrode, Tribungssonde,
einem weiterem dampfsterilisierbaren Probenahme-Ventil und einer
dampfsterilisierbaren Auslassstrecke (9 mm A) in den Ruhrkessel. Nicht bendtigte
Stutzen wurden durch Edelstahleinschibe mit integriertem O-Ring und einer
Uberwurfmutter verschlossen. Die Beheizung und Kiihlung des Fermenters erfolgte
Uber den Doppelmantel, in den Dampf (2,5 bar) oder Kihlwasser aus der
Hausversorgung zur Temperaturregulierung eingeleitet wurde.

3»114—<,':| Dampf 1,5 bar

¢
S Zuluft-
regelung
@? S S 5 O— =G zuluft
? ? 7 ® %‘r’ > Abwasser
@@@_ o C> Kondensat
Medien- T 11 1 ?
vorlage 2 i

B == o <O Kuhiwasser

M w— GK ﬂzk | R {3 Dampf 2,4 bar

Séaure / Base / Antischaum

Abbildung 3.10 Schematische Darstellung des 30 L MBR-Fermenters. AFC: Regelkreis fur die
Antischaummitteldosierung; M: Motor; pHICR: pH-Messung und Regelung von
Saure- und Laugezugabe; PIl: Druckmessung; TICR: Temperaturmessung und
-regelung; V: Ventile. (Abbildung mit freundlicher Genehmigung durch Herrn
Dipl.-Ing. T. Schaffer, Universitat Bielefeld)

Die Frischluft wurde Uber eine Schlauchstrecke mit Sterilfilter durch einen
Luftmengenmesser und -regler und von dort aus Uber die dampfsterilisierbare
Zuluftstrecke in den Begasungsring des Fermenter gefihrt. Der Antrieb der
Ruhrerwelle erfolgte von unten durch den Fermenterboden lber einen Elektromotor
mit Magnetkupplung. Der komplette Fermenter mit Ruhrermotor, Dampf- und
Kuhlwasserverteilung war auf einem Gestell mit integrierten Wagesensoren montiert.
Eine Pumpeneinheit mit drei Schlauchpumpen sorgte fiir die Férderung von Saure,
Lauge und Antischaum. Diese war mit der Steuer- und Regeleinheit verbunden.
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Die Steuer- und Regeleinheit (IMCS 2000) des 30 L Fermenters besal} sowohl
analoge als auch digitale Mel3- und Regeleinschibe fir Temperatur, Druck (im
Fermenterinnenraum), Antischaum, pH, pO;, Gewicht des Fermenters und
Luftmenge. Die Steuereinheit war Uber VME-BUS Schnittstellen an einen zentralen
Prozessrechner gekoppelt, der fir die Datenaufnahme und Regelung von insgesamt
zwei Fermentern ausgelegt war.

Der Prozessrechner basierte auf einem modularen Steckkartensystem mit
einem PME 68-25M Prozessor (Motorola), einer Taktfrequenz von 25 Mhz und einem
Arbeitsspeicher von 4 MB. Der Rechner verflgte tUber ein analoges Eingangsmodul
mit 32 Eingédngen, zwei analogen Ausgangsmodulen mit je acht Ausgangen, zwei
digitalen Ausgangsmodulen mit 32 Ausgangen und einem seriellen Ein- /
Ausgangsmodul mit 8 seriellen Schnittstellen. Visualisiert wurden Messdaten und
Parameter Uber ein VT340-Terminal. Der Rechner war mit dem Betriebssystem OS9
ausgestattet, die Fermentersteuerung und -regelung wurde Uber das
Prozessleitsystem CAROLINE Il (PCS) gefuhrt, zur Programmierung und Variierung
der Steuerung diente ein UMACS-Compiler.

Anzucht der Vorkulturen fur Fermentationen im 20 L-Maf3stab

Die Anzucht der Vorkultur fur den 30 L MBR-Fermenter erfolgte in zwei
Stufen. Zwei Kulturrohrchen mit je 10 mL des in der Fermentation verwendeten
Mediums wurde mit 400 nL einer aufgetauten —-80° C-Glyzerinkultur des
Produktlonsstamms S. meliloti 1021pEK327 angeimpft. Zu dem Medium wurden
75mg L Tetrazyklin gegeben und die Kultur wurde bei einer Frequenz von
500 min™ auf dem Reagenzglasschiittler Gber Nacht angezogen. Der Inhalt beider
Rohrchen wurde unter der Relnraumwerkbank zu 400 mL sterilem, ebenfalls
Tetrazyklin-haltigem (7,5 mg*x’ ) Medium in einen 1.000 mL Animpfkolben mit
Schlaucholive, Animpfnadel und 4 Schikanen (Schott, Duran - Eigenanfertigung)
gefullt. Das Inokulum wurde U.N. bei +28 °C auf dem Exzenterschuttler (Frequenz
200 min™) kultiviert. Vor dem Animpfen des Fermenters mit der Vorkultur wurde
deren optische Dichte ODsgo bestimmit.

Satzkultivierungen mit S. meliloti 1021pEK327 zur Produktion von Nod-
Faktoren im 20 L-Mafl3stab

Alle  Kultivierungen  zur  Produktion von  Nod-Faktoren, sowohl
Satzkultivierungen mit anschlie3ender Adsorption der Nod-Faktoren als auch jene im
Bypass-Verfahren mit integrierter Adsorptionskolonne, erfolgten im 30 L MBR-
Ruhrkessel. Vor dem Befillen des Fermenters mit dem zu sterilisierenden Medium
erfolgte die Eichung der pH-Elektrode mit Puffern des pH-Wertes 7,0 und 4,0.
AnschlieRend wurde der Elektrodenkopf durch einen der Normstutzen an der Seite
des Bioreaktors in den Ruhrkessel eingefuhrt und festgeschraubt. Die
Medienbestandteile der Losungen 1 + 2 des Mannitol-Minimalmediums wurden fir
20 L eingewogen, in 4 L H,O geldst und diese Losung in den Fermenter gegossen.
Der Fermenter wurde mit weiteren 16 Litern desionisiertem Wasser aus der
Hausleitung auf ca. 20 L @20 kg Gesamitflissigkeitsvolumen aufgefillt (kontrolliert
Uber die Waage des Fermenters). Die Einfull6ffnung wurde mit einem Blindstopfen
verschlossen, die  Antischaumsonde und die  Zuluftstrecke  zwecks
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Kopfraumbegasung in den Fermenter abgesenkt. Die Sterilisation des Mediums
erfolgte bei 121 °C und @1,2 bar fir 20 min.

Nach dem Abkihlen auf die Fermentationstemperatur von +28 °C wurden
Uber ein Septum die sterilfiltrierten Zusatzlésungen (Vitamine, Antiobiotika u.&.) mit
Einwegspritzen (V = 20 mL) und steriler Metallkanile in den Fermenter injiziert.
Durch ein weiteres Septum wurde die abgeflammte Dreifach-Anstichnadel fir Séaure
(10 % H3PO4), Lauge (2N KOH) und Antischaum (PE 8100) gestofRen und
verschraubt. Die Antischaumsonde wurde 10 cm Uber dem Flussigkeitspegel des
Medium justiert. Die Zuluftstrecke wurde fur die Begasung des Mediums zurtick in
die obere Position gebracht und die Luftzufuhr getffnet. Nach einer halben Stunde
erfolgte das Animpfen des Fermenters mit der Vorkultur. Hierflr wurde die Luftzufuhr
in den Fermenter kurzfristig unterbrochen. Der Anstich mit der Vorkultur von
S. meliloti 1021pEK327 wurde Uber ein weiteres Septum im Fermenterdeckel mit der
an dem Vorkulturkolben befindlichen, abgeflammten Anstichnadel vorgenommen.
Die Zuluftstrecke wurde nach Beimpfung des Fermenters wieder gedffnet. Die
Satzkultivierungen mit anschlleBender Aufarbeitung der Nod-Faktoren erfolgten bei
einem Lufteintrag von 10 NL xnin™, einer Ruhrerdrehfrequenz von 500 min™® und
einem Differenzdruck gegen Luft im Riuhrkessel von pin,. = +0,2 bar. Die Versuche
mit Zuschaltung der Bypasssaule zur Adsorption der Nod-Faktoren im
Fermentationsprozess Wurden dagegen bei einer Ruhrerdrehfrequenz von nur
250 min™ oder 300 min™, einem leferenzdruck gegen Luft von pinn. = 0,0 bar und
einem erniedrigten Luftelntrag von 4 NLxmin™ durchgefihrt. Alle Fermentationen

erfolgten bei einem pH-Wert von 6,8 und bei +28°C.

Tribungsmessung im 30 L-MBR-Fermenter

Der Einbau der Infrarot-Streulicht-Tribungssonde erfolgte an einem der
seitlichen 25 mm Normstutzen des 30 L MBR-Fermenters jeweils vor der Beflllung
des Ruhrkessels mit Medium. Direkt nach Zugabe des Inokulums wurde der
Messwertverstarker manuell auf die héchste Empfindlichkeitsstufe eingestellt. Dann
erfolgte die Nullpunktjustierung der Tribungssonde tber den Kompensations-Regler.
Zur Glattung der Messsignale wurde die Integrationszeit auf 10 s gesetzt. Die
Ablesung der Trubungswerte (0 - 99,9 % = 0 - 20 mA) erfolgte jeweils zu den
Probenahmezeitpunkten. War auf dem Display der Maximalwert von 99,9 % erreicht,
wurde die nachstniedrigere Empfindlichkeitsstufe (Stufen: 30, 10, 3, 1) an dem
Messgerat eingestellt. Jeder abgelesene Messwert wurde vor seiner Erfassung durch
den Faktor der eingestellten Empfindlichkeitsstufe dividiert. Die an dem Gerét
vorzunehmende manuelle Umstellung der Verstarkungsstufe wahrend einer
Kultivierung ermdglichte keine automatische Aufzeichnung des Tribungssonden-
Messsignals Uber den gesamten Fermentationsprozess durch den Prozessrechner
des MBR-Fermenters.

Probenahmen bei den Fermentationen im 30L-Fermenter

Die Probenahme am 30 L MBR-Fermenter erfolgte bei Tag manuell Gber ein
mit Dampf sterilisierbares Probenahmeventil in ein mit 70 % (v/v) EtOH-Losung zuvor
sterilisiertes  Schraubglasgefal? (25 mL Vol). Uber Nacht wurde die

Fermentationslosung automatisch alle drei bzw. vier Stunden Uber eine mit dem
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Fermenter verbundene Schlauchleitung (1 mm 1.D.) per zeitgesteuerter
Schlauchpumpe in zuvor autoklavierte, bei +4 °C gekihlte 5 mL-Reagenzglaser
gepumpt. Die Probenverteilung wurde dabei durch einen Fraktionssammler
sichergestellt.

3.5.4 Gewinnung und Analyse der Nodulations-Faktoren aus Fermentationen
im 20 L-Mal3stab

Adsorption von Nod-Faktoren wahrend einer Satzfermentation mittels
integrierter Wirbelschichtkolonne

Die Extraktion der Nod-Faktoren wahrend einer laufenden Fermentation
erfolgte mit einer Adsorptionskolonne aus Glas, die in Abbildung 3.11 dargestellt ist.
Die Saule hatte eine Ladnge von 500 mm und einen Innendurchmesser von 38 mm
mit einem Gesamtvolumen von 567,1 mL. Die Saule wurde mit
200 g Amberlite® XAD-2 pract. Harzkugeln (feucht) gefiillt. Die Spezifikation des
Harzes sind der Tabelle 3.5 zu entnehmen. Um einen Austrag der Harzperlen
wéhrend des Betriebs der Saule zu vermeiden, wurde ein Polyamidgewebe (150 mm
Maschenweite, 38 nm Fadenstarke) jeweils zwischen zwei Silikondichtringen am
Einlass und am Auslass mit den Edelstahlflanschen (Eigenbau mit Schlaucholiven;
[.D.: Einlass 10 mm, I.D. Auslass: 8 mm) fixiert. Das Bett der gepackten Harzperlen
besal? ein Volumen von 260 mL. Die Betth6he der Schittung betrug 229 mm. Daraus
resultierte eine maximal mogliche Expansion von h/hg,max: 2,18. Die Equilibrierung
und Sterilisierung der S&ule erfolgte durch Umpumpen einer 70 % (v/v) EtOH-L6sung
fur 30 min (Volumenstrom, V: 400 mL>min'1). Nach dem vollstandigen Abpumpen der
EtOH-L6sung aus der Saule wurden die Triclamp-Anschliisse am Ende von Zu- und
Ablaufschlauch abgeflammt und sofort an die seitlichen Aus- und Einlasséffnungen
des 30 L MBR-Fermenters gekoppelt. Die Schlauchpumpe wurde 21,75 h bzw.
25,5 h in Abhangigkeit vom Messwert der optischen Dichte ODsgo bei der jeweiligen
Fermentation nach dem Fermentationsstart eingeschaltet und die Ventile der
Fermenterzu- und —abflihrung geotffnet. Der Volumenstrom der
Fermentationsflissigkeit durch die Saule lag bei V @50 mLmin™. Nach Ende der
Kultivierungen (43 h bzw. 54 h) wurde die in der Saule verbliebene Fermentations-
briihe in den Bioreaktor zurtickgepumpt.

Biomasseabtrennung mittels Querstrom-Ultrafiltration

Die in einem Satzprozess erzeugte Fermentationsbrihe (V = 20 L) wurde mit
einer Centrassette (Pall Gelman Science) Ultrafiltrationseinheit GH 830 in einem
zweistufigen Prozess aufgearbeitet. Verwendet wurden im ersten Schritt zur
Biomasseabtrennung vier Filterkassetten mit einem MWCO von 1 MDa. Die
Gesamtfilterflache der vier Kassetten betrug 1,84 nf. Die Fermentationsflissigkeit
wurde aus dem Fermenter in eine 25 L Kunststoff-Vorratsflasche geftllt und von dort
mit einem Volumenstrom von V = 900 L™ durch die Filtermodule gepumpt, das
Retentat gelangte zurtick in den Behalter mit der Fermentationsbriihe und wurde bis
auf ein Volumen von 2 L eingeengt. Der von der Biomasse abgetrennte
Fermentationsiberstand mit einem Volumen von ca. 18 L wurde in einem weiteren
Kunststoff-Vorratstank aufgefangen und in einem weiteren Filtrationsschritt mittels
zweier Filterkassetten mit einem MWCO von 5 kDa weiter aufgereingt. Das Filtrat
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wurde bis zur weiteren Aufarbeitung (Diagerungmax = 24 h) bei +4 °C in einer 20 L
Kunststoff-Vorratsflasche gelagert.

Extraktion der Nod-Faktoren aus einer ultrafiltrierten Fermentations-
[6sung

Fur die Extraktion der Nod-Faktoren aus ultrafiltrierten Fermentations-
Uberstadnden wurde ein modifizierter Aufbau der in Abbildung 3.11 gezeigten Anlage
verwendet. Im Gegensatz zu dem an die Fermentation gekoppelten Extraktions-
prozess wurde an Stelle der dort gezeigten Heraeus-Schlauchpumpe (SP) eine
regulierbare Zahnradpumpe von Iwaki verwendet. Schlauchzu- (EI) und -abfihrung
(AU) mindeten in einen 25 L Kunststoffbehélter, der den ultrafiltrierten
Fermentationsiiberstand enthielt.

Abbildung 3.11 A) Versuchsaufbau zur Extraktion von Nod-Faktoren aus 20 L Fermentationen
im Bypassverfahren. AU: Schlauchverbindung zum Fermenter; BR:
Bioreaktor; DA: Druckaufnehmer; El. zufihrende Schlauchleitung aus dem
Bioreaktor; ES: Adsorptionssaule (mit Harzkugeln geflllt); MU:
Druckmessumformer; PK: rotierender Pumpenkopf mit sechs Rollen; SP:
Schlauchpumpe;  ZU:  Schlauchzufihrung  zur  Adsorptionskolonne.
B) Wirbelschichtkolonne im Betrieb, durchstrémt mit einer Fermentations-
16sung (V = 50 mLmin™)

94 -



3 Material und Methoden

Zu dem 18 L Fermentationsuberstand wurden 900 mL EtOH p.A. gegeben, um
die Adsorption der Nod-Faktoren zu optimieren. Die Equilibrierung der Saule erfolgte
wie oben durch Umpumpen einer 70 % (v/v) EtOH-Lésung fir 30 min
(V @390 mLxnin ) Nach vollstandigem Abpumpen der ethanollschen Losung wurde
der Uberstand fir 24 h durch die Saule gepumpt (V @100 mL>min '® t @5,67 min).
Wahrend der Extraktion der Nod-Faktoren aus dem Fermentationsiiberstand wurden
1,5 mL Proben zu den Zeiten t = 0 h, 8 h und 24 h enthommen und diese nach der
10-minutigen Zentrifugation bei 14.000 min™ in der RP15-HPLC analysiert.

Aufarbeitung der Adsoberharz gebundenen Nod-Faktoren

Die mit Harzkugeln geftllte Adsorptionssaule aus Abbildung 3.11 wurde nach
Fermentationsende des Bypass-Verfahrens, bzw. nach Aufkonzentrierung von Nod-
Faktoren aus einem ultrafiltrierten Fermentationsiiberstand eines Satzbetrieb aus
dem Versuchsaufbau entnommen und fir 5 min mit desionisiertem Wasser aus der
Hausleitung in horizontaler Lage gespult (V @300 mL>min'1). Die Saule wurde dabei
geschwenkt, um eine optimale Benetzung aller Harzkugeln mit dem Wasser zu
erreichen und so eine bestmdgliche Reinigung des Adsorberharzes zu
gewabhrleisten. Anschlie3end wurde die Saule wieder senkrecht aufgerichtet, das in
der Saule verbliebene Wasser wurde mit Pressluft herausgeblasen. Dann wurden
200 mL EtOH p.A. von oben auf die Harzperlen gegossen. Das EtOH-Eluat wurde
am unteren Auslass der offenen Saule aufgefangen und zwei weitere Male Uber die
Harzkugeln laufen gelassen. Das Eluat wurde dann am Rotationsverdampfer bei
Wasserbadtemperatur von +36 °C und einem Unterdruck von 20 mbar auf ein
Restvolumen von £ 25 mL eingeengt, im gekihlten EtOH-Bad am Innenrand eines
rotierenden Rundkolben eingefroren, anschlieend fur 20 h gefriergetrocknet und
das Lyophilisat bis zur weiteren Aufarbeitung bei —30 °C gelagert. Die Regeneration
des Saulenmaterials erfolgte uber Umpumpen von Aceton p.A. mit einem
Volumenstrom von V = 100 mLmin™ mittels Zahnrad- oder Schlauchpumpe fir 1 h
durch die Séaule. Die Aceton-Fraktion wurde am Rotationsverdampfer eingeengt und
das aufgefangene Losungsmittel wiederverwendet. Die Saule wurde verschlossen
und bei +4 °C bis zur nachsten Anwendung dunkel gelagert.

Praparative Umkehrphasen (RP1g) HPLC zur Aufreinigung der Nod-
Faktor-Lyophilisate

Die Aufreinigung des gewonnenen Lyophilisats aus der Elution der Nod-
Faktoren mit den Amberlite® XAD-2 pract. Harzperlen erfolgte mittels préaparativer
RP1g-HPLC. Fir die HPLC wurde eine Latek- M2-Glassaule mit einer Lange von
500 mm und einem [.D. von 20 mm verwendet. Diese enthielt das praparative
RPig-Saulenmaterial  Polygoprep  100-30 Ci3  (Macherey-Nagel). Das
Saulenbettvolumen betrug 120 mL. Nach 60-mindtiger Equilibrierung der Saule mit
30 % (v/iv) MeOH / 70 % (v/v) Wasser wurden das Lyophilisat in 2 mL 30 % (v/v)
MeOH / 70% (v/v) Wasser gelost. Die Rohproduktlosung wurde dber eine
Einmalkantle mittels Luer-Adapter auf die Saule appliziert. Die Auftrennung des
Eluats erfolgte mit zwei IRIKA-Pumpen Uber den in Tabelle 3.8 dargestellten
konvexen Gradienten, die Detektion des Flissigkeitsstroms aus der S&ule wie in der
analytischen Chromatographie mittels UV-vis-Spektrometers bei 220 nm. Das Eluat
der praparativen Chromatographie wurde durch den Fraktionssammler in 12 mL
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Fraktionen zwischen 27 - 57 Minuten aufgetrennt. 700 nL der einzelnen Fraktionen
wurden anschliel3end mit der analytischen RP13-HPLC untersucht (Methode: s. 3.3).

Tabelle 3.8 Gradientenverlauf und Volumenstréme in der praparativen RP.g-HPLC zur
Aufarbeitung von Nod-Faktoren

VorlagegefalR Pumpe A: 30 % (v/v) MeOH / 70 % (v/v) Wasser
Vorlagegefal3 Pumpe B: 100 % MeOH

Zeit, t Pumpe A Pumpe B \"/ Gradientenform
[ min ] [%-Anteil V]|[[%-Anteil V]| [mL min'l]
0 100 0 4,0
40 0 100 4,0 Konvex
60 0 100 4,0 Linear
60,1 100 0 4,0 Linear
85 100 0 4,0 Linear

Die Nod-Faktor-Eluate der préaparativen RP33-HPLC im Zeitraum von
42 -51min  aus den Aufreinigungsprozessen von Satzfermentation und
Bypassfermentation wurden nach der analytischen RPig-HPLC im MALDI-ToF
Massenspektrometer untersucht.

Matrix-Assisted Laser Desorption / lonisation (MALDI) Time-of Elight
(ToF)-Massenspektrometrie aufgereinigter Nod-Faktoren

Fur die Probenvorbereitung wurden 10,2 mg Nod-Faktor-Rohprodukt
(Lyophilisat) in 1,5 mL 30 % (v/iv) MeOH / 70 % (v/v) H,O gelost und mittels
praparativer RP-18 HPLC (s. oben) aufgetrennt. Die Fraktionen von 42 - 48 min
wurden bis zur Analyse bei -30°C aufbewahrt. 10 mg Matrix DHB wurden in 1mL
Acetonitril : MeOH : TFA (1 :1:0,1) geldst. 5 nL. Matrixldsung und 5 ni. RP1g-HPLC-

Fraktion wurden gemischt. Auf die Targets des MALDI-ToF-MS wurden je 1 nL des
Matrix-Probengemischs aufgetragen. Die Messung fand unter folgenden
Bedingungen statt:

Beschleunigungsspannung 19 kv
Anzahl der Laserpulse 10
Reflektionsspannung 20 kv
Vakuum 4x10”7 Pa

Vor der Messung der Nod-Faktor-Proben erfolgte die Eichung des MALDI-MS mit
den folgenden drei Peptiden:

Angiotensin Il (Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe) M.W. 1046,5

Substance P (Arg-Pro-Lys-Pro-GIn-Phe-Phe-Gly- M.W. 1347,7
Leu-Met-NH,)

Adrenocorticotropic (Ser-Tyr-Ser-Met-Glu-His-Phe-Arg- M.W. 2093,1

Hormone Fragment 1-17 Trp-Gly-Lys-Pro-Val-Gly-Lys-Lys)

Erganzend dazu wurden noch Vergleichsmessungen mit den Zuckerderivaten
Tri-N-Acetyl-chitotriose (M.W. 627,6) und Tetra-N-Acetyl-chitotetraose (830,8)
durchgefunhrt.
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4 Ergebnisse und Diskussion

Die Resultate der in dieser Arbeit durchgefihrten Experimente und die sich an
die Ergebnisse anschlielRenden Diskussionen sind in drei Gbergeordnete Teilaspekte
gegliedert:

4.1 Im ersten Teil werden die Kultivierungen des (semi-)sauretoleranten Boden-
bakteriums S. meliloti LPU63 im Ruhrkessel bei verschiedenen pH-Werten im
Satzprozess dargestellt. In kontinuierlichen Fermentationen wurde das Ver-
halten von S. meliloti LPU63 im sauren Milieu mit dem des Wildtyps
S. meliloti 2011 verglichen. Neben dem Wachstumsverlauf der Bodenbakteri-
en wurde ein Schwerpunkt auf die Beobachtung der Nod-Faktoren-Synthese
gelegt.

4.2  Im Hinblick auf eine Produktion von Starterkulturen (Inokula) fur die Landwirt-
schaft mit (semi-)sauretoleranten Sinorhizobien-Stammen wird im zweiten Tell
die Entwicklung einer Nahrldsung fur die grof3technische Kultivierung der Bo-
denbakterien auf Basis unbehandelter Zuckerrohr- und Zuckerribenmelassen
gezeigt. In Zulaufkultivierungen von S. meliloti LPU63 in Rihrkesselreaktoren
wurde das entwickelte Melassemedium mit einem Standardmedium vergii-
chen. Mit dem neuen Medium wurden auf3erdem verschiedene Zufiutterungs-
strategien getestet.

4.3  Der dritte Teil befasst sich mit der Optimierung von Produktion und Aufarbei-
tung der Nod-Faktoren aus S. meliloti 1021pEK327. Experimente beschreiben
den Verlauf der Adsorption von Nod-Faktoren an ein lipophiles spharisches
Harz. Es folgen Versuche zur in-Prozess-Adsorption von Nod-Faktoren aus
einer Bakteriensuspension. Schlie3lich wird das Satzverfahren mit nachge-
schalteter Aufkonzentrierung der Nod-Faktoren einem Fermentationsprozess
mit integriertem Adsorptionskreislauf gegenibergestellt.

4.1 Auswirkungen verschiedener pH-Werte auf S. meliloti LPU63

Es werden zuerst die Satzprozesse im 1,5 L-Mal3stab von S. meliloti LPUG3 in
einem Mannitol-Minimalmedium bei verschiedenen pH-Werten dargestellt. Daran
schlie3en sich die vergleichenden kontinuierlichen Kultivierungen im 0,5 L-MaR3stab
mit S.meliloti 2011 und S. meliloti LPU63 an.

4.1.1 Satzprozesse von S. meliloti LPUG63 bei variierenden pH-Werten

Das Verhalten von S. meliloti LPU63 in Mannitol-Minimalmedium (MMM) bei
verschiedenen pH-Werten im Satzprozess sollte untersucht werden. Alle Satzkultivie-
rungen mit S. meliloti LPU63 wurden bei den unter 3.5 aufgefuhrten Bedingungen

durchgefiihrt. Die Anzucht der Vorkulturen erfolgte in 100 mL MMM + 600 mgx.™
Streptomycin. Die optischen Dichten der Vorkulturen betrugen: pH7,0 ® ODsgy =
9,51; pH 6,6 ® ODsgp = 9,165; pH 6,2 ® ODsg = 10,115; pH 5,9 ® ODsgo = 10,41,
pH 55 ® ODsgy= 10,2. Die parallel zu der im Fermenter durchgefihrten pH-
Messung erfolgten Bestimmungen des pH-Wertes Uber die zwei Labor-pH-Meter
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ergaben maximale Abweichungen in allen Fermentationen von £ 0,15 pH-Einheiten
im Vergleich zu den Daten, die zum Probenahmezeitpunkt von der pH-Elektrode im
Fermenter angezeigt wurden. Die Kultivierungszeit der Fermentationen variierte
zwischen 47,5 - 51 h.

Mit abnehmenden pH-Werten sank der Gehalt an Biotrockenmasse von
S. meliloti LPU63 in der Fermentationsbriihe stetig, wie in Abbildung 4.1 zu sehen
ist. Bereits bei einer Reduktion des pH-Wertes von 7,0 (ZTM = 5,83 gt~ ) auf 6,6
nahm der Gehalt der Zelltrockenmasse von S. meliloti LPU63 nach einer Kultivie-
rungszeit von zwei Tagen um 12 % (D ZTM = 0,72 g>L'1) ab. Bei einem pH-Wert von
6,2 reduzierte sich der Biotrockenmassegehalt um 28 % (D ZTM = 1,6 g>L'1) und bei
pH-Werten unter 6,0 lagen die Ausbeuten an Biotrockenmasse von S. meliloti LPU63
in der Losung nur noch bei 37 % (pH 5.9) bzw. bei 22 % (pH 5,6) im Vergleich zur
Biotrockenmassekonzentration in der Fermentation bei pH 7,0.

6-{ —O—pH7,0

O ]
eeeDeee pH 6’6 /
5| -OA—pH6.2 O e 0
--v--pH59 e
—&—pH 5,6 ".-'O ___________ A

Zelltrockenmassekonzentration, X [ g L™ ]

Fermentationsdauer, t[ h]

Abbildung 4.1 Biotrockenmassegehalt in Satzkultivierungen mit S. meliloti LPU63 bei unterschiedli-
chen pH-Werten.

Werden die spezifischen Wachstumsgeschwindigkeiten §1) in den Satzpro-

zessen betrachtet so sanken deren Werte mit abnehmendem pH-Wert von
me0,129h™ bei pH 7,0 (® Berechnung von mgu7, fur den Zeitraum t = 0 h — 20,3 h)

bis auf mus6 = 0, 097ht (® Berechnung von mgus e flr den Zeitraum t = 0 h — 20,3 h).
Aus den Werten der spezifischen Wachstumsgeschwindigkeit mbei pH 5,6 ergab
sich fur den Zeitraum von 0 h - 20,3 h eine mittlere Generationszeit MGT) von
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7,14 h. Damit lag dieser Wert in dem Bereich, der auch von Segundo (Segundo
etal., 1999) fur S.meliloti LPU63 in Kulturréhrchen mit MMM + 20 mM MES bei
pH 5,6 ermittelt wurde (mittlere Generationszeit von MGT @7,6 h), wobei in den
gepufferten Systemen im Kulturréhrchen bertcksichtigt werden muss, dass der pH-
Wert nicht permanent reguliert wurde und es zu Abweichungen vom voreingestellten
pH-Wert wéahrend der Kultivierung von S. meliloti LPU63 von 0,2 - 0,5 Einheiten nach
oben in einem mit MES gepufferten System kommen kann, wie del Papa (Del Papa
et al.,, 1999) feststellte. In dem hier gezeigten Satzprozess wurde der pH-Wert
standig bei 5,6 gehalten, die Schwankungen des pH wé&hrend der Fermentation
waren auf ein Minimum von £ 0,1 pH-Einheiten reduziert. Die Werte der hier darge-
stellten Satzprozesse und die Experimente im Kulturréhrchen (Segundo et al., 1999)
zeigen aber beide, dass die spezifische Wachstumsgeschwindigkeit (m) durch einen
sauren pH-Wert bei S. meliloti LPU63 signifikant reduziert ist. Die kalkulierten Werte
fur m die aus den Biotrockenmassewerten der Fermentationen erhalten wurden,
missen allerdings unter dem Vorbehalt betrachtet werden, dass sie nur aus der
Berechnung zwischen zwei Messpunkten ermittelt wurden.

Anderung der dynamischen Viskositat in Abhangigkeit vom pH-Wert

In den oben beschriebenen Fermentationen wurde mit abnehmendem pH eine
steigende Zahflussigkeit des Mediums zum Ende der Fermentationsprozesse
registriert. Dieser Effekt sollte genauer untersucht werden. Aus diesem Grund
wurden die zentrifugierten Fermentationsiberstande, die aus den Proben am
Fermentationsende eines jeden Satzprozesses erhalten wurden, im Mikro-
Kugelfallviskosimeter bei +25 °C analysiert.

Wie aus Abbildung 4.2 zu erkennen ist, stieg die dynamische Viskositat bei
den Fermentationen bereits bei einem pH-Wert von 6,6 mit hpnes = 1,091 des
Mediums gegenuber der Kultivierung bei neutralem pH an (hpn7,0 = 0,973). Bei einem
pH-Wert von 5,6 im Medium war die dynamische Viskositat des Fermentationstber-
stands um den Faktor 2,02 hdher als in der Kultivierung von S. meliloti LPU63 bei
einem neutralen pH.

Diese Steigerungen in der dynamischen Viskositat der Fermentationsiber-
stande weisen auf die verstarkte Synthese und Sekretion der Exopolysaccharide von
S. meliloti LPU63 hin, welche auch mittels ethanolischer Préazipitation in diesen
Fermentationsuiberstanden nachgewiesen werden konnten. Diese Molekiille nehmen
nicht nur eine wichtige Funktion bei der Etablierung der Symbiose mit der Luzerne
ein (s.2.7). Die Starke der extrazellularen Matrix, die aus den verschiedenen Exo-
polysacchariden zusammengesetzt ist, kann auch als Reaktion auf Umwelteinflisse
wie dem Wechsel in der Konzentration an Salzen in der Umgebung (Miller et al.,
1986, Lloret et al., 1995 und 1998) oder dem Absinken des pH-Wertes (Dilworth et
al., 1999; Howieson et al., 1988; Cunningham et al., 1984) variieren.

Beide Reaktionen zusammengenommen, die Reduktion der Wachstumsge-
schwindigkeit und die verstarkte Exopolysaccharidsynthese, kdnnen als wichtige
Teile eines Schutzmechanismus” verstanden werden, um das Uberleben der Boden-
bakterien unter diesen unginstigen Umweltbedingungen zu sichern.
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Durch welche Faktoren die Reduktion des Wachstums und die massive Syn-
these der Exopolysaccharide bei S. meliloti LPUG3 initiiert wird, ist noch nicht geklart.
Diese ,Saurestress-Antwort“ der Bodenbakterien kdnnte aber auch bei diesem
Stamm an ein Zweikomponenten Sensor-Regulator-System gekoppelt sein, das
Tiwari (Tiwari et al., 1996) fur Sinorhizobium meliloti beschreibt. Ob aber spezielle
~Saure-Schock-Proteine® als Antwort auf einen niedrigen pH-Wert auch von Sinorhi-
zobium meliloti LPU63 exprimiert werden, wie sie von Aarons (Aarons et Graham,
1991) in Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli gefunden wurden, konnte bis zum
heutigen Zeitpunkt noch nicht nachgewiesen werden.

N
o
|

[ smLPU63

=
0
|

=
o
|

=
N
|

=
N
|

o
0
|

o
o
|

Dynamische Viskositat, h[ mPa s ]
S
|

o
N
|

o
o
|

7,0 6,6 6,2 5,9 5,6
pHI -]

Abbildung 4.2 Abhangigkeit der dynamischen Viskositat (h) vom pH-Wert eines Fermentationsiber-
standes aus Fermentationen mit dem Bodenbakterium S. meliloti LPU63. Die Bestim-
mung der dynamischen Viskositét erfolgte mit Proben, die jeweils zum Ende der oben
beschriebenen Satzprozesse gezogen wurden. Die Proben wurden bei 14.000 min™
zentrifugiert und ihr Uberstand bei —30 °C bis zur Messung gelagert.

Die Regulation der Synthese von Exopolysacchariden ist bei Sinorhizobium
meliloti aber auf3er an den pH-Wert auch an andere Faktoren wie der Magnesium-
konzentration (Roblot et al., 1995), einen hypoosmotischen Schock (Dylan et al.,
1990) oder den Phosphatgehalt (Zhan et al., 1991) gekoppelt. So zeigte der in dieser
Arbeit verwendete, in Argentinien isolierte Stamm S. meliloti LPU63 auch unter

- 100 -



4 Ergebnisse und Diskussion

neutralen Bedingungen bei der Kultivierung in Melassemedium eine verstarkte
Exopolysaccharid-Synthese im Vergleich zur Kultivierung in TY-Medium (s. dazu
4.2.3). Bei diesen Experimenten in Melasse war eine verstarkte Exopolysaccharid-
synthese aber nicht an ein starkes Absinken der Wachstumsgeschwindigkeit gekop-
pelt.

Nod-Faktoren Synthese von S.meliloti LPU63 bei verschiedenen
pH-Werten

Eine dritte Reaktion als Folge der Kultivierung von S. meliloti LPU63 in Medien
mit niedrigem pH-Wert war die verstarkte Synthese von Nod-Faktoren durch die
Bodenbakterien. Insbesondere beim Absinken des pH-Wertes unter 6,0 wurde die
Nod-Faktorsynthese deutlich erhoht, die in Abbildung 4.3 dargestellt ist. Da jeweils
200 mL mikrofiltrierter Fermentationstberstande aus den Satzprozessen fur die
Isolierung der Nod-Faktoren eingesetzt wurden, konnen Uber die Peakflachen in den
Chromatogrammen der Eluate quantitative Aussagen Uber die Synthese der LCOS
bei unterschiedlichen pH-Werten getroffen werden. Vergleicht man die Peakflachen
der Nod-Faktoren bei 13°48"", so ist diese bei pH 7,0 mit A = 634,26 mVs um 59 %
kleiner als bei pH 5,6 mit A = 1.551,18 mV:s.

40—

4 pH 7,0
30— eceeccee pH 6,6

1 === H 6,2
32+ P

| == ~pH 5,9
28— pH 5,6

Detektorsignale UV, [ mV ]

Retentionszeit HPLC, t [ min ]

Abbildung 4.3 Nod-Faktorenprofile der Extrakte von zentrifugierten Fermentationsiiberstdnden aus
S. meliloti LPU63 Satzfermentationen bei verschiedenen pH-Werten
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Setzt man die Flachen in Relation zur Biomassekonzentration am Ende des
jewelllgen Satzprozesses, so wird der Unterschied noch auffalliger. Bezogen auf
1 g+ ' Biomasse, wiesen die Bodenbakterien bei einem pH-Wert von 5,6 eine
11-fach héhere Syntheseleistung an Nod-Faktoren auf als unter neutralen Bedingun-
gen. Diese erhohte Nod-Faktoren-Synthese kann auf eine verstarkte Luteolin-
Aufnahme unter sauren Bedingungen zurtickzufiihren sein, wie sie Hubac (Hubac et
al., 1994) fur S. meliloti beschreibt. Dass eine erhéhte Konzentration von Luteolin in
der Zelle die Expression der nod-Gene verstarken kann, wurde durch Peters (Peters
et al., 1986) nachgewiesen. Damit steht das Verhalten von S. meliloti LPUG3 unter
sauren Bedingungen aber im Gegensatz zu den Ergebnissen, die Richardson
(Richardson et al., 1988) bei Rhizobium leguminosarum bv. trifolii erzielte. Er beob-
achtete eine abnehmende Expression der nod-Gene bei pH-Werten von £ 5,8.

Die Analyse der ultrafiltrierten Fermentationsuberstdnde in Abbildung 4.3
zeigte, dass S. meliloti LPU63 nicht nur eine grolRere Menge an Nod-Faktoren
produzierte, sondern auch eine hydrophobere Variante der Nod-Faktoren bei niedri-
geren pH-Werten synthetisierte, dessen Peakmaximum im Chromatogramm bei ca.
15724 liegt (beim Chromatogramm der Probe von pH 6,2: 16'30"), bei einem von
pH 7,0 fast nicht zu detektieren war. Die Peakflache bei einem pH von 5,6 betrug
A1s24+=989,78 mV s und bei einem pH von 7,0 Ajs4«= 17,36 mV:s.

Die exakten chemischen Strukturen der Nod-Faktoren, die sich in dem Peak
befinden, der bei 1524 sein Maximum besitzt, konnte bis jetzt noch nicht aufgeklart
werden, da eine genauere Analyse mittels Massenspektrometrie und NMR-
Spektroskopie u. a. aufgrund der geringen Ausbeuten an Nod-Faktoren-Eluat aus
dem 200 mL Kulturiiberstand zu diesem Zeitpunkt nicht méglich war. Denkbar fur
eine genauere chemische Untersuchung der Nod-Faktoren ware bei diesen geringen
Mengen an LCOS eine kombinierte HPLC-MS Analyse von ultrafiltrierten Fermenta-
tionsuiberstdnden des Stamms S. meliloti LPUG3.

4.1.2 Kontinuierliche Fermentationen von S. meliloti LPU63 und
S.meliloti 2011 mit Absenkung des pH-Wertes

In diesen Experimenten sollte gezeigt werden, ob und in welcher Form eine
Anpassung des semi-sauretoleranten Stamms S. meliloti LPU63 an ein niedrigeres
pH erfolgte, wenn dieses in einer kontinuierlichen Kultivierung im Ruhrkessel stufe n-
weise von 6,8 auf 6,2 abgesenkt wurde. Das Verhalten von S. meliloti LPU63 sollte
dabei mit dem des Wildtyps S. meliloti 2011 verglichen werden. Eine Absenkung des
pH unter einen Wert von 6,0 war nicht moglich, da die Verdopplungszeit von
S. meliloti 2011 unter diesen Bedingungen gegen unendlich anstieg (tp ® ¥; s. auch
Glenn et al., 1994) und dies zum vollstandigen Austrag der Bodenbakterien aus dem
Fermenter gefuhrt hatte.

In den Vorversuchen zu diesem Experiment wurde mit D = 0,06 h' die geeig-
nete Raumgeschwindigkeit ermittelt, bei der es nach dem Absenken des pH-Wertes
auf 6,2 nicht zur Auswaschung der Biomasse von beiden Stammen kam Diese
Raumgeschwindigkeit entspricht einem Volumenstrom von V = 30 mLsh™, mit dem
frisches Medium in den Bioreaktor eingeleitet wurde. Damit wurde in 16,6 h ein

-102 -



4 Ergebnisse und Diskussion

Reaktorvolumen mit einem Volumen von V = 500 mL an frischem Medium ausge-
tauscht.

Der Wildtyp S. meliloti 2011 zeigte in der kontinuierlichen Kultivierung ein ra-
hezu unverandertes Bild nach der Absenkung des pH-Wertes auf 6,2 im Vergleich zu
den Daten nach den ersten vier Tagen bei einem pH von 6,8, wie in Abbildung 4.4
zu sehen ist. Die Werte fiur die Biotrockenmasse lagen am Ende der Kultivierung
nach 11 Tagen um 7,7 % unter den Werten nach 4 Tagen (s. auch Vergleich unten).
Auffallig war bei der Kultivierung des Wildtyps S. meliloti 2011 der signifikante
Anstieg bei den Werten der optischen Dichte ODsgp um 13 % im Vergleich zum Wert
am 4. Tag bei einem pH von 6,8.
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Abbildung 4.4 Optische Dichte (ODsgg), Zelltrockenmasse, pH-Wert-Verlauf und Raumgeschwindig-
keit einer kontinuierlichen Kultur von S. meliloti 2011

Die Ursache fir die Erh6hung der optischen Dichte (ODsgp) in der Kultur von
S. meliloti 2011 bei einem pH von 6,2 kann auf einen erh6hten Anteil an Partikeln
aus bereits lysierten, toten Zellen in der Fermentationslésung und / oder auf eine
Volumenanderung der Zellen zurtickgefuhrt werden, die vermehrte Lichtreflexionen
und —streuungen erzeugen, was dann zu hoheren ODsgo-Werte fuhrte. Eine Lebend-
zellzahlbestimmung und mikroskopische Begutachtungen der Fermentationsproben,
die diese Annahmen bestatigen kénnten, wurden bei den kontinuierlichen Fermenta-
tionen von S. meliloti 2011 und S. meliloti LPU63 allerdings nicht durchgefihrt.

Diese Resultate bei der Kultivierung des Wildtyps S. meliloti 2011 weisen dar-

auf hin, dass dieser Stamm des Bodenbakteriums Sinorhizobium meliloti nicht Uber
Mechanismen zur Adaption an die sauren Bedingungen in der Kulturlosung verfugt.
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Es kommt nach diesen Daten eher zu einem verstarkten Absterben der Mikroorga-
nismen in der Kultur bei einem pH von 6,2, was sich in der héheren optischen Dichte
(ODsgo) widerspiegelt. Eine Zunahme der Viskositat der Fermentationslésung konnte
bei S. meliloti 2011 unter sauren Bedingungen bei einem pH von 6,2, wie bei der
Kultivierung von S. meliloti LPU63 zu sehen, konnte nicht beobachtet werden.

Die in Abbildung 4.5 dargestellten Ergebnisse ergeben fur S. meliloti LPU63
in der kontinuierlichen Fermentation bei variierenden pH-Werten ein vollkommen
anderes Bild im Vergleich zu den Resultaten, die mit dem Wildtyp S. meliloti 2011 im
CFSTR erzielt wurden. Sowohl die Biotrockenmasse, als auch die optische Dichte
nehmen signifikant um 34 % (ZTM) bzw. um 50 % (ODsgp) nach Absenkung des pH
ab. AuRerdem konnte eine deutlich erhohte Viskositat der Fermentationsuberstande
am Ende des Experiments bei einem pH-Wert von 6,2 beobachtet werden. Dies wies
wie in den Satzprozessen (s. Abbildung 4.2) auf die verstarkte Exopolysaccharid-
Synthese von S. meliloti LPU63 unter den sauren Bedingungen hin.

10 4 — 7,2 — 0,12
— 97 - i e
l_% 8 70 — 0,10 0
o —
O _l I 6
s o ] i —_ 5
c = v L 008 =
x | .\\ | —_ ! ©
,é’ = 6 o \-\\ | m 6’8I I <
2 B | ™ T 2
2 olle | ® m 006 3
2  4- e — 6,6 | >
(@] : €
3 - Low3
D 0,04 §
2 —6,4 | :
[ )
1 . " -0.02

0 T T T T T T T T T T T 6,2 -

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Kultivierungszeit, t /[ d ]

Abbildung 4.5 Optische Dichte (ODsgp), Zelltrockenmasse, pH-Wert-Verlauf und Raumgeschwindig-
keit einer kontinuierlichen Kultivierung von S. meliloti LPU63

Aus dem direkten Vergleich der Biotrockenmassekonzentrationen in Abbil-
dung 4.6 geht hervor, das die Reduktion von (X) wahrend der kontinuierlichen
Kultivierung von S. meliloti LPU63 nach Absenken des pH-Wertes auf 6,2 im Gegen-
satz zum Wildtyp deutlich starker ausféllt. Die Resultate der kontinuierlichen Fer-
mentationen mit S. meliloti LPU63 bestatigen auch die Messergebnisse mit dem
Stamm in den Satzprozessen, die unter 4.1.1 dargestellt sind. Werden die Biotrok-
kenmassen aus den Satzkultivierungen, bei einem pH von 7,0 und 6,2, nach 48 h
gegenubergestellt, so wurde dort ebenfalls eine Abnahme in der Biomasse
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von @8 % festgestellt, wenn die Fermentation bei einem pH von 6,2 erfolgte. Die

Biomassereduktion liegt somit im gleichen Bereich, wie sie bei der kontinuierlichen
Fermentation von S. meliloti LPU63 gemessen wurde. Der Biotrockenmassekonze n-
tration in der Fermentationslosung des Wildtypstamms S. meliloti 2011 bleibt dage-
gen nach der Absenkung des pH- Wertes nahezu konstant. Mit einem Wert fur die
Biotrockenmasse von ZTM = 2,63 g>L bei einem pH von 6,2 liegt dieser nur um
7,7 % unter dem Wert, der nach 4 Tagen kontinuierlicher Kultivierung bei einem pH
von 6,8 erzielt wurde.

3,5 SmLPU63
[] sm2011

3,0 H

2,5

2,0 +

ZTM, X[gL™]

1,5+

1,0

0,5 H

OvOIIIIIIIIIIII
o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

PH6.8 rermentationsdauer, t [d] PHB6,2

Abbildung 4.6 Vergleich der ermittelten Zelltrockenmassen in kontinuierlichen Fermentationen von
S. meliloti LPU63 und S. meliloti 2011 bei pH 6,8 und pH 6,2

Im stationaren Zustand des kontinuierlich betriebenen Rihrkesselreaktors mit
(dX / dt = 0) lasst sich die Wachstumsgeschwindigkeit ryx Uber die eingestellte
Raumgeschwindigkeit (D) und die gemessene Biomassekonzentration (X) nach
Gleichung 4.1 ausdricken durch:

Iy x =DXX" (Gleichung 4.1)

Eine Umstellung im Wachstumsverhalten von S. meliloti LPU63 bei einem ab-
nehmenden pH lasst sich somit direkt aus der gemessenen Biomassekonzentration
ableiten. Da die Biomassekonzentration (X) bei einem pH-Wert von 6,2 signifikant
geringer war als bei einem pH von 6,8, ergibt sich daraus, dass S. meliloti LPU63
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seine Wachstumsgeschwindigkeit (vx) nach den Gleichungen 4.1 unter saureren
Bedingungen reduziert:

r = DXX :0,06 h-1>6,41 ng-l :0,205 g XL-l >‘h-l (Glelchung 4.1 a)

X,pH 68
und

r =DxX =006 h'x224 gL' =0134 gL't (Gleichung 4.1 b)

X,pH 6.2

Der Wert von ryx ist unter (semi-)sauren Bedingungen bei einem pH von 6,2
nach Gleichung 4.1 b fur S. meliloti LPU63 somit um 34,6 % niedriger als in der
Kultivierung bei einem nahezu neutralen pH-Wert von 6,8, wie Gleichung 4.1 a
angibt. Bei S. meliloti 2011 war eine derart starke Veranderung der Wachstumsge-
schwindigkeit nicht beobachtet worden, der Stamm reduzierte seine Wachstumsge-
schwindigkeit nur um 7,7 % von ryx (pH 6,8) = 0,171 g>L'1>h'1 auf ryx (pH 6,2) =
0,158 gk Hht,

Da fur die Mikroorganismen auf Grund der konstanten Bedingungen im statio-
naren Zustand des kontinuierlich betriebenen Rihrkesselreaktors vergleichbare
Nahrstoffkonzentrationen im Medium sowohl bei pH 6,8 als auch bei pH 6,2 vorlie-
gen, kann unter der Bedingung, dass der Substratverbrauch der Organismen sich mit
sinkendem pH nicht &ndert, anhand der ermittelten reduzierten Wachstumsge-
schwindigkeit {v,x) von S. meliloti LPU63 in saurem Milieu angenommen werden,
dass die Mikroorganismen unter Saurestress einen erheblich hoheren Teil des
vorhandenen Substrates nicht mehr fur das Wachstum verwenden, sondern diese
Nahrstoffe bei S. meliloti LPU63 in (Erhaltungs-) Stoffwechselwege wie die Exopoly-
saccharidsynthese, in Transportsysteme flir einen aktiven Protonenexport oder in die
Nod-Faktoren-Synthese flieRen, deren Metabolite letztendlich das Uberleben in
einem sauren Milieu gewahrleisten sollen. Dies wird bei einer differenzierteren
Betrachtungsweise des Substratverbrauchs deutlich. Wenn ein Teil der Nahrstoffe fur
endogene (erhaltende) Prozesse bendétigt wird, ergibt sich nach Gleichung 4.2

folgender Zusammenhang fir die Substratverbrauchsgeschwindigkeit (rvs):

r
s = o +m, xX (Gleichung 4.2)

XIS

mit ms = Koeffizient des Erhaltungsstoffwechsels und Y’ x;s = wahrer Ausbeutekoeffi-
zient. Der wahre Ausbeutekoeffizient Y'yxs und der aus den messbaren Konzentra-
tionen von Substrat und Biomasse bestimmbare, scheinbare Ausbeutekoeffizient
Yxs lassen sich tber die in Gleichung 4.3 gezeigte Beziehung darstellen:

1 _rv,s'msxx_ 1 -meX— 1 _&
Y>'</s Iy x YX/S Iy x Y></s m

(Gleichung 4.3)

Daraus ergibt sich schlie3lich die spezifische Substratverbrauchsgeschwindigkeit
(gs) zu:
m m

><rV,S = =

YX/S Y)(/S

qS = r‘X,S =

1
M tMs  (Gleichung 4.4)
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Wahrend der erste Teil auf der rechten Seite in Gleichung 4.4 den Anteil des
Substratverbrauchs beschreibt, der in das Wachstum investiert wird, verdeutlicht der
zweite Teil des rechtsstehenden Terms, dass bei einer Betrachtung des Substratver-
brauchs fur die erhaltenden Stoffwechselfunktionen auch ein Anteil bertcksichtigt
werden muss. Fur die Annahme, dass ein Teil des aufgenommenen Substrats bei
S. meliloti LPUGB3 tatsachlich in (erhaltende) Stoffwechselwege fliel3t, sprechen die
beobachtete Steigerung der EPS- und Nod-Faktor-Synthese in den Satzprozessen
und kontinuierlichen Fermentationen. Denkbar ist aber auch, dass die Substratver-
brauchsgeschwindigkeit nicht konstant bleibt, r,s mit dem abnehmenden pH-Wert
sinkt (-dS / dt)pnss > (-dS / dt)pns2 Und daraus eine Reduktion des Wachstums folgt,
da in den Bakterienzellen fir die Wachstumsvorgdnge weniger Nahrstoffe zur
Verfligung stehen. Aussagen dariiber kann eine Analytik der Hauptkohlenstoffquelle
D-Mannit wahrend der Fermentation geben. Doch der Nachweis fur dieses Substrat
z.B. Uber HPLC-Verfahren ist sehr aufwendig und wurde deshalb bei den hier
beschriebenen kontinuierlichen Fermentationen von Bodenbakterien in Minimalmedi-
um nicht durchgefuhrt.

Vergleich der Nod-Faktoren von S. meliloti LPU63 und S. meliloti 2011
bei variierenden pH-Werten

Neben dem Vergleich des Wachstumsverhaltens von S. meliloti LPU63 und
S.meliloti 2011 bei unterschiedlichen pH-Werten war die Nod-Faktoren-Synthese
beider Stamme bei den kontinuierlichen Kultivierungen in Abhangigkeit vom pH-Wert
von Bedeutung. Geklart werden sollte insbesondere der Aspekt, ob der Wildtyp
S.meliloti 2011 ebenfalls in der Lage ist, seine Synthese an Nod-Faktoren bei
sinkendem pH-Wert zu verstéarken, wie es fur S. meliloti LPU63 in den Satzkultivie-
rungen bei variierenden pH-Werten beobachtet werden konnte. Fur die Analyse der
Nod-Faktoren wurden in Argentinien auf Grund der geringeren Auflésungsfahigkeit
des dort vorhandenen UV-Detektors die Substanzen mit einem LOsungsmittelgra-
dienten zur Erreichung einer moglichst breiten Auftrennung der Einzelsubstanzen in
der analytischen RP1s-HPLC eluiert. Die Retentionszeiten der einzelnen Peaks in
Abbildung 4.7 weichen aus diesem Grund von den anderen in dieser Arbeit gezeig-
ten Chromatogrammen mit Nod-Faktoren in der Umkehrphasenchromatographie
deutlich ab. Zur besseren Wertung der Ergebnisse wurde zusatzlich ein Chromato-
gramm einem Nod-Faktor Lyophilisat aus einem Satzprozess mit S. meliloti
1021pEK327 aufgenommen. Dazu wurden 1,0 mg des Lyophilisats in
1,0 mL 30 % (v/v) MeOH : H,O geldst und im Gradienten chromatographisch aufge-
trennt, wie in Abbildung 4.7 zu sehen ist.

Die HPLC-Chromatogramme von S. meliloti LPU63 und S.meliloti 2011 bei
einem pH-Wert von 6,8 in Abbildung 4.7 besitzen ahnliche Profile bis auf geringe
zeitliche Verschiebungen der Peakmaxima in den Chromatogrammen, die auf
Schwankungen in der Forderleistung der HPLC-Pumpe zurtckgefihrt werden
konnten. Die Analyse der Nod-Faktor-Eluat-Chromatogramme, die bei einem
pH-Wert von 6,2 aus beiden Stammen in der kontinuierlichen Fermentation gewon-
nen wurden, zeigen dagegen signifikanteUnterschiede. Die Peakflache der Nod-
Faktoren bei 13'30“ ist um den Faktor 5,4 bei S. meliloti LPU63 mit Ajz30+ = 22.800
mV:3s grol3er als der Nod-Faktoren-Peak beim Wildtyp S. meliloti 2011 unter sauren

Bedingungen mit Aiz30« = 4.200 mV %.
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Abbildung 4.7 RP.g-HPLC Chromatogramme der Eluate von S. meliloti LPU63 und S. meliloti 2011
bei pH 6,8 und pH 6,2. Diese Chromatogramme wurden mit der in Argentinien zur
Verfugung stehenden HPLC-Anlage von Beckmann (Typl126/166) und der bei allen
analytischen Chromatographien verwendeten RPig-S&ule (Knauer, Berlin) durchge-
fuhrt.

Aus den Ergebnissen der Kultivierungen im Satzbetrieb und der kontinuierli-
chen Fermentationen folgt, dass der Stamm S. meliloti LPU63, der aus einem leicht
sauren Boden (pH 5,89) in Argentinien isoliert wurde (Del Papa et al.,, 1999), im
Gegensatz zum Wildtyp S. meliloti 2011 sein Verhalten bei auftretendem Saurestress
vollstandig umstellt. Wahrend der Wildtyp bis zu einem pH von 6,2 weder sein
Wachstum in entscheidendem MalR reduziert, noch die Synthese seiner Nod-
Faktoren und Exopolysaccharide deutlich verstarkt, reagiert S. meliloti LPU63 schon
bei einem pH £ 6,6. Der Stamm reduziert die Wachstumsgeschwindigkeit und
gleichzeitig werden verstarkt Exopolysaccharide von dem (semi-) sauretoleranten
Stamm S. meliloti LPU63 zum Schutz gebildet. Dies ist eine Reaktion, die bei
S. meliloti 2011 bei einem pH-Wert von 6,2 nicht zu beobachten war. Und sowohl
Satzprozesse als auch die kontinuierliche Kultivierung von S. meliloti LPU63 haben
gezeigt, dass dieser Stamm unter sauren Bedingungen ebenfalls die Synthese seiner
Nod-Faktoren erheblich steigert. Die beiden letztgenannten Reaktionen von
S. meliloti LPU63 kdénnen auch die Ursache fur die effizientere Besiedelung von
Medicago sativa durch diesen Stamm bei pH 5,6 im Wettbewerb mit S. meliloti 2011
sein, wie sie in der Arbeit von Del Papa (Segundo et al., 1999, Del Papa et al., 1999)
beschrieben wurde. Denn sowohl das Vorhandensein von Nod-Faktoren, wie auch
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von Exopolysacchariden ist fir eine Besiedelung der Luzernewurzel von entschei-
dender Bedeutung.

Der Stamm S. meliloti LPU63 zeigt damit eine Reihe an Reaktionen, die ihm
eine hohere Uberlebenschance in einem sauren Habitat erdffnen und die gleichzeitig
seine Effizienz bei der Besiedelung von Luzernewurzeln durch seine verstarkte EPS-
und Nod-Faktorsynthese erhéhen. Damit besitzt er einen deutlichen Wettbewerbs-
vorteil gegentber den anderen im Boden befindlichen Sinorhizobien, die solche
Umstellungen nicht vornehmen kdnnen. All diese Eigenschaften weisen den Stamm
S. meliloti LPUG3 als potentiellen Kandidaten fur die Verwendung in Starterkulturen
aus, die in Anbaugebieten der Luzerne mit (semi)-saurem Boden (pH 2 5,6) einge-
setzt werden sollen. Auf Grund der Reduktion des Zellwachstums von S. meliloti
LPUG3 bei sauren Bedingungen in seiner Umgebung erscheint es bei einem Einsatz
dieses Stamms auf sauren Boden aber sinnvoll, eine Produktion von Starterkulturen
mit diesem Stamm bei einem neutralen pH-Wert durchzufiihren, um eine moglichst
hohe Biomasseausbeute zu erzielen.
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4.2  Kultivierungen von Sinorhizobium meliloti Stammen in Melassemedien

Fur die gro3technische Anzucht von (semi-)sauretoleranten Sinorhizobien, die
in der Landwirtschaft Argentiniens und Uruguays als Starterkulturen eingesetzt
werden sollen, um das Wachstum der Luzerne auf Ackerflachen mit einem sauren
Boden-pH zu fordern, sollte eine preiswerte, technisch mit geringem Aufwand
herzustellende und dennoch produktive Nahrldsung entwickelt werden. Aus diesem
Grund wurden Zuckerrohr- und Zuckerribenmelassen als Basiskomponenten
gewahlt, da diese Wertstoffe, die bei der Zuckerproduktion anfallen, mehrere Vorteile
gegenuber anderen Nahrstoffquellen bieten:

1) Die Verfugbarkeit: Mit Argentinien, Uruguay und Brasilien zusammengenom-
men befindet sich auf dem stidamerikanischen Subkontinent der grofte Zuk-
keranbauraum weltweit und damit auch die grofite Quelle an Zuckerrohrme-
lassen in direkter Nahe zu den Anbauflachen der Luzerne (Statistik der FAO,
2000: http://apps.fao.orqg/).

2) Der flexible Einsatz: Die gangigen Handelsmelassen sind auch bei Raumte m-
peratur aufgrund ihres hohen Trockensubstanz- (@75 %) und Zuckeranteils
(@50 %) ohne groRere Probleme Uber langere Zeitraume (= Jahre) mit gerin-
gem Aufwand lagerbar. Nachfolgend werden Resultate von Experimenten mit
einer Rohrmelasse aus Pernambuco (BR) gezeigt, die belegen, dass selbst
nach 9 Jahren Lagerung bei —20 °C noch hohe Biomasseausbeuten bei der
Kultivierung von Bodenbakterien in einem Medium auf Basis dieser Melasse
maoglich sind. Die verwendete Zuckerribenmelasse aus Lage (D) der Ernte-
kampagne 1996, bei +4 °C gelagert, lieferte Uber 5 Jahre gleichbleibende
Zellausbeuten bei Versuchen mit dem Wildtypstamm S. meliloti 2011 und dem
sauretoleranten Bodenbakterium S. meliloti LPUG3.

3) Die Vorbehandlung: Auf eine Vorbehandlung der Melassen wie filtrieren,
prazipitieren, zentrifugieren u. a. kann im Hinblick auf die kostengiinstige Ge-
staltung des gesamten Prozesses verzichtet werden. Wie die nachfolgenden
Ergebnisse zeigen werden, war diese fur die Kultivierung von Bodenbakterien
nicht notwendig, denn auch mit den unbehandelt eingesetzten Melassen
konnten sehr hohe Biomasseausbeuten erzielt werden.

4) Die Kosten: Im Vergleich zu anderen Vollmedien ist Melasse als Grundstoff
extrem kostenginstig. Der Preis fir eine metrische Tonne Hefeextrakt lag im
Januar 2001 bei ca. 4.900 € (Daten: Hr. Huttemann, Ohly Deutsche Hefewer-
ke). Im gleichen Zeitraum notierte der Preis fir eine metrische Tonne Han-
delsmelasse aus Zuckerrohr- oder Zuckerriiben bei 87 € (Fr. Eichmann, Kol-
ner Zucker).

4.2.1 Kultivierungen von Sinorhizobium meliloti im Schittelkolben mit
Melasse-Nahrlésungen

In einer ersten Versuchsreihe sollte die generelle Eignung verschiedener Me-
lassen fur die Kultivierung von Sinorhizobium meliloti untersucht werden. Dazu
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wurden jeweils 2 %-ige Melasseldsungen auf Basis von Zuckerrohr- und Zuckerri-
benmelassen aus unterschiedlichen Produktionsstandorten in Sudamerika und
Deutschland (s. Tabelle 3.2) hergestellt, die mit jeweils mit 1 g*_'l Harnstoff supple-
mentiert waren. Die Kultivierungen wurden mit den Bodenbakterienstammen
S.meliloti 2011 und S. meliloti CE15 in 300 mL Kulturkolben mit Schikanen bei +28
°C und einer Frequenz von 150 min® des Exzenterschittlers. Die Vorkulturen der
beiden Stamme wurde U.N. in MMM + 400 mg £ Sm angezogen.

Der Wildtypstamm S. meliloti 2011 erreichte bei der Kultivierung in den
2 %-igen Zuckerrohrmelassen bereits nach 72 h sein Wachstumsmaximum, wie in
Abbildung 4.8 zu sehen ist. Dabei konnte mit der Zuckerrohrmelasse aus Artigas
(ROU) die héchste optische Dichte mit ODsgp = 14,64 erreicht werden, gefolgt von
der bereits 10 Jahre gelagerten Melasse aus Pernambuco (BR) mit einer ODsgp von
12,9. Mit der Rohrmelasse aus Tucuman (RA) konnte lediglich ein Maximalwert der
optischen Dichte ODsgp von 11,18 erzielt werden. Auch war bei Kultivierung in der
argentinischen Melasse die Anpassungsphase ausgedehnter als in den beiden
anderen Zuckerrohrmelassen.
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Abbildung 4.8 Kultivierung von S. meliloti 2011 in verschiedenen Handelsmelassen (2 %) aus
Stdamerika und Deutschland.

Das Abknicken der Wachstumskurven bei allen Kulturen in Zuckerrohrmelas-
sen zwischen 48 h und 72 h kann auf eine Umstellung im Stoffwechsel der Boden-
bakterien zurtckgefuhrt werden. Rohrmelassen enthalten einen weitaus hdheren
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Anteil an Invertzucker in der Trockenmasse, der bei ca. 15 % (w/w) liegt. Wie die
Tabelle 2.2 zeigt, wird die Invertzucker-Konzentration von Ribenmelassen mit ca.
1% (w/w) damit deutlich Ubertroffen (Higginbotham et al., 2000). Es ist davon
auszugehen, dass die Bodenbakterien in den Zuckerohrmelasseldsungen zuerst
bevorzugt die Monosaccharide Glucose und Fructose verstoffwechseln, bevor sie die
durch Sucrose induzierbare Invertase (3-Glucosidase (EC 3.2.1.21) (Martinez- de
Drets, 1970) exprimieren und mit dieser dann das Disaccharid Saccharose in
Fructose und Glucose spalten, um die entstandenen Cg-Zucker wiederum ebenfalls
in ihrer Glykolyse (Strasburger, 1983) zu verwerten. Der durch den hohen Invertzuk-
keranteil ermdglichte Verzicht auf die Expression der Invertase zu Beginn der
Kultivierung im Zuckerrohr-Melassemedium resultiert in der beobachteten, schnelle-
ren Wachstumsgeschwindigkeit zu Beginn des Experiments beim Wildtypstamm S.
meliloti 2011.

Die Kulturen von S. meliloti 2011 in einem Medium auf Basis von Zuckerri-
benmelasse erreichten ihre maximale Biomassekonzentration in dem 2 %-igen
Medium erst 19 h spater (Elsdorf; ODsgp:13,08 und Lage; ODsgo: 12,46 nach 91 h).
Das langsamere Wachstum und die geringere Biomassekonzentration im Vergleich
zu den Kulturen in Zuckerrohrmelassen kdnnen auf die Spaltung der Sucrose durch
Invertase (s. oben) zurtickgefuhrt werden.

Wie in Abbildung 4.9 zu sehen ist, lagen die erzielten, maximalen optischen
Dichten (ODsgg) in den Experimenten mit dem in Uruguay isolierten Stamm
S. meliloti CE15 um 9,1 % bei der Zuckerrohrmelasse aus Artigas (ROU) bzw. um
12,2 % bei der Zuckerribenmelasse aus Lage (D) unter den Resultaten, die in den
Kultivierungen von S. meliloti 2011 mit den entsprechenden Medien erzielt werden
konnten, wie Abbildung 4.8 zeigt. Auffallig bei den Experimenten mit S.meliloti
CE15 waren die im Vergleich zu S. meliloti 2011 kiirzeren Anpassungsphasen bei
der Kultivierung in den Melassemedien. Andererseits wurden in den Kultivierungse x-
perimenten mit S. meliloti CE15 im Vergleich zu den Versuchen mit S. meliloti 2011
die hochsten Werte in der optischen Dichte (ODsgg) erst nach 91 h erreicht. Die
Ausnahme bildete das Experiment mit der Zuckerrohrmelasse aus Tucuman (RA).
Die Kultur erreichte ihre hochste Biomassekonzentration bereits nach bereits nach
65 h mit einer maximalen ODsgp von nur 10,0. Danach nahm die optische Dichte in
der Kultur bereits wieder ab.

Die beiden Experimentreihen mit S. meliloti 2011 und S. meliloti CE15 haben
gezeigt, dass Sinorhizobium meliloti in N&hrldsungen, die auf einer 2 %-igen Ldsunq
verschiedener, unbehandelter Zuckerrohr- oder Zuckerribenmelassen mit 1g%
Harnstoff basieren, bis zu optischen Dichten ODsgg von 14,7 kultiviert werden kann.
Eine Vorbehandlung der Melasse, wie sie bei Ballatti durchgefihrt (Balatti, 1998)
wurde, ist nicht zwingend notwendig, um ein starkes Wachstum der Bodenbakterien
zu gewabhrleisten. In den dargestellten Versuchen konnten mit den verwendeten
Melassen hohere optische Dichten (ODsgo) im Schiittelkolben erreicht werden, als
Boiardi sie z.B. mit einem Medium auf Basis eines Malzkeimschrotextraktes (ODsgp
nach 50 h = 6,0; Boiardi et al., 1985) erzielte. Mit der aus Artigas (ROU) stammenden
Zuckerrohrmelasse konnten in beiden Versuchsreihen die hdéchsten optischen
Dichten erreicht werden. Die brasilianische Zuckerrohrmelasse und die beiden
Rubenmelassen aus Deutschland lagen bei den ODsgo-Werten auf einem vergleich-
baren Niveau, wahrend die argentinische Zuckerrohrmelasse in beiden Reihen die
schlechtesten Resultate lieferte.
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Die Ursachen fur die schlechteren Ergebnisse mit der argentinischen Melasse
kénnen einerseits auf wachstumsinhibitorische Substanzen zurtickgefihrt werden,
die Melassen je nach Verarbeitungsverfahren zugegeben werden, um sie z.B.
flieRfahiger zu halten oder ein Aufschaumen bei der Zuckerherstellung zu vermeiden
(Fattohi, 1995). Diese Beimengungen kénnen sich nachteilig auf das Wachstum von
Mikroorganismen auswirken, wie Fattohi zeigen konnte. Doch auch ein geringerer
Gehalt an einigen essentiellen Nahrstoffen wie z.B. das Vitamin Biotin oder an
Spurenelementen in der Melasse aus Tucuman (RA) im Vergleich zu den Konzentra-
tionen dieser Stoffe in den anderen verwendeten Melassen kénnte zu den niedrige-
ren Werten in der optischen Dichte (ODsgo) der Kulturen fiihren.
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Abbildung 4.9 Kultivierung von S. meliloti CE15 in verschiedenen Handelsmelassen (2 %)

aus Sudamerika und Deutschland.

Fur den Grofteil der weiteren Kultivierungsexperimente von Sinorhizobien mit
Melassemedien musste, trotz der besseren Ergebnisse in den Wachstumsversuchen
mit der Zuckerrohrmelasse aus Uruguay, auf die Zuckerribenmelasse aus dem
Zuckerproduktionsstandort Lage als Basis fur Melassemedien zurtickgegriffen
werden. Denn sowohl aus dem Standort Artigas (ROU) wie auch aus Pernambuco
(BR) konnten kurz- und mittelfristig keine weiteren Kontingente dieser Zuckerrohr-
melassen fur die im Folgenden dargestellten Experimente bezogen werden. Wie die
Resultate der oben dargestellten Experimente aber gezeigt haben, konnten mit
Zuckerruben-Melassemedien bis zu 90 % der ODsgo-Werte im Schiuttelkolben
erreicht werden, die sich mit der Zuckerrohrmelasse aus Uruguay erzielen liel3en.
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Kultivierung verschiedener S. meliloti Stdamme in einem Melassemedium

In dem nachfolgenden Experiment sollte das Wachstum verschiedener Sinor-
hizobien-Stamme in einer identischen 2 %-igen Melassenahrlésung miteinander
verglichen werden. Diese Versuche wurden mit der in Tucuman (RA) produzierten
Zuckerrohrmelasse (s. Tabelle 3.2) durchgeftihrt.

Alle vier Stamme wiesen einen nahezu identischen Verlauf ihrer Wachstums-
kurven in Melassemedien auf, wie die Abbildung 4.10 zeigt. Auffallig war die lange
Anpassungsphase von ca. 27 h fur alle Stamme im Vergleich zu Schuttelkolbenkulti-
vierungen dieser Stamme in anderen Melassemedien.

{ —O—Sm2011, w-t (AUS)
14~ --O--SmCE15 (ROU)

1  =A--SmLPU63 (RA)

129 ----Sm1021p(EK327) (F)

Optische Dichte, ODg [ -]
o
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0 -@ ' T |
0 12 96
Kultivierungszeit, t /[ h ]
Abbildung 4.10 Schuttelkolbenkultivierung von vier S. meliloti-Stammen in einer 2 %-igen

Zuckerrohrmelasselésung. Je 150 mL Melassemedium wurden mit 5mL von
U.N. Vorkulturen (in TY-Medium ohne Antibiotikum) mit verschiedenen
S. meliloti-Stammen angeimpft. Die Kultivierung erfolgte bei +28 °C in 300 mL
Kulttfrkolben ohne Schikanen und einer Kreisfrequenz des Schiittlers von 100
min™.

Nach 68 h erreichten der Wildtyp S. meliloti 2011 (ODsgo= 13,82) und die in
Stdamerika isolierten Stamme S. meliloti LPU63 (ODsgo=14,58) und S. meliloti
CE15 (ODsgo= 15,44) ihr ODsgp-Maximum und gehen dann in die stationdre Phase
Uber. Der Nod-Faktor-Produktionsstamm S. meliloti 1021pEK327 erreicht sein
Maximum erst 9 h spater (ODsgo= 13,86).
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Die Verwertung der in der Melasse enthaltenen Nahrstoffe scheint nach den
Resultaten dieses Experimentes in allen Stammen in vergleichbarer Weise zu
erfolgen. Die langere Anpassungsphase in diesem Experiment bei allen Stammen
kann auf wachstumsinhibierende Stoffe oder auf das Fehlen essentieller Néhrstoffe
in der argentinischen Zuckerrohrmelasse zurlckgefihrt werden. Dennoch konnten im
Vergleich zur Kultivierung von Sinorhizobium meliloti in Medien mit anderen Roh-
stoffen in den Versuchen mit dem 2%-igem Melassemedium mit allen Stammen
ODsgo-Werte realisiert werden, die um den Faktor 1,5 bis 2 hoher lagen als Kultivie-
rungen mit anderen Vollmedien (Boiardi et al., 1985).

Stickstoffquellen fur die Supplementierung von Melassemedien

Die in 2 - 3 %-igen Rohr- und Rubenmelasselésungen enthaltenen Mengen an
Stickstoff reichen nicht aus, um die darin zu kultivierenden Bakterien in ausreiche n-
dem Mafd mit dem essentiellen Nahrstoff zu versorgen, wie unter anderem aus der
Tabelle 2.3 hervorgeht. Eine Handelsmelasse aus Zuckerrohr mit ca. 75 % Trok-
kenmasse enthalt durchschnittlich nur 0,7 (w/w) % an Stickstoff aus organischen
Verbindungen nach Kjeldahl, eine Rubenmelasse 1,5 (w/w) % N, bei Zuckerriiben
insbesondere in Form von Betainen, die im Zuckerrohr nicht vorkommt (Higgin-
botham, 2000). Daneben enthalten die Melassen lediglich noch 0,06 % Nitrat
(Zuckerrohr) bzw. 0,25 % in der Zuckerribe. Aus diesem Grund muss ein Medium
auf Basis von einer 2 - 3 %-igen Zuckerrohr- oder Zuckerribenmelasseldsung mit
einer preiswerten Stickstoffquelle supplementiert werden. Fiur die Auswahl einer
geeigneten Stickstoffquelle erfolgte eine Anzucht von S. meliloti LPU63 mit 100 mL
2% Zuckerrohrmelassemedium (RA) in 300 mL Schuttelkolben ohne Schikanen bei
+28 °C und einer Schuttlerfrequenz von 100 min™ mit jeweils 1,5 g Harnstoff, 1,5 g
Na-Glutamat, 1,5 g Hefextrakt und einem Kontrollansatz ohne zuséatzliche Stickstoff-
quelle. Alle Medien wurde vor der Sterilisation mit 2N KOH auf einen pH von 6,8
eingestellt. Die Kolben wurden mit je 5 mL einer 0.N. Kultur von S. meliloti LPU63 in
TY-Medium angeimpft.

Ohne die Erganzung der Melassenahrlosung mit einer Stickstoffquelle war das
Bodenbakterium S. meliloti LPU63 nicht in der Lage, in einem Melassemedium zu
wachsen, wie der Kontrollansatz ohne Stickstofferganzung in Abbildung 4.11 zeigt.
Mit der Zugabe von 1,5¢g % Hefextrakt oder Na-Glutamat konnte der Stickstoffbedarf
der Bakterien des Mediums in ausreichendem Mafld abgedeckt werden, wie es die
Wachstumskurven von S. meliloti LPUG3 in diesen beiden Kulturen belegten. Obwohl
von 1,5 g Supplement der Anteil des Stickstoffs in Na-Glutamat nur 8,3 % (w/w) und
in Hefeextrakt nur 10,5 % (w/w) betragt, wiesen die mit diesen Substanzen erganzten
Kulturen dabei ein schnelleres Wachstum auf als die Bakterien in der mit Harnstoff
(46,6 % (w/w) N-Anteil) supplementierten Melasselosung und erreichten hohere
Werte in der optischen Dichte (ODsgp) nach 71 h als die mit Harnstoff angezogenen
Bakterien. Dies kann darauf zurtickgefuhrt werden, dass die in Hefeextrakt enthalte-
nen Aminosauren bzw. das Na-Glutamat von S. meliloti-Stammen direkt in ihrem
Primarstoffwechsel verwendet werden kdénnen (Poole et al., 2000). Fur die Nutzung
des Harnstoffs muss das Bodenbakterium dagegen zuerst seine Urease-Gene
exprimieren (Miksch et al, 1994), um den Harnstoff in CO, und NH," zu spalten. Erst
in Form der Ammoniumionen ist der Stickstoff im Bakterienstoffwechsel nutzbar. Dies
erklart einerseits die langere Anpassungsphase der S. meliloti LPU63-Kultur, die mit
Harnstoff supplementiert wurde, wie in Abbildung 4.11 zu sehen ist. Auf Grund des
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hoéheren Energieaufwandes zur Synthese der Urease lasst sich damit auch die mit
einer optischen Dichte (ODsgp) von 14,04 nach 71 h niedrigere Zelldichte im Medium
im Vergleich zur Kultur mit Na-Glutamat (-22 %) und Hefeextrakt (-12,4 %) erklaren.
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Abbildung 4.11 Kultivierung von S. meliloti LPU63 in 2 %-igem Zuckerrohr-Melassemedium

(Tucuman; (RA)) mit Supplementierung verschiedener Stickstoffquellen.

Trotz der geringeren Biomasseausbeute wurde bei der weiteren Kultivierung
von Bodenbakterien auf Harnstoff zur Supplementierung der Melasselésung zurick-
gegriffen, da dieser mit einem Weltmarktpreis von 174 € / metrische Tonne (Hr.
Ackermann, SKW Piesteritz, Jan. 2001) die bei weitem preiswertere Alternative im
Vergleich zu den beiden anderen getesteten N-Quellen ist. Mit Bahia Blanca (RA)
wurde im Januar 2000 zudem eine Fertigungsanlage fir Harnstoff mit einer Kapazitat
von 3.250 metrische Tonnen / Tag in Betrieb genommen. Damit ist der Harnstoff zur
Produktion von Starterkulturen in Uruguay und Argentinien auch lokal verftigbar und
damit die preisgunstigste N-Quelle. Die Preise fur die Alternativen, Na-Glutamat und
Hefeextrakt lagen zum gleichen Zeitraum um den Faktor 6 mit 1.075 € je metrischer
Tonne fur Na-Glutamat (Quelle: Hr. Meier, Helm AG, Hamburg, Nov. 2000) bzw. um
den Faktor 28 mit 4.875 € je metrischer Tonne Hefeextrakt (Quelle: Hr. Samkuhler,

OHLY Deutsche Hefewerke AG, Hamburg, Nov. 2000) Gber den Weltmarktkosten fur
Harnstoff.

Bei einer geforderten Mindestkonzentration von 10" Rhizobien je nf Acker-
boden und der Verwendung eines Flussig-Inokulums mit einem durchschnittlichen
Bakterientiter von 520° ZellenmL™ bei Aufbringung, das entspricht einem Sinorhizo-
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bien-Titer von 1 - 240 ZellenmL™® zum Ende der Fermentation, ergibt sich nach
den Resultaten der in dieser Arbeit durchgefiihrten Zulaufkultivierungen (s. 4.2.2 und
4.2.4) folgende Kalkulation fur die Produktion von Starterkulturen fur einen 300 ha
grol3en landwirtschaftlichen Betrieb mit Luzerne (Medicago sativa) als Nutzpflanze:

Fur die gesamte Ackerflache von 300 ha werden 6.000 L Fermentationsbrihe
je Inokulation benotlgt Far Fermentatlonen im 2 L MalR3stab wurden je Zulaufkult|V|e-
rung 90,0 g>L Melasse und 4,9 g*_ N-Quelle (Harnstoff) eingesetzt. Fir den 6 m>-
Malfl3stab ergeben sich daraus bei einem Preis flir Zuckerrohrmelasse von 79,4 € je
Tonne (Quelle: Fr. Elchmann KdIn Zucker, Nov. 2000) einer bendtigen Menge von
1,08 metrische Tonneng™ Melasse und 58,8 kg>a an Stickstoffquelle die in Tabel-
le 4.1 dargestellten Kosten fir die benétigten N&hrstoffe:

Tabelle 4.1 Vergleichende Aufstellung der Kosten der bendétigten Nahrstoffe flr eine Zulaufkulti-
vierung von S. meliloti im 6 m>-MaRstab bei der Herstellung von 2 Starterkulturen per
annum unter der Verwendung verschiedener N-Quellen

Harnstoff | Na-Glutamat | Hefeextrakt
Kosten Melasse | 85,75 € 85,75 € 85,75 €
Kosten N-Quelle | 10,23 € 63,21 € 286,65 €
SKosten 95,98 € 148,96 € 372,40 €

Aus Tabelle 4.1 wird deutlich, dass allein durch die Verwendung von Harnstoff
als Stickstoffquelle eine Ersparnis bei den Rohstoffen von 35,6 % gegenuber einer
Kultivierung mit Na-Glutamat und sogar eine Kostenreduktion von 74,2 % gegenuber
der Fermentation mit Hefeextrakt als N-Quelle erreicht wird. Bei Fermentationspro-
dukten mit niedriger Wertschopfung, zu denen die Starterkulturen gezahlt werden
missen, gewinnt eine Kostenabsenkung bei den eingesetzten Rohstoffen an
Bedeutung und ist eine der Grundlagen fur einen ékonomisch optimierten Kultivie-
rungsprozess.

Nachdem aus den oben genannten Grinden Harnstoff als die geeignete N-
Quelle zur Supplementierung einer Melassenahrlosung ausgewahlt wurde, sollte die
optimale Menge dieser Stickstoffquelle je 10 g>L Melasse fur die Kultivierung von

Sinorhizobien ermittelt werden. Die Kultivierungen in einem 2 % Zuckerrubenmelas-
semedium (Elsdorf, (D)) mit Harnstoffkonzentrationen von 0,0 g*_ bis 1,2 g>L
erfolgten bei +28 °C in 300 mL Schittelkolben mit Schlkane auf dem Exzenter-
schittler mit einer Rotationsgeschwindigkeit von 150 min™. Das pH der Medien
wurde vor dem Autoklavieren mit 10 % H3zPO4 auf einen Wert von 6,8 eingestellt. Die
Kolben wurden mit je 5 mL einer U.N. Kultur von S. meliloti LPU63 und S. meliloti
2011 in TY-Medium angeimpft.

Vergleichbar mit den Experimenten in Zuckerrohrmelasse aus Abbil-
dung 4.11 zeigten auch in einem Medium auf Zuckerribenmelassebasis die Kulturen
von S. meliloti LPU63 und S. meliloti 2011 nur ein minimales Wachstum im Lauf des
5-tagigen Experiments, wenn keine Supplementierung des Melassemediums mit
Harnstoff erfolgte, wie in Abbildung 4.12 zu sehen ist. Bereits bei Zugabe von
O4g>L Harnstoff zum Medium wurde in nach 72 h eine ODsgy von 10,72 mit
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S.meliloti LPU6G3, bzw. eine ODsgp von 11,46 mit S. meliloti 2011 erreicht. Diese
Werte lagen allerdings noch 20 - 23 % unter den Werten, die in den N&hrldsungen
mit héher dosiertem Harnstoff gemessen werden konnten.

Bei den Kultivierungen von S. meliloti LPU63 konnte mit 1,2 g>L'l Harnstoff im
Medium eine kalkulierte Biotrockenmassekonzentration von 5,09 gx' ZTM
(s. Tabelle 3.3) erreicht werden, die sich aus dem Graphen in Abbildung 4.12
ergibt. Diese Konzentration nach 72 h lag somit nur geringfiigig tber dem Wert, der
bei einer Harnstoffkonzentration von 0,8 gx* im Medium zu einer ZTM von 4,84 gx.™
fuhrte. Beim Stamm S. meliloti 2011 lagen nach 72 h in der Nahrlésung bei 1,2 g>L'1
Harnstoff die optische Dichte und die daraus kalkulierte ZTM von 5,22 g™ sogar
unter den Werten der Nahrlésung mit 0,8 g>L'l Harnstoff und einer erzielten Biotrok-
kenmassekonzentration von 5,62 g™,
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Abbildung 4.12 Kultivierung von S. meliloti 2011 und S. meliloti LPU63 in 100 mL 2 %-igem

Zuckerribenmelassemedium (Elsdorf, (D)) bei unterschiedlichen Konzentra-
tionen an Harnstoff.

Anhand dieser Resultate wurde in allen weiteren Experimenten mit einer Kon-
zentration von 0,5 g Harnstoff / 10 g Melasse gearbeitet. Weitere Schuttelkolbene x-
perimente mit S. meliloti LPU63 konnten zeigen, das mit einer dartber liegenden
Dosierung von Harnstoff keine hoheren Zelltrockenmassekonzentrationen erreicht
werden kdnnen (Daten hier nicht gezeigt).
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Einfluss der Melassekonzentration auf das Wachstum von
Sinorhizobium meliloti-Stammen

Mit den beiden in Sidamerika isolierten Bodenbakterien-Stammen
S. meliloti LPU63 und S. meliloti CE15 sollte in Schiuttelkolbenexperimenten getestet
werden, welche Melassekonzentration im Medium sich fur die Satzphase einer
Zulaufkultivierung im Rihrkessel am besten eignet.

In der Melasselosung mit 20 g>k_'l Zuckerrohrmelasse und 1g>L’1 Harnstoff
wuchs S. meliloti LPU63, wie Abbildung 4.13 zeigt, bis zu einer ODsgp von 9,90 bei
t = 116 h an, was einer ZTM von 3,47 g>L'1 entsprach. Mit dem Stamm S. meliloti
CE15 konnte in dem gleichen Medium nach t = 116 h eine ZTM von 4,75 g>L'1 erzielt
werden. In den Kolben mit einem 3 % Melassemedium wurden deutlich hdhere
Biomassekonzentrationen mit beiden Stammen erreicht. Bei S. meliloti LPU63 wurde
mit einer ODsgp nach t= 116 h von 17,62 eine ZTM von ca. 6,7 g*_'l erhalten und mit
dem Stamm S. meliloti CE15 konnte bei einer OD5§0 von 18,22 nach t = 125 h sogar
eine Biotrockenmassekonzentration von 6,92 gk~ erzielt werden. Damit lagen die
maximalen Konzentrationen im 3 %-igen Melassemedium um 45,7 % fir S. meliloti
CE15 und um 92,7 % fur S.meliloti LPU63 Uber den erzielten Werten bei der
Kultivierung in einer 2 %-igen Melasselosung.

Bei der Kultivierung von S. meliloti CE15 konnte in dem Medium mit 4 % Me-
lasse und 2 g>L'1 Harnstoff nach 173 h mit einer ODsgo von 17,88 die Zelldichte
gegeniber dem 3 %-igen Ansatz nach 125 h nicht weiter gesteigert werden. Bei
S. meliloti LPUG3 lag die Zelltrockenmassekonzentration in einem Medium mit 4 %
Melasse und 2 g>L’1 Harnstoff nach 173 h allerdings mit einer ZTM von 7,71 g>L'1 um
15,2 % Uber den Werten des Kolbens mit 3 % Melasse und 1,5 g>L'1 Harnstoff nach
117 h.

Bei den in der Abbildung 4.13 gezeigten Kultivierungen der Sinorhizobien in
der Zuckerrohrmelasse aus Tucuman (RA) fielen erneut die langen Anpassungspha-
sen auf, die beide Stamme bendtigen, bevor die Organismen beginnen, sich zu
vermehren. Diese Anpassungsphase von 48 h kann bei den Kultivierungen von
S. meliloti LPU63 und S meliloti CE15 in 2 % und 3 % Melasse, wie auch in den
Experimenten aus Abbildung 4.10 beschrieben, auf die Verwendung der Melasse
aus Tucuman (RA) zurickgefuhrt werden, in der die Sinorhizobien generell ein
schlechteres Wachstumsverhalten bei der Kultivierung in der Melasse aus Tucuman
(RA) auf.
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Abbildung 4.13 Schittelkolbenkultivierung von S. meliloti LPU63 und S. meliloti CE15

in unterschiedlich konzentrierten Zuckerrohrmelassemedien (Tucu-
man, RA). 100 mL der unterschiedlich konzentrierten Melassemedien
in Schuttelkolben ohne Schikanen wurden mit 5 mL einer 0.N. Vor-
kultur von S. meliloti LPU63 und S. meliloti CE15 (in TY-Medium ohne
Antibiotikum) angeimpft. Die Kultivierung erfolgte bei einer Schittler-
frequenz von 100 min™ in 300 mL Schittelkolben ohne Schikane. Die
Melassel6sungen wurden mit 0,5 g Harnstoff je 10 g Melasse supple-
mentiert.

Doch die Ursache fir die insgesamt 120 h andauernde Anpassungsphase der
Sinorhizobien-Kulturen in dem 4 % Melassemedium in Abbildung 4.13 ist nicht nur
auf die Qualitat der argentinischen Zuckerrohrmelasse, sondern auch auf die erhdhte
Konzentration an gelosten Stoffen in der 4 %-igen Losung (hyperosmotische Umge-
bung) zurtckzufuhren. Die Bodenbakterien werden gezwungen, auf den erhdhten
osmotischen Druck zu reagieren und die Zellen vor einem verstarkten Wasseraustritt
zu schitzen (Gouffi et al., 1999). Und dies kann zu dem beobachteten, stark verzo-
gerten Wachstum der Sinorhizobien in dem 4 % Melassemedium fiihren.

Aufgrund der um 72 h langeren Anpassungsphase bei der Verwendung eines
4 %-igen Melassemediums im Vergleich mit den geringer konzentrierten Melasse-
medien und einer nur um max. 15,2 % hoéheren Biomasseausbeute wurde bei den
Kultivierungen von Sinorhizobium meliloti-Stammen im Ruhrkessel aus produktivi-
tatsspezifischen Aspekten, d.h. zur Erzielung einer hohen Raumzeitausbeute bei
einer moglichst kurzen Anpassungsphase, eine Startkonzentration von 3 % Melasse
und 1,59 x " Harnstoff gewahlt.
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4.2.2 Zulaufkultivierungen im 2 L-MalR3stab mit S. meliloti LPU63

In den nachsten Abschnitten dieser Arbeit werden Fermentationen mit
S. meliloti LPUG3 in zwei verschiedenen Bioreaktorentypen (Labfors; Fa. Infors und
Biostat B; Fa. B. Braun Biotech) bei 2L Arbeitsvolumen durchgefuhrt. Da deren
Ergebnisse miteinander verglichen werden sollten, musste zuvor in einem Test unter
identischen Kultivierungsbedingungen geklart werden, ob und in welchem Umfang
die Geometrien und Ausstattungen der beiden Bioreaktoren einen Einfluss auf die
Kultivierungsergebnisse mit dem (semi-)sauretoleranten Stamm S. meliloti LPU63 in
einem 3 %-igen Zuckerribenmelassemedium austben.

Die in Abbildung 4.14 dargestellten Fermentationen zeigen, dass trotz der
unterschiedlichen Reaktorgeometrien und Ausstattungen (s. Tabelle 3.6) unter
gleichen Fermentationsbedingungen bei der Kultivierung von S. meliloti LPU63 im
3% Melassemedium keine grol3en Unterschiede im Wachstumsverhalten der
Kulturen in in den beiden Bioreaktoren zu erkennen waren. Sowohl die Werte der
optischen Dichte (ODsgo) wie auch die Bestimmungen der Zelltrockenmassen zeigten
uber den gesamten Fermentationsverlauf eine sehr hohe Ubereinstimmung. Ledig-
lich bei der ZTM-Bestimmung zum Zeitpunkt t = 43 h differierten die Werte um 20 %
(7,98 g>L'1 zu 6,44 g>L'1) voneinander. Alle Messwerte von ODsgp und ZTM wiesen
ansonsten einen hohen Korrelationsgrad auf.

Auch die Kurven der Sauredosierung und damit auch der Verlauf der Medium-
dosierung verlaufen in beiden Fermentationen bis zum Zeitpunkt t = 55 h nahezu
identisch. Dann wird im B. Braun-Fermenter etwas mehr S&ure zudosiert, was aber
auf den Wachstumsverlauf keinen grof3en Einfluss mehr austibte. Signifikantere
Unterschiede gab es bei der Anpassung der Sauerstoffsattigung im Medium Uber die
Drehfrequenzregelung des Ruhrers. Der vorgegebene Sollwert von 55 % wird in
diesem Parallelversuch von der Steuerung des Infors-Fermenters insbesondere nach
Anspringen der Ruhrerdrehzahlregelung (t = 8,26 h) praziser eingehalten als beim
B. Braun-Fermenter, dessen pO; bis auf 45 % absackt, bevor die Regelung bei
t=10,71 h die Ruhrerdrehfrequenz so anhebt, dass der pO, bei 45 % konstant bis
t=32,30 h gehalten wird. Erst dann wurde auch beim B. Braun-Fermenter eine
Gelostsauerstoffkonzentration mit einem durchschnittlichen Wert von ca. 55 %
gehalten. Der niedrigere Anteil an Geldstsauerstoff im Medium von 45 % in der
Fermentation mit dem B. Braun-Fermenter wirkte sich aber, wie die Daten in Abbil-
dung 4.14 zeigten, nicht negativ auf das Wachstumsverhalten der Mikroorganismen

im Fermenter aus.

Diese Zulaufkultivierungen von S. meliloti LPUG3 in einem 3 % Melassemedi-
um mit den beiden unterschiedlichen Bioreaktortypen haben gezeigt, dass die
Fermentergeometrien und Ausstattungen der Bioreaktoren bei sonst gleichen
Fermentationsbedingungen keinen nennenswerten Einfluss auf den Verlauf der
Kultivierung ausuben. Deshalb wurden in den nachfolgenden Versuchsreihen
vergleichende Experimente parallel in beiden Reaktortypen durchgefihrt.
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Abbildung 4.14 Vergleichende Zulaufkultivierungen von S. meliloti LPU63 mit 3 % Zuckerri-

benmelassemedium (Lage, D) in einem Labfors und Biostat B
2 L-Tischfermenter. Die Zulaufkultivierungen erfolgten mit einem Startvolumen
von 1,5 L, einer Anfangsrihrerdrehfrequenz von 100 min™ und einem Luftein-
trag von 3NLxmin™. Die 200 mL Vorkultur mit S. meliloti LPU63, in 3 % Zuk-
kerriibenmelasse + 400 mg>L'l Streptomycin U.N. angezogen (optische Dichte
ODsgo = 2,905), wurde aufgeteilt und je 100 mL zum Animpfen beider Fer-
menter verwendet. Die Zufltterung von 450 mL eines 10-fach-
Melassekonzentrat erfolgte lber das Signal der Sauredosierung (Programm:
s. 7.1). Der pO, wurde Uber die Erhéhung der Rihrerdrehzahl geregelt.

Zulaufkultivierungen von S. meliloti LPUG3 in 3 % Melassemedium
und TY-Medium

In Satzkultivierungen von S. meliloti LPUG3 in einem 2 % Zuckerribenmelas-
semedium (Lage, D) konnten im 2 L Mal3stab nur Biotrockenmassewerte von max.
4,8 g>L'1 realisiert werden (Daten hier nicht gezeigt). Um hodhere Ausbeuten an
Biomasse mit dem Bodenbakterium zu erzielen, wurde deshalb das Verfahren der
Zulaufkultivierung fir Fermentationen mit dem (semi)-sauretoleranten Bodenbakteri-
um ausgewahlt. Die Kultivierung des Bodenbakteriums in Melassemedium wurde mit
einem Zulaufverfahren von S. meliloti LPU63 verglichen, dass mit einem Standard-
medium zur Anzucht von Sinorhizobium meliloti, dem Trypton-Hefeextrakt-(TY)-
Medium, durchgefiihrt wurde. Beide Fermentationen wurden bei ansonsten identi-
schen Bedingungen durchgefuhrt. Die Zuflitterung mit einem 10-fach-Konzentrat an
Nahrlésung erfolgte in beiden Fermentationen mit einem konstanten Volumenstrom.
Der Start der Zudosierung erfolgte in beiden Fermentern parallel, der Startpunkt der
Zudosierung to = 19 h wurde anhand des Verlaufs der ODsgp-Kurve fiir die Kultur im
Melassemedium festgelegt. Die Fermentationen erfolgten bei einer Ruhrerdrehfre-
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guenz von 600 min®. Die Zufutterung von 450 mL des 10-fach-
Melassemediumkonzentrats startete nach 19 h mit einem konstanten Volumenstrom
von (V) =18 mLh™.

Die Wachstumskurve (ZTM) von S. meliloti LPU63 bei der Zulaufkultivierung
mit 3 % Melassemedium in Abbildung 4.15 wies in der Satzphase bereits nach 14 h
ein Plateau auf. Diese Stagnation im Wachstum der Bodenbakterien korreliert in
hohem Malf3 mit dem Verlauf der pO,-Kurve, deren Werte in diesem Zeitraum wieder
anstiegen und dem Saureverbrauch, der in diesem Zeitraum abnahm. Beide Aspekte
weisen auf eine Stoffwechselumstellung bei S. meliloti LPU63 auf Grund einer
Nahrstofflimitierung hin. Mit der Zudosierung von Mediumkonzentrat ab t = 19 h stieg
die Biomassekonzentration |m Fermenter wieder an und erreichte nach 66,25 h eine
Konzentration von 14 31 g>L der sich bis zum Abbruch der Fermentation nach 91 h
nur nochum 0,5 g%’ ! erhohte.
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Abbildung 4.15 Fermentationsparameter einer Zulaufkultivierung von S. meliloti LPU63 im

2 L-Maf3stab mit 3 % Zuckerribenmelassemedium (Lage, D; Biostat B Fer-
menter). Die Anzucht der Vorkultur erfolgte in 100 mL 3 % Melassemedium +

400 mg>L'l Streptomycin. Die optische Dichte der Vorkultur bei Inokulation des
Fermenters betrug ODsgp = 9,51.

Bei dieser Zulaufkultivierung fiel auf, dass der Verbrauch an Saure bei der
pH-geregelten Fermentation bis zu Biotrockenmassewerten von £ 10 g>L parallel
zum Verlauf des Wachstums anstieg. Ab t = 48 h erfolgte dann aber keine weitere
Dosierung von HsPO4 zum Medium mehr. Diese Beobachtung bildete die Grundlage
fur Zulaufkultivierungen von S. meliloti LPU63 in Melassemedium, bei denen der
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Zufutterungsstrom eines Medienkonzentrats an das Signal der Sdurepumpe gekop-
pelt wurde (s. 4.2.4).

Die Wachstumskurve (ZTM) in Abbildung 4.16 von S. meliloti LPUG63 in
TY-Medium verlief deutlich flacher als in dem Parallelversuch mit 3 % Melassemedi-
um in Abbildung 4.15. Bereits nach t = 48 h erreichten die Mikroorganismen die
stationare Phase mit einer maximalen Biotrockenmassekonzentration von 5,33 g>L'1.
Auch die Sauerstoffsattigung im Medium war Uber die gesamte Fermentationsdauer
deutlich héher als im Melassemedium: Der pO2 sank wéhrend der Kultivierung nicht
unter 70 %, ein Hinweis auf einen signifikant niedrigeren Sauerstoffverbrauch und
damit auf eine weitaus geringere Stoffwechselaktivitat der Zellen bei der Kultivierung
in TY-Medium.
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Abbildung 4.16 Fermentationsparameter einer Zulaufkultivierung von S. meliloti LPU63 im

2 L-Maf3stab mit TY-Medium (Labfors-Fermenter). Die Anzucht der Vorkultur

erfolgte in 100 mL TY-Medium + 400 mg>{_'l Streptomycin. Die optische Dichte
der Vorkultur bei Inokulation des Fermenters betrug ODsgg = 10,056.

Beim Vergleich der Zelltrockenmassekonzentrationen und Lebendzellzahl von
den Fermentationen, die in den Abbildungen 4.15 + 4.16 dargestellt sind, fallt auf,
dass S. meliloti LPU63 in Melassemedium nach 66,25 h Fermentationsdauer eine
um 110 % hohere Lebendzellzahl ¢fu) aufwies als in TY-Medium zum gleichen

Zeitpunkt, die Biomassekonzentration (ZTM) der Fermentationen aber sogar um 162
% Uber den Werten der Fermentation in TY-Medium nach 66,25 h lag, wie Abbil-

dung 4.17 zeigt. Auffallig war aul3erdem der Abfall in der Lebendzellzahl von
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3,3720" cfumL™ auf 2,5120" cfumL™ (25,5 %) im spaten Stadium der Kultivierung

von S. meliloti LPU6G3 in Melassemedium, wahrend die Zellzahl in der stationdren
Phase von S. meliloti LPU6G3 in TY-Medium konstant blieb.
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Abbildung 4.17 Vergleich von Bio- (Zell-trockenmassekonzentration (ZTM) und Lebend-
zellzahl (cfu) der Zulaufkultivierungen von S. meliloti LPU63 in Melasse- und
TY-Medium.

Die Diskrepanz beim Vergleich der Werte der Lebendzellzahlbestimmung und
den Daten der Biotrockenmassebestimmung lasst sich bei der lichtmikroskopischen
Begutachtung von Fermentationsproben mit S. meliloti LPU63 in Melasse- und TY-
Medium auflésen. Dazu wurden Proben zum Zeitpunktt = 49,25 h aus der Zulaufkul-
tivierung entnommen. Unter dem Lichtmikroskop wurden Aufnahmen dieser Proben
bei 1.000-facher VergroRerung unter Immersions6l mit einem 100x Phasenkontrast-
objektiv erstellt.

Schon bei der optischen Betrachtung der Bakterien auf den Mikroskopbildern
in Abbildung 4.18 war der Gréf3enunterschied der Zellen in den beiden Medien
erkennbar. Genauere Daten lieferte die Ausmessung von Zellen in beiden Proben.
Fur die Zellen im Melassemedium wurde eine durchschnittliche Lange von 4,63 nmm
und ein Durchmesser von 1,89 mm ausgemessen, im TY-Medium waren die Bakteri-
en durchschnittlich nur 3,36 mm lang und 1,65 mm breit. Das ergab nach Glei-
chung 3.5 ein durchschnittliches Zellvolumen von 9,22 nm? fir die in Melassemedi-
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um kultivierten Zellen und 4,79 nm? fiir die in TY-Medium angezogenen Sinorhizobi-
en.

Damit besal3en die Sinorhizobien aus dem Melassemedium ein nahezu dop-
pelt (= 192,4 %) so grol3es Zellvolumen wie jene Zellen, die in TY-Medium angezo-
gen worden wurden. Aufgrund des deutlich gréReren Zellvolumens von S. meliloti
LPUG3 in Melassemedium lassen sich die Unterschiede beim Vergleich von Biotrok-
kenmassebestimmung und Lebendzellzahlbestimmung der Kulturen in Melasse- und
TY-Medium erklaren, da Biotrockenmasse und Zellvolumen miteinander korrelieren
(Bittner et al., 1998). Eine Ursache fir das erheblich gréf3ere Zellvolumen kdnnte die
verstarkte Einlagerung von Speicherstoffen (Poly-b-Hydroxybutyrate) bei der Kultivie-
rung von S. meliloti LPU63 in Melassemedium sein, wie es bei Tsien (Tsien, 1982)
fur frei lebende Bodenbakterien in der spaten exponentiellen Phase beschrieben
wird.

Abbildung 4.18 Vergleich der ZellgroRen von S. meliloti LPU63 in 3 % Melassemedium (A)
und in TY-Medium (B). Die Linie zwischen den weilen Balken am linken, un-

teren Bildrand entspricht einer Lange von 20 nm.

Werden die Biomassekonzentrationen, die in den Zulaufkultivierungen von
S. meliloti LPU63 mit 3 % Melassemedium, erzielt wurden, mit anderen Fermentat-
onsergebnissen verglichen, so konnten nur mit der von Chanda (Chandaet al., 1986)
beschriebenen N&ahrlésung aus einem Goabohnenextrakt, supplementiert mit 0,75 %
Zuckerrohrmelasse fur S. meliloti 2756 ahnlich hohe Konzentrationen an Biomasse
erzielt werden wie in der oben gezeigten Zulaufkultivierung in einem 3 %-igen
Melassemedium. Chanda erreichte in seinen Versuchen ebenfalls Lebendzellzahlen
von 2 -3,3740™ cfumL™, dies allerdings erst nach 120 h Kultivierungszeit. Da aber
insbesondere lange Fermentationslaufzeiten die Produktivitit eines Prozesses
erheblich absenken, und die Kosten fur Medium und Betriebsmittel bei der Herstel-
lung von Inokula eher gering sind, war die Zulaufkultivierung mit Melassemedium
gegenuber dem von Chanda angewendeten Verfahren vorzuziehen, da in dieser
Arbeit innerhalb von nur 66 h eine vergleichbar hohe Menge an Biomasse hergestellt
werden konnte. Bei einer vergleichenden Kalkulation der Produktivitat beider Prozes-
se (Chanda — diese Arbeit) ergeben sich nach Gleichung 2.11 die folgenden
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Produktivitaten, kalkuliert fur die maximale Produktkonzentration zum Zeitpunkt t,
(s. Abbildung 2.14):

Annahme: Totzeitraum Uo- tfu 20 h; ZeIIzahI t, = 3,3740% cfu mL™* @14,3 g>L'1
ZTM, Zellzahl t; = 3,99%0° cfu mL™ @0,38 gx 1ZT™m (s. Tabelle 3.3)

1431 gx'-038 gt
20 h+120 h

Chanda : Pr =0099 gL """ (Gleichung 4.5, a)

1431 gxt- 038 gxL*
20 h+66,25 h

diese Arbeit; Pr= =0161 gx """ (Gleichung 4.5, b)

Die Produktivitat der in dieser Arbeit vorgestellten Zulaufkultivierung mit
S. meliloti LPUB3 (s. Gleichung 4.5, a) liegt somit 61,3 % Uber jener der Chanda-
Kultivierung (s. Gleichung 4.5, b). In dem hier gezeigten Zulaufverfahren wurde
nach 48 h im Melassemedium mit einer Lebendzellzahl von 2,510 Zellen je
Milliliter im Vergleich zu anderen Fermentationsprozessen eine 2,5-fach hohere
Menge an Zellen produziert, als sie z.B. Balatti (Balatti et al. 1998) in einem Satzpro-
zess mlt elner vorbehandelten Melasse nach 2 Tagen Kultivierung mit cfu =
120" mL™" erreichen konnte. Die nach 66 h errelchte maX|maIe Lebendzellzahl der
hier gezeigten Zulaufkultivierung von 3,3720' cfusmL™ tbertraf die von Balatti

erreichten Resultate sogar um den Faktor 3,4.

Im Vergleich zu den Kult|V|erungen von Sinorhizobium meliloti in Medien auf
Basis von Kasemolke (1, 040 cfu mL™; Bissonnette, et al., 1986), Malzkeimlingen
1, 420" cfu mL™; Boiardi et al., 1985) oder Hefeextrakt (1,1 >10lo cfu mL; Bioardi et
al., 1985) konnte mit dem Melassemedium eine um den Faktor 2 - 3 hohere Lebend-
zellzahl in der Zulaufkultivierung von S. meliloti LPU63 erzielt werden. Im Hinblick auf
eine moglichst einfache Gestaltung eines Fermentationsprozesses zur Produktion
von Starterkulturen und den in diesen Experimenten bereits erzielten hohen Biomas-
sekonzentrationen mit S. meliloti LPU63 erscheint deshalb eine aufwendige Vorbe-
handlung der Melasse (Inamdar, 1994) auch im Hinblick auf die dadurch entstehen-
den Kosten und weiteren Verfahren nicht notwe ndig.

4.2.3 Einfluss des Mediums auf die Exopolysaccharidsynthese und die Agglu-
tination von S. meliloti LPU63 bei Zulaufkultivierungen

Der wahrend der Zulaufkultivierungen von S. meliloti LPU63 in Melassemedi-
um beobachtete Anstieg der Viskositat in der Fermentationsldsung und die in
Abbildung 4.18, A zu erkennende Agglutination der Zellen sollten genauer unter-
sucht werden, um die genaue Ursache fir diese Phdnomene zu ermitteln. Dazu
wurden die dynamischen Viskositdten von zentrifugierten Fermentationsiberstanden
bestimmt, der Stamm S. meliloti LPU63 auf Melasse- und TY-Medium-Nahrbdden
ausplattiert und ein Vergleich von lichtmikroskopischen Aufnahmen der Proben aus
den Zulaufkultivierungen in den beiden Medien durchgeflhrt.
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Die Bestimmungen der dynamischen Viskositat ergaben, dass bei der Kultivie-
rung von S. meliloti LPU63 in TY-Medium, wie in Abbildung 4.19 zu sehen, die

Werte fur h der Fermentationsiberstande wahrend der gesamten Wachstumsphase
sehr niedrig blieben (Ausnahme Messwert: t = 20,5 h). Selbst nach Erreichen der
stationaren Phase stiegen die Werte im TY-Medium nur geringflgig von h 4g2sn =
1,028 mPaxs auf hgin = 1,095 mPas an.

Im Melassemedium nahm dagegen schon wahrend der ersten 48 h der Zu-
laufkultivierung die dynamische Viskositat der Fermentationsiberstande von
hon = 1,091 mPas auf hsgn, = 1,390 mPax%. zu, wie Abbildung 4.19 zeigt. Nach 48 h
steigen die Werte noch starker an und nach 91 h Kultivierungsdauer besitzt der
Uberstand der Fermentationsbrilhe eine nahezu doppelt so hohe dynamische
Viskositat wie zu Beginn des Zulaufverfahrens (h g1n = 1,993 mPax%). Die Ursache
der Viskositatserhohung, die Exopolysaccharide von S. meliloti LPU63 konnten in
den zentrifugierten Fermentationsiberstanden durch Ethanol ausgefallt werden.
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Abbildung 4.19 Entwicklung der dynamischen Viskositat f) der Fermentationslésungen im

Verlauf der Zulaufkultivierungen von S. meliloti LPU63 in unterschiedlichen
Nahrldsungen. TY: Trypton-Hefeextraktmedium, Melasse: 3 % Zuckerriben-
melasse (Lage, D)

Ein weiterer Beleg fiur die Starke der Exopolysaccharidsynthese von
S.meliloti LPU63 in Abh&ngigkeit des eingesetzten Mediums erfolgte durch das
Ausplattieren der Bodenbakterien auf Nahrbéden mit unterschiedlicher Zusammen-
setzung. Von 50 niL einer aufgetauten S. meliloti LPU63 -80°C-Glyzerinkultur, die auf
einem MMM-Nahrboden Uber drei Tage bei +28 °C angezogen wurde, erfolgte ein
Abstrich mehrerer Kolonien auf einen TY- und einem Melasse-(3 %) Nahrboden.
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Nach vier weiteren Tagen der Kultivierung von S. meliloti LPU63 bei +28 °C wurde
eine fotografische Aufnahme der Nahrb6den angefertigt.

Beim Vergleich der Koloniemorphologien von S. meliloti LPU63 auf den ver-
schiedenen Nahrboden war erkennbar, dass die Bodenbakterien auf dem Melasse-
N&hrboden in Abbildung 4.20, B eine starke, weil3 glanzende Schleimschicht
aufwiesen. Die Kolonien in Abbildung 4.20, A, die von S. meliloti LPU63 auf dem
TY-Nahrboden gebildet wurden, erschienen dagegen eher blassrosa und matt.
Besonders gut zu erkennen war dieser Effekt beim Vergleich von Einzelkolonien auf
den beiden Platten, deren Durchmesser auf der Platte mit Melassemedium im Schnitt
groRer waren als die Durchmesser der auf TY-Nahrboden gebildeten Einzelkolonien.
Die stark schleimige Morphologie der Kolonien von S. meliloti LPU63 auf dem
Melasse-Nahrboden ist ein sichtbarer Beleg fur die verstarkte Synthese und Sekreti-
on von Exopolysacchariden, die bei der Anzucht der Bodenbakterien auf dem TY-
Néahrboden nicht auftritt.

Abbildung 4.20 Anzucht von S. meliloti LPU63 auf einem TY-Nahrboden (A) und einem
Melasse-Nahrboden (B).

Eine erhohte Exopolysaccharid-Synthese von Sinorhizobium meliloti in Folge
eines erhbhten Sucroseangebot auf Nahrbdden konnte bereits von Somasegaran
(Somasegaran et al., 1994) beobachtet werden. Die Starke dieser Synthese von EPS
bei S. meliloti variiert aber ebenso wie bei der Exopolysaccharid-Produktion von
Lactococcus lactis subspecies cremoris (Looijesteijn et al., 1999) je nach Kohlen-
stoffquelle erheblich. Courtois (Courtois et al., 1979) konnte in seinen Arbeiten
beobachten, dass durch ein erh6htes Angebot an Fructose in einer Nahrlosung die
Exopolysaccharid-Synthese der Sinorhizobien um ein Vielfaches gesteigert werden
konnte, durch andere Zucker ein solch starker Effekt aber nicht zu beobachten war.
Ein erhohter Fructose-Spiegel konnte in den Zulaufkultivierungen von
S. meliloti LPU63 mit Melassemedium durch die Spaltung der Sucrose mittels
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Invertase (Martinez-de Drets et al., 1970) entstehen. Breedveld (Breedveld et al.,
1990, a + b) konnte in seinen Arbeiten aul3erdem nachweisen, dass es sowohl bei
S. meliloti SU47 als auch bei Rhizobium trifolii TA-1 die Menge an produzierten
Exopolysacchariden auch von der Konzentration der Hauptkohlenstoffquelle im
Medlum abhanglg ist. Bei einer Verdopplung der Konzentration an Mannitol von
59*_ auf 10 g*_ in der Nahrlésung von S.meliloti SU47 konnte die Menge an
Exopolysacchariden von 175 mg>g'1 ZTM um mehr als den Faktor 3 auf 555 mg>g'1
ZTM gesteigert werden. In den 2 L-Zulaufkultivierungen mit Melassemedium (Abbil-
dung 4.15 + 4.22) wurden an S. meliloti LPU63 insgesamt ca. 98 g Sucrose je ther
Arbeitsvolumen verflttert, was bei einer Endkonzentration von 14 g ZTMx
Fermenter ca. einer um den Faktor 4,2 héheren Menge an eingesetzten Kohlehy—
draten je Gramm Biotrockenmasse entsprach. Damit kann die hohe Sucrosekonze n-
tration im Fermentationsmedium eine der Ursachen fir die verstarkte Exopolysac-
charidsynthese von S. meliloti LPU63 in Melassemedium sein.

Eine weitere Ursache fur die verstarkte Exopolysaccharid-Synthese von
S. meliloti LPU63 bei den Zulaufkultivierungen mit Melassemedien in dieser Arbeit
kann aber auch in dem geringen Phosphatgehalt von Zuckerribenmelasse begrin-
det seln Eine 3 % Zuckerribenmelasseldsung weist im Schnitt nur einen Gehalt von
2,8240" M Phosphat auf (Higginbotham et al., 2000). Riuhberg (Ruhberg et al.,
1999) beschreibt in ihrer Arbeit, dass bei einem Phosphatgehalt von 140 M die
Synthese von Exopolysaccharlden im Wildtyp S.meliloti 2011 im Vergleich zu
Kontrollversuch mit 240> M Phosphat um den Faktor 8 verstarkt wird. Da die
Phosphatgehalte in Zuckerribenmelassemedium deutlich unter der Konzentration
des Kontrollversuchs von Ruhberg liegen, es bei der Sterilisation des
10-fach-Zufutterungsmediums auflerdem zur verstarkten Ausfallung unldslicher
Verbindungen kam, zu denen aufgrund der Melassezusammensetzung auch Magne-
sium-Ammonium-Phosphate gezéahlt werden mussen, kénnte die Exopolysaccharid-
synthese bei S. meliloti LPU63 auch durch Phosphatmangel verstarkt werden.

Dartber hinaus kénnte die verstarkte Exopolysaccharidsynthese auf den ge-
steigerten osmotischen Druck zuriickgefiihrt werden, der auf Grund der Zugabe des
10-fach-Medienkonzentrats in der Fermentationslosung auf die Bakterien ausgeibt
wird. Breedveld (Breedveld et al., 1990b) konnte zeigen, dass bei Steigerung der
NaCl-Konzentration um 0,2 M im Medium die Produktion der Polysaccharide bei
S.meliloti SU-47 anstieg, was sich in einer erhohten Viskositat der Kulturiberstande
bemerkbar machte. Ob ein osmotischer Stress fur die Bakterienzellen tatsachlich
vorliegt, kbénnte Gber den Nachweis von Betainen in den Bakterien erfolgen, da es bei
einer hohen Osmolalitat des Mediums zu einer verstarkten Akkumulation dieser
Molektle im Zellinneren von S. meliloti kommt (Smith et al., 1988).

Wie Heyraud (Heyraud et al., 1986) zeigen konnte, ist die Bildung der Exopo-
lysaccharide nicht an ein bestimmtes Stadium der Wachstumskurve bei Sinorhizobi-
um meliloti gekoppelt. Er konnte beobachten, dass die Exopolysaccharide sowohl in
der exponentiellen Phase wie auch in der stationaren Phase gebildet wurden. Die
Kulturiiberstande von Zellen, die sich nicht mehr teilten, wiesen aber eine deutlich
hohere Viskositat auf als jene von wachsenden Zellen, was er auf geringfligige
Unterschiede in der chemischen Zusammensetzung von den Exopolysacchariden,
die der Stamm M5NL1 je nach Wachstumsstadium synthetisierte, zurtckfuhrte. Wie
die Messungen der dynamischen Viskositat von Fermentationstiberstanden in dieser
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Arbeit zeigten, stieg diese bei der Kultivierung von S. meliloti LPU63 in Melasseme-
dium schon wahrend der exponentiellen Wachstumsphase deutlich an.

Bei der Zulaufkultivierung von S. meliloti LPU63 in Melassemedium kdnnen
demnach mehrere Faktoren fur die hohe Exopolysaccharidsynthese des argentini-
schen Bodenbakteriums verantwortlich gemacht werden. Durch die Spaltung der
Sucrose aus dem Melassemedium wird verstarkt Fructose freigesetzt, was die
Synthese der Exopolysaccharide nachweislich anregt. Durch die hohen Konzentra-
tionen an Sucrose im Medium bei der Kultivierung von S. meliloti LPU63 im Bioreak-
tor werden die Exopolysaccharide dabei bereits zu einem Grof3teil in der exponenti-
ellen Phase gebildet. Auch der erhéhte osmotische Druck auf Grund der Zufltterung
des Medienkonzentrats und ein niedriger Phosphatspiegel im Medium wirken sich bei
den Fermentationen auf die EPS-Synthese aus.

Diese bei der Anzucht in Melassemedium beobachtete, erheblich gesteigerte
Exopolysaccharid-Synthese der Bodenbakterien kann sich bei einer Anwendung von
S. meliloti LPU63 in der Landwirtschaft durchaus positiv auswirken. Eine verstarkte
Exopolysaccharidhille aus EPS, LPS und CPS um die Organismen bildet einen
effizienten Schutzmantel vor den sauren und trockenen Bedingungen im Ackerboden
und erhéht damit die Uberlebensfahigkeit jeder einzelnen Zelle im sauren Millieu des
Ackerbodens. Beim Besprihen eines Luzerne-Saatguts mit S. meliloti LPU63 (in
Melasse angezogen) kénnte eine gewiinschte héhere Anhaftungs- und Uberlebens-
rate aufgrund der verstarkten extrazellularen Matrix erreicht werden (Lambert et al.,
1998; Lowther, 1975).

Daneben besitzen die verschiedenen Exopolysaccharide, wie in der Einleitung
beschrieben, neben ihrer schiitzenden Wirkung auf den Organismus wichtige
Funktionen bei der Etablierung der Symbiose mit der Futterpflanze Luzerne. So
muss Sinorhizobium meliloti mindestens eines der drei Zuckermolektle Succino-
glucan (EPS 1), Galactoglucan (EPS II) oder das K-Antigen produzieren, um erfolg-
reich in eine Wirtspflanze eindringen zu kénnen (Campbell et al., 1998). Auch fur das
niedermolekulare EPS wird eine wichtige Signalfunktion bei der Etablierung der
Symbiose zwischen den Bodenbakterien und der Wirtspflanze postuliert (Gonzales et
al., 1996). Ohne das native LPS sind die Rhizobien im Wettbewerb um die Besied-
lung der Pflanzenwurzeln benachteiligt (Lagares et al., 1992).

Zudem verringert eine ausgebildete Exopolysaccharidschicht um die Bakterien
den Verlust einmal inkorporierter Wurzelexsudate, insbesondere den Wiederaustritt
des fur die Nod-Faktor-Synthese essentiellen Induktors, Luteolin, wie Hubac (Hubac
et al.,, 1995a) nachweisen konnte. Die Ruckhaltung des Induktors Luteolin in den
Zellen der Bodenbakterien hat somit einen positiven Einfluss auf die Regulierung der
fur die Etablierung der Symbiose zwischen Luzerne und Sinorhizobium meliloti so
bedeutenden Nod-Faktor-Synthese. Zudem verbessert das Vorhandensein von LPS
die Aufnahme von Luteolin bei saurem pH-Wert, wie Hubac (Hubac et al., 1995b)
feststellen konnte.

Neben der gesteigerten Synthese der Exopolysaccharide bietet die Anzucht
von sauretoleranten Sinorhizobien in Melassemedium aber noch weitere Vorteile fur
den Einsatz auf den sauren und salzhaltigen Béden Argentiniens und Uruguays. Wie
Caetano-Anolles (Caetano-Anolles et al., 1989) nachweisen konnte, wird unter
sauren Bedingungen durch einen erhdhten Pegel an divalenten Kationen schon im
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Anzuchtmedium von Sinorhizobium meliloti die Chemotaxis und die Anhaftung der
Sinorhizobien an die Wurzel von Luzerne verbessert. Mit durchschnittlichen Konze n-
trationen in einer 3 % Melasselosung von 3,9340° M (Ca®*) und 2,7740° M (Mg?")
bei einer Zuckerrohrmelasse als Ausgangsmaterial und 2,2540° M (Ca2+) und
4,6320™ M (Mg®) in Zuckerriibbenmelassen (Higginbotham et al., 2000) liegen diese
Pegel an divalenten Kationen deutlich Uber den von Caetano-Anolles mitgeteilten
Mindestwerten von 3 1 mM, bei dem die Symbiose fordernden Effekte beobachtet
werden konnten. Zudem konnte Tawari (Tawari et al., 1998) nachweisen, dass ein
erhohter Calciumspiegel im Medium mit niedrigen pH-Werten die Wachstumsge-
schwindigkeit erhdht und das Limit fir ein Wachstum von Sinorhizobium meliloti zu
niedrigeren pH-Werten verschiebt.

Ein weiterer Vorteil entsteht den Bodenbakterien bei der Anzucht in Melasse-
medium aufgrund einer osmoprotektorischen Wirkung durch die Hauptkohlenstoff-
guelle Sucrose (Gouffi et al., 1998). Nach Gouffi wird dabei die Sucrose im Cytosol
der Bakterien, aber nicht in osmotisch relevanten Konzentrationen akkumuliert. Das
Disaccharid ist vielmehr fiur die Bildung der endogenen Osmolyte Glutamat und
N-Acetylglutaminylglutaminamid (NAGGN) verantwortlich. Somit sind die Bodenbak-
terien auch vor einem moglichen Salzstress nach dem Ausbringen auf den Ackerbo-
den besser geschutzt, wenn die Anzucht der Sinorhizobien in einem Medium mit
hoher Sucrosekonzentration erfolgt.

Die Agglutination von S. meliloti LPU63 Zellen in Melassemedium

Bei den Kultivierungen von S. meliloti LPU63 konnte neben der verstarkten
Exopolysaccharidsynthese in einem Melassemedium noch ein weiterer Effekt
beobachtet werden. Im Gegensatz zu der Zulaufkultivierung mit TY-Medium kam es
zur Bildung von grof3en Aggregaten der Bodenbakterien in der Kultursuspension
wahrend der Fermentation, wie Abbildung 4.21 zeigt.

Beim Vergleich der lichtmikroskopischen Aufnahmen der Fermentationslosun-
gen in Abbildung 4.21 ist zu erkennen, dass sich die Sinorhizobien-Zellen in 3%
Melassemedium nach 91 h zu Zellaggregaten von bis zu 100 Zellen zusammengela-
gert hatten. Dieser Effekt konnte bei der parallel durchgefiihrten Kultivierung von

S.meliloti LPUG3 in TY-Medium nicht beobachtet werden., wie die rechte Bildspalte
in Abbildung 4.21 zeigt.
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Abbildung 4.21 Lichtmikroskopische Aufnahmen der Fermentationsbriihen von
S. meliloti LPU63 in Melassemedium (li.) und in TY-Medium (re.) zu Beginn,
nach 39 h und nach 91 h Kultivierungszeit. Die Aufnahme erfolgte im Phasen-
kontrast mit Immersionsdl; VergréRerung: 1.000-fach

Um den Zeitraum der Aggregatbildung in Zulaufkultivierungen von
S.meliloti LPU63 im 3 % Melassemedium eingrenzen zu kénnen und um zu prifen,
ob es einen Zusammenhang der Agglutination mit anderen Ereignissen im Ablauf der
Fermentation gab, wurde dieses Phanomen in einer weiteren Fermentation unter-
sucht. Die Kultivierung von S. meliloti LPU63 im 3 % Melassemedium erfolgte bei
einer Ruhrerdrehfrequenz von 600 min™. Die Zufutterung von 455 mL eines 10-fach-
Melassekonzentrats startete in dieser Kult|V|erung nach 25,25 h mit einem konstan-
ten Volumenstrom (V) von 18 mL>h®. Die Anzucht der Vorkultur erfolgte G.N. in
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100 mL einer 3 % Melassel6sung + 400 mg % Streptomycin. Die optische Dichte der
Vorkultur bei Inokulation des Fermenters lag bei einem Wert von ODsgp = 5,87.

Die Abbildung 4.22 zeigt die Daten der Zulaufkultivierung, aus der die Proben
stammen, fur die der Ablauf der Agglutination in Abbildung 4.23 dargestellt ist. Wie
zu erkennen ist, fielen der Anstieg der pO,-Kurve und die Reduktion des Saurever-
brauchs bei t = 45,5 h zeitgleich zusammen. Nur 2,25 h spater t = 47, 75 h war ein
Anstieg im Base-Verbrauch feststellbar.
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Abbildung 4.22 Fermentationsparameter einer Zulaufkultivierung von S. meliloti LPU63 im

2 L-MaRstab mit 3 % Zuckerribenmelasse (Lage, D; Biostat B). Die Pfeile
markieren das Abknicken der Saureverbrauchskurve und den Anstieg der
pO»-Kurve nach t = 45,5 h und des KOH-Verbrauchs nach t = 47,75 h.

Die Kurvenverlaufe aller drei Parameter, pO,, Saure- und Laugedosierung
deuten auf eine Stoffwechselumstellung bei S. meliloti LPU63 hin, obgleich die Zellen
in diesem Zeitraum weiter wuchsen, wie die Zunahme der Biotrockenmassekonze n-
tration zeigte. Die Lebendzellzahlbestimmung aber bestétigte, dass die Zahl der
Bodenbakterien im beschriebenen Zeitraum von Ngs2sn = 1,1 20 cfusmL™ nur noch
auf N68,75h=2,54>101° cfumL™ anstieg, was einer geringen spezifischen Wachs-
tumsgeschwindigkeit von me 0,033 h™ (tp = 21,12 h) entspricht.

Die Einzelbilder in Abbildung 4.23 belegen, dass sich die S. meliloti LPU63-
Zellen in Melassemedium bereits ab t = 29,25 h Fermentationsdauer zu kleinen
Aggregaten von 3 - 6 Zellen zusammenlagerten. Das Auftreten der gro3eren Zellag-
gregate mit 20 - 50 Zellen von S. meliloti LPUG3 ist ab t = 43,25 h zu beobachten. In
der Aufnahme bei t = 49,25 h finden sich nur noch wenige frei bewegliche Einzelzel-
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len in der Fermentationslésung. Und zum Ende der Fermentation bei t = 68,75 h
konnten Bodenbakterienaggregate von 60 - 200 Einzelzellen trotz einer Ruhrerdreh-
frequenz von 600 min® im Mikroskop beobachtet werden.

Abbildung 4.23 Lichtmikroskopische Aufnahmen von unverdinnten Proben aus einer
Zulaufkultivierung mit S. meliloti LPU63 in 3 % Melassemedium im Phasen-
kontrast mit Immersionsél; VergréRerung: 1.000 fach

Die Stagnation in der Zudosierung von Saure zur Beibehaltung des pH’s, der
ein Anstieg im Lauge-Verbrauch, der Anstieg im pO,-Wert des Mediums und die
starke Erhdhung der dynamischen Viskositat in Fermentationstberstanden, wie aus
den Daten der Fermentation in Abbildung 4.19 zu entnehmen ist, fallen bei allen
Zulaufkultivierungen von S.meliloti LPU63 in 3 % Melasse im Zeitraum von
40 h-45h zusammen. Diese Verdnderung der Fermentationsdaten weisen auf
weitreichende Stoffwechselumstellungen bei S. meliloti LPU63 hin. Wie bei Rhizobi-
um etli von Encarnacion beobachtet (Encarnaciéon et al., 1995), kann es in Folge
dieser Umstellungen auch bei Sinorhizobium meliloti zu einer vermehrten Sekretion
saurer Metabolite wie Lactat, Fumarat, Malat und g-Hydroxybutyrat kommen. Damit
lieRe sich eine Abnahme des Séaure- und der Anstieg des Laugeverbrauchs zum Teil
erklaren.

Einen Einfluss auf Saure- und Laugeverbrauch sowie auf die Erhéhung der
Viskositat hat auch die verstarkte Synthese der Exopolysaccharide. Anhand der
chemischen Strukturen der sekretierten Exopolysaccharide EPS | (Succinoglucan)
mit O-Acetyl- Pyruvyl- und O-Succinylgruppen und EPS Il (Galactoglucan) mit
Pyruvyl- und O-Acetylgruppen, die in Abbildung 4.24 dargestellt sind, wird deshalb
deutlich, dass von S. meliloti LPU63 ins Medium abgegebene basische Verbindun-
gen Uber die sauren funktionellen Gruppen der sekretierten Exopolysaccharide
teilweise neutralisiert werden kénnen. Durch die deutlich erhéhte Konzentration von
Exopolysacchariden zum Ende des zweiten Tages einer Fermentation in Melasse,
wie sie sich anhand der Messungen der Viskositdt aus Abbildung 4.19 ableiten
lasst, entsteht eine gréRere Pufferkapazitat fur basische Verbindungen und damit
sinkt auch die Menge an H3zPQ,, die zur Beibehaltung des pH von 6,8 Uber die
Fermentersteuerung ins Medium zudosiert werden muss.
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Abbildung 4.24 Chemische Strukturen der Untereinheiten des EPS | (Succinoglucan) und des

EPS Il (Galactoglucan) von Sinorhizobium meliloti (Abbildung mit freundlicher
Genehmigung durch Hr. PD Dr. Karsten Niehaus, Universitat Bielefeld)

Wie die Bilder in Abbildung 4.23 zeigen, fiel die verstarkte Agglutination der
Bodenbakterien genau in den gleichen Zeitraum, im dem die Umstellungen im
Stoffwechsel von S. meliloti LPU63 beobachtet wurden. Sie kann als Folge verstark-
ten Exopolysaccharid-Produktion der Sinorhizobien in Melassemedium angesehen
werden. Denn die Zuckermolekile lassen sich nicht nur in den Fermentationsuber-
standen wiederfinden, sondern bilden vor allem den schutzenden Schleimmantel um
die Zellen, wie in Abbildung 4.20 deutlich zu erkennen ist. Die Hille aus Exopoly-
sacchariden fungiert beim Aufeinandertreffen der Bakterienzellen in der Fermentat-
onslosung als Haftvermittler und dies ist ein Grund fur die im Mikroskop beobachte-
ten Zusammenlagerungen der Mikroorganismen. AuRerdem muss bei den Zellteilun-
gen der Bodenbakterien berlcksichtigt werden, dass durch den verstarkten Exopoly-
saccharidmantel um die Organismen ein vollstandiges Auseinanderdriften nach einer
Zellteilung verhindert wird und dies die Aggregate ebenfalls gréf3er werden lasst.
Bemerkenswert bei den Fermentationen von S. meliloti LPU63 in Melassemedium
war die Grol3e der Zellaggregate von bis zu 200 Zellen, die im Mikroskop beobachtet
werden konnten. Sollten solche Zusammenlagerungen bei der vorherrschenden
Ruhrerdrehfrequenz im Fermenter von 600 min™ nicht aufgelost werden kodnnen,
wiurde dies auf eine hohe Stabilitdt der Haftung hinweisen, die durch die Exopolysac-
charide zwischen den Zellen vermittelt wird. Die unter dem Mikroskop aufgenomme-
nen Bilder von Fermentationsproben weisen, da sie direkt nach der Probenahme im
Mikroskop aufgenommen wurden und somit eine Aggregatbildung erst auf dem
Objekttrager eher unwahrscheinlich ist, darauf hin. Aufschluss Uber die tatsachliche
AggregatgrofRe im Fermentationsprozess koénnte aber nur eine in-situ.-Mikroskopie
(Bittner et al., 1998) wahrend der laufenden Kultivierung liefern.
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4.2.4 Ungeregelte und geregelte Zulaufkultivierungen im 2 L Mal3stab von
S.meliloti LPUG3

Nachdem der Vergleich von Zulaufkultivierungen in Melasse- und TY-Medium
zur Anzucht von S. meliloti LPU63 ergab, dass mit dem Medium auf Basis Zuckerri-
benmelasse doppelt so hohe Zellausbeuten erreicht werden konnten als mit dem
anderen Vollmedium, sollte im Hinblick auf die technische Produktion von Sinorhizo-
bien-Starterkulturen die Zufltterungsstrategie fir die Zulaufkultivierung ermittelt
werden, mit der eine hohe Biomassekonzentration in einer moglichst kurzen Verfah-
renszeit erzielt werden konnte. In den nachfolgenden Versuchen wird die ungere-
gelte, konstante Zudosierung des Mediumkonzentrats zwei geregelten Zufltterungs-
strategien gegenibergestellt. In dem ungeregelten Verfahren erfolgte die Zufltterung
mit einem 10-fach-Melassekonzentrat nach Abknicken der Wachstumskurve bei
t=21,08 h mit einem konstanten Volumenstrom von (V) = 18 mLsh™. Die Anzucht der
Vorkultur von S. meliloti LPU63 erfolgte flr die drei nachfolgenden Fermentatlonen in
100 mL eines 3 %-igen Zuckerribenmelassemediums + 400 mg>L Streptomycin

U.N.

Die Mikroorganismen reduzieren in der ungeregelten Zulaufkultivierung, die in
Abbildung 4.25 dargestellt ist, im Zeitraum von 19 - 21 h ihre Wachstumsgeschwin-
digkeit im Vergleich zum Zeitraum von 5 - 19 h, wo die Slnorhlzoblen sich mit einer
spezifischen Wachstumsgeschwmdlgkelt von m= 0,130 h* (to = 5,34 h) vermehrten,
um 7,2 % (me 0,120 h'). Deshalb wurde bei t = 21,08 h die Zufitterung eingeschal-
tet. Erkennbar ist in Abbildung 4.25, dass bereits nach 11,8 h der Sauerstoffanteil
(pO2) im Medium anstieg und der Saureverbrauch zur Beibehaltung des voreinge-
stellten pH’'s von 6,8 nach 15 h im Fermenter stagnierte. Parallel zum Beginn der
Zufltterung (t = 21,08 h) sank der pO, im Medium dann wieder und die Sauredosie-
rung stieg erneut an. Nach dem Start der Zufltterung nahm die Konzentration der
Biomasse im Fermenter bis zum Zeitpunkt t = 67,25 h weiter zu, aber mit einem Wert
von me= 0,063 h' ® tp = 10,95 h war die spezifische Wachstumsgeschwindigkeit um
48,5 % geringer als in der Satzphase (5 - 19 h) dieser Zulaufkultivierung. Der pO;
stieg bei dieser Zulaufkultivierung nach 48 h erneut an und der S&ureverbrauch
erreichte ein zweites Plateau, in Abbildung 4.26 durch die Pfeile markiert. Die Zellen
wuchsen in diesem Bereich der Fermentation weiter, was nicht nur durch den Verlauf
der Biotrockenmassekonzentration, sondern auch durch eine Lebendzellzahlbestim-
mung bestatigt wurde, deren Wert von tizosn = 1,7940' ZellenmL™ auf
te7 250 = 3,30 20" ZellensmL™ anstieg.

Der Anstieg des pO, nach 11,8 h und 47,5 h und der Rickgang des Saurever-
brauchs in den gleichen Zeitraumen sind ein Hinweis auf die schon in Abbil-
dung 4.22 beobachtete Stoffwechselumstellung bei S. meliloti LPU63. Diese Unm-
stellung weist auf die Limitierung einer Nahrstoffquelle hin. Da die Hauptkohlenstoff-
quelle in Zuckerribenmelassen Sucrose mit einem Anteil von ca. 48 % in der
Trockenmasse ist (Higginbotham, 2000) und diese von S. meliloti LPU63 auch
bevorzugt umgesetzt wird (Glenn et al. 1981; Willis et al., 1999), ist sie der bedeu-
tendste limitierende Nahrstoff in einer Fermentation mit einem Zuckerribenmelas-
semedium.
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Abbildung 4.25 Zulaufkultivierung von S. meliloti LPU63 in 3 % Zuckerribenmelasse mit

konstanter Zufiutterung des Mediums (Biostat B Fermenter). Die Vorkultur be-
sal bei Inokulation eine ODsgy von 5,005. Die Fermentation erfolgte bei einer
konstanten Rihrerdrehfrequenz von 600 min™.

In der Zuckerribenmelasse sind neben den ca. 50 % Zuckerstoffen aber noch
20 % an anderen verwertbaren organischen Nichtzuckerstoffen und Zuckerdreivaten
enthalten, die von Sinorhizobium meliloti verstoffwechselt werden konnen (Elkan et
al.,, 1972). Dazu gehoren Dextrane mit 3 %, Starke mit 1 %, Glutaminsaure mit
2 -3 %, das Betain mit 3 - 4 %, andere Aminoséauren, Pyroglutaminsaure, Peptide mit
2 — 3 % und Aminosaure-Zuckerkomplexe mit 0,5 — 1,5 % bei 75 % Trockenmasse-
gehalt der Zuckerribenmelasse (s. Tabellen 2.2 + 2.3; Higginbotham, 2000). Aus
diesem Grund knickt die Wachstumskurve auch nicht sehr stark ein, wenn die
Sucrose von den Bodenbakterien nahezu vollstdndig verbraucht ist. Erst wenn auch
eine Limitierung der anderen im Zuckerribenmelassemedium enthaltenen Nahrstof-
fen einsetzt, wird das Wachstum der Mikroorganismen signifikant reduziert und die
Biotrockenmassekonzentration im Fermenter nimmt nicht weiter zu. Mit einem
Wechsel von S. meliloti LPU63 auf andere Stoffwechselwege, die es den Organis-
men erlauben, die oben aufgefuhrten Nahrstoffe zu verwerten, entstehen andere
(neutrale und / oder saure) Metabolite, die ins Medium abgegeben werden. Deshalb
nimmt der Verbrauch an Saure zur Beibehaltung des Medium pH von 6,8 ab. Auch
der Sauerstoffverbrauch der Bodenbakterien fir diese Stoffwechselwege ist geringer
und so steigt der Gehalt an Sauerstoff im Medium wieder, wie in Abbildung 4.25 zu
sehen ist. Damit bieten sich sowohl das Signal der Sauerstoffelektrode, wie auch das
der Saurepumpe an, um bei einer Limitierung des Disaccharids Sucrose im Medium
und den daraus resultierenden Veranderungen des Verlaufs von pO, und Saurever-
brauch die Zufutterung mit dem Melassekonzentrat an diese Signale zu koppeln.
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Geregelte Zulaufkultivierungen von S. meliloti LPU63 in Melassemedium

Die Dosierung des Mediumkonzentrats an das Steuerungssignal der Séure-
pumpe oder an das Signal der Sauerstoffelektrode zu koppeln, erfolgte mit dem Ziel,
die Zugabe des Melassekonzentrats zur Fermentationslésung so zu gestalten, dass
die Bakterien in optimaler Form mit Nahrstoffen versorgt werden, also keine Nahr-
stofflimitierung eintritt und damit ein vorzeitiges Abflachen der Wachstumskurven,
wie es in den Abbildung 4.15 und Abbildung 4.25 in der Zeit zwischen t = 14 h und
t = 24 h zu sehen war, vermieden wird. Eine solche Zufutterungsstrategie ermdglicht
in der Regel eine produktiveres Fermentationsverfahren, d.h. es wird in kirzerer Zeit
eine besseres Ergebnis bei der Erzielung einer hohen Biomasseausbeute im Ver-
gleich zu einem Fermentationsprozess mit ungeregelter Zuflutterung erreicht. In der
ersten Testreihe wurde die Zufutterung mit einem 10-fach-Melassekonzentrat an das
Signal der Saurepumpe gekoppelt (Regelungsprogramm: s. Anhang 7.1).

Nachdem die Wachstumskurve in der Fermentation mit der an die Saurezuga-
be gekoppelten Mediumdosierung in den ersten 20 h ein schnelleres Wachstum
aufwies als in der ungeregelten Zulaufkultivierung (m= 0,153 h'; s. Abbildung 4.25)
und dies trotz eines Inokulums mit einer geringeren Biomassekonzentration, er-
reichte die Sauredosierung und damit auch die Zufutterung des Melassekonzentrats
in dieser Fermentation von S. meliloti LPU63 nach 19 h bereits ein erstes Plateau,
wie die Abbildung 4.26 zeigt. Die Dosierung von Saure und Mediumkonzentrat
stagnierte bis t = 34 h, obwohl die Zellen sich in diesem Zeitraum, wie der Graph der
Zelltrockenmassebestimmung zeigt, weiter teilten. Erst nach 34 h erfolgte wieder
eine Zugabe der Saure, jedoch in geringerem Mal} als zu Beginn der Fermentation in
den ersten 19 h und trotz der zu diesem Zeitpunkt starker ansteigenden Laufzeit der
Mediumpumpe fir die Zufutterung auf Grund der vorgegebenen Programmparameter
(s. Anhang) waren nach t = 65 h von den vorgelegten 450 mL des 10-fach-
Melassekonzentrats erst 57 mL zu den 1,5 L Arbeitsvolumen zudosiert worden. Bei
der hier verwendeten Zufltterungsstrategie wies die Probe beim Abbruch der
Fermentation nach t = 65,8 h in der Zelltrockenmassekonzentration einen Wert von
8,64 gx* auf.
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Abbildung 4.26 Geregelte Zulaufkultivierung von S. meliloti LPU63 in 3 % Melassemedium

(Labfors-Fermenter) mit Dosierung des 10-fach-Melassekonzentrats Uber das
Signal des Saurezugabe. Die ODsgg der Vorkultur betrug bei Inokulation
2,905. Die Regelung des pO,-Gehalt von 60 % im Fermentationsmedium &-
folgte Uber die Erhéhung der Ruhrerdrehfrequenz.

pO2-geregelte Zulaufkultivierung

In einer weiteren Reihe mit Zulaufkultivierungen von Bodenbakterien in 3%
Melassemedium wurde die Dosierung des 10-fach-Melassekonzentrats an das
Signal der Sauerstoffelektrode gekoppelt. Die Regelung des pO»-Gehalts im Fer-
mentationsmedium erfolgte Uber die Erhéhung der Rihrerdrehfrequenz. Die Zufltte-
rungsregelung wurde aktiviert, wenn der pO, erstmals unter einen Wert von 50 %
sank. Eine Zufutterung des Melassekonzentrats erfolgte, wenn der pO, Uber 50 %
anstieg.

Nach 14 h begann die Fermentersteuerung durch das im Anhang beschriebe-
ne Programm automatisch mit der Zudosierung des 10-fach-Melassekonzentrats bis
zum Zeitpunkt von t = 19,6 h (98 mL;s. Abbildung 4.27). Bis zum Zeitpunkt t = 24 h
steigt die Wachstumskurve noch an, flacht aber danach deutlich ab. Beim Vergleich
der Zeitabschnitte zwischent =18,75h-24 hund t = 24 h — 42 h nimmt die spe2|ﬁ-
sche Wachstumsgeschwindigkeit von mg 7sh-24n = 0,093 h* auf Myn.aon = 0,028 h* (bei
Dv = + 0,05 L) ab. Trotz der ab t=36,7 h exponentiell ansteigenden Kurve der
Melassekonzentratdosierung nimmt die Biomassekonzentration der Sinorhizobien im
Ruhrkessel nur noch langsam zu. Am Ende der Fermentation konnte eine Zelltrok-
kenmassekonzentration von 9,54 g% ! erreicht werden
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Abbildung 4.27 pO»-geregelte Zulaufkultivierung von S. meliloti LPU63 in 3 % Melassemedi-

um (Labfors-Fermenter) mit der Zufutterung des 10-fach-Melassekonzentrat,
die an das Signal der Sauerstoff-Elektrode gekoppelt war. Die ODsgy der Vor-
kultur betrug bei Inokulation 3,26.

Werden die drei Zufutterungsstrategien miteinander verglichen, dann fallt auf,
dass die Wachstumskurven (Zelltrockenmassekonzentration; ZTM) nach t = 18 h
bereits signifikant abflachen, wie in Abbildung 4.28 zu sehen. Die Organismen
befinden sich zwischen t = 18 h und t = 30 h bereits im Ubergang von der Wachs-
tums- in die Stationarphase (s. Abbildung 2.13). Bis zum Zeitpunkt t = 48 h verlau-
fen alle drei Wachstumskurven nahezu identisch, in der Fermentation mit konstanter
Zudosierung des 10-fach Mediumkonzentrats wachsen die Zellen nach 48 h noch mit
einer, allerdings langsamen Wachstumsgeschwindigkeit von 0,29 g ZTM% 5h™ bis
zum Zeitpunkt t = 67,25 h weiter, wahrend bei den beiden anderen Fermentatlonen
nur noch ein mlnlmaler Zuwachs an Biomasse rxpo2=0,067 g ZTMXx bh?* und
Ix saure = 0,058 9 ZTM% Lsh! bis zum Ende der Kultivierung feststellbar ist.

Der Vergleich der Raumzeitausbeuten zum Zeitpunktt = 65,75 h ergibt fir das
Zulaufverfahren mit der an die Saured05|erung gekoppelten Zufutterung des Melas-
sekonzentrats einen Wert von 0,131 g ZTM*% bHht. zum gleichen Zeitpunkt Iag d|e
Produktivitat fur das an den pO, gekoppelte Zulaufverfahren bei 0,145 g ZTM*% bt
Die Fermentationen liegen damit um 37,6 % (S&ure ) bzw. 31,0 % (pO2) unter dem
Resultat, das i in dem Prozess mit konstanter Zufutterung des Melassekonzentrats mit
0,210 g ZTML ™50 erreicht werden konnten. Allerdings muss bei dieser Kalkulation
berlicksichtigt werden, dass in der Zulaufkultivierung, bei der das Mediumkonzentrat
Uber das Sauresignal gesteuert wurde, nur 57 mL der 10-fach-Melasseldsung
zugefittert wurden, in den beiden anderen Fermentationsprozessen 450 mL.
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Abbildung 4.28

Vergleich der Zelltrockenmassen aus Fermentationen von S. meliloti LPU63 in
3 % Melassemedium mit den unterschiedlichen Regelungsstrategien der Z4i-
laufkultivierungen. linear: Zufutterung des 10-fach-Melassekonzentrats mit ei-
nen konstanten Volumenstrom V von 18 mLkx™ 21,08 h nach Beginn der Fer-
mentation, pH: Zufiitterung des Melassekonzentrats an das Steuerungssignal
der Saurepumpe gekoppelt, pO,: Zufiitterung des Melassekonzentrats an das
Signal der pO,-Elektrode gekoppelt

Wird ein Produktausbeutekoeffizient, bezogen auf die bis zum Zeitpunkt
t= 65,75 h in den Fermenter geforderte Melassemenge, berechnet:

X
VR Xt:65,75 h

Y =
ore a VMeI >(:Mel

(Gleichung 4.6)

dann ergeben sich folgende Werte (Ypss) fir die drei Verfahren:

15 L4397 gxL*

Y. o =
P/ S(linear) 15 L>30 ng'l +045 L X300 gxl_l

Y,

_116x0°! g Biotrockenmasse
- g Melasse

(Gleichung 4.6, a)

15 Lx962 gx! g Biotrockenmasse

=8,02%0?

und

PIS(PO) 15 |30 g <" +045 Lx300 gxL*

g Mdasse
(Gleichung 4.6, b)
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-1 Biotrockenmasse
YP/ S( Saure) 1,5 l__1>6’62 g XL =1 = 2,08 ><lO'2 g
15 Lx30 gx " +0,057 Lx300 gx_ g Measse

(Gleichung 4.6, c¢)

Anhand der hier dargestellten Produktausbeutekoeffizienten erweist sich das
Zulaufverfahren, bei dem die Zufutterung der Melasse Uber das Signal der pH-
Elektrode geregelt wurde, als der Prozess, bei dem, bezogen auf die eingesetzte
Melasssemenge, die hochsteAusbeute an Biomasse erzielt werden konnte. Es bleibt
aber zu untersuchen, in welchem MalR3 die Nahrstoffe der Melasse (insbesondere
Sucrose) zum Zeitpunkt t=65,75h in allen Verfahren von den Bodenbakterien
tatsachlich bereits verstoffwechselt waren. Eine Substratanalytik der Hauptkohlen-
stoffquelle Sucrose gestaltet sich aber schwierig, da in der Melasse neben diesem
Disaccharid in einem erheblichen Mal3 weitere Kohlenhydrate vorhanden sind, die
gangige Testverfahren zur Sucrosemessung zum Teil erheblich stéren und damit nur
unprazise Daten des Substatverbrauchs erhalten werden.

Ob die Ursache fur das Abflachen der Wachstumskurven zwischen
t=19-29 h in Abbildung 4.28 bei allen drei Zulaufkultivierungen in einer unzurei-
chenden Versorgung der Kulturen mit dem Nahrstoffen liegt, muss bezweifelt
werden. Insbesondere bei der Fermentation, bei der die Dosierung des Melassekon-
zentrats an das Signal der Sauerstoffelektrode gekoppelt war, erfolgte eine Zudosie-
rung von 100 mL Melassekonzentrat schon im Zeitraum vont = 13h — 19 h. Dennoch
flachte auch in dieser Fermentation die Wachstumskurve nach t = 24 h bereits
deutlich ab.

In einer weiteren Zulaufkultivierung von S. meliloti LPU63 (Daten hier nicht
gezeigt), bei der nach 25 h Satzphase, im Gegensatz zur der in Abbildung 4.26
dargestellten Fermentation, der Fermentationsbriihe mit einem konstanten, aber um
den Faktor 2,5 héherem Volumenstrom das Melassekonzentrat zugefiihrt wurde,
stieg nach dem Start der Zufutterung die Wachstumskurve zwar kurzfristig wieder an,
doch nahm auch bei dieser Fermentation die Wachstumsgeschwindigkeitabt = 29 h
erneut signifikant ab. Im weiteren Verlauf dieser Zulaufkultivierung vermehrten sich
die Zellen in dieser Fermentation nur noch mit einer Wachstumsgeschwindigkeit von
r« = 0,28 ¢ ZTM>L'1>h'1, was den Werten der anderen Zulaufkultivierungen mit
konstanter Mediendosierung in dieser Phase der Fermentationen entspricht.

Inhaltsstoffe der Melasselésung wie wachstumshemmende Substanzen oder
ein Mangel an essentiell benétigten Nahrstoffen, z.B. das Vitamin Biotin, im Medium
kénnen einen negativen Einfluss auf das Wachstum von S. meliloti LPU63 auslben.
Doch da auch bei den Zulaufkultivierungen von S. meliloti LPU63 mit TY-Medium,
das nachweislich einen hohen Gehalt an Biotin aufweist und keine wachstumshe m-
menden Substanzen enthalt, die Wachstumskurve nach 24 h deutlich abflachte, wie
in Abbildung 4.18 zu sehen, ist die Verringerung des Wachstums wahrscheinlich
nicht auf die Zusammensetzung des Melassemediums zurtckzuft hren.

Eine Sauerstofflimitierung als Ursache fir das Abflachen der Wachstumskurve
nach 24 h kann bei den oben gezeigten, drei Zulaufkultivierungen ebenfalls ausge-
schlossen werden, da die Sauerstoffsattigung (O2) der Fermentationsmedien aller
drei Prozesse in dem Zeitraum, als die Reduktion der Wachstumsgeschwindigkeit
auftrat, noch zwischen 40 — 60 % lag, wie aus den Abbildungen 4.25, 4.26 + 4.27 zu

ersehen ist. Bei der Fermentation mit der konstanten Zuflutterung des Melassekon-
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zentrats ist nach Abbildung 4.25 mit Beginn der Mediumkonzentratdosierung zum
Zeitpunkt t = 21,08 h zudem kein extremer Abfall im Kurvenverlauf des pO, zu
erkennen, was auf einen signifikant erhohten Sauerstoffbedarf zur Umsetzung der
Sucrose hinweisen wirde und damit den Sauerstoff als limitierenden Faktor fur das
Wachstum der Bodenbakterien ausweisen wirde. S. meliloti wird zwar als streng
aerophiler Organismus eingestuft, doch erst bei einer Versorgung der Bodenbakteri-
en mit Sauerstoff von £29 mL O% bh™ (Trinick, 1982) wurde das Wachstum der
Bodenbakterien nachhaltig negativ beelnflusst Da in den Fermentationen im
2 L-MaRstab mit einem Lufteintrag von 3 NLxnin™ in die Fermenter gearbeitet wurde,
durften die Sinorhizobien in allen Fermentationen wahrend des Zeitraums, als die
Wachstumskurven abflachten ¢ = 18 h —30 h Fermentationsdauer), ausreichend mit
Sauerstoff versorgt worden sein, was sich letztendlich in den Verlaufen der pO,-
Kurven der hier miteinander verglichenen Fermentationen auch widerspiegelt.

Eine Erklarung fur die Verringerung der Wachstumsgeschwindigkeit in allen
drei Fermentationen liegt in der zum Zeitpunkt t = 24 h erzielten Biomassekonzentra-
tion selbst. Es besteht die Mdglichkeit, dass es auf Grund der hohen Biomassekon-
zentrationen von S. meliloti LPU63 mit 3 - 620° cfusmL™ im Zeitraum von 19 h - 29 h
bei den hier gezeigten Fermentationen zur Ausschittung von ,Quorum Sensing
Factors“ kommt, wie es von Thorne (Thorne et al., 1999) bei Rhlzoblum legumino-
sarum bv. phaseoli in Hochzelldichtekulturen (> 1 3>1O cfuxnL ) beobachtet werden
konnte. Diese Botenstoffe beeinflussten die Wachstumsgeschwindigkeit der Mikroor-
ganismen nachhaltig negativ. Die Signalmolekiile des ,quorum sensing*, die bei einer
Vielzahl Gram negativer Bakterien auf acylierten Derivaten des Homoserin-Lactons
® Acyl-Homoserin-Lactone (AHL; Abbildung 4.29), einem Molekil aus dem
Methioninstoffwechsel (Lehninger, 1987) basieren, konnten auch in verschiedenen
Stammen von S. meliloti nachgewiesen werden (Cha et al., 1998, Gray et al., 1996).
Ihre genauen Strukturen sind aber fur S. meliloti noch nicht aufgeklart. Dass
S. meliloti LPU63 die AHL in Folge einer hohen Zelldichte ebenfalls synthetisiert und
sekretiert, mit dem Ziel, das Wachstum anderer Sinorhizobien zu verlangsamen, um
damit einer lebensbedrohenden Limitierung von Nahrstoffen entgegenzuwirken und
so in der Stationarphase das Uberleben der Organismen zu gewéhrleisten, bleibt zu
untersuchen.

H O
\/\/\/ﬁ/\)\/m ©
)
H O
Abbildung 4.29 Beispiel fur ein acyliertes Homoserin-Lacton (AHL), das N-(3R-Hydroxy-7-cis-

Tetradecanoyl)-L-Homoserin-Lacton, wie es in Rhizobium leguminosarum bv.
viciae (Schripsema et al., 1996) nachgewiesen werden konnte.

Erganzende Experimente mussten klaren, ob bei einem Setpoint von 3 60 %

bei der pO,-geregelten Zulaufkultivierung und ein hoherer Volumenstrom an Medium
ein optimaleres Wachstumsverhalten von S. meliloti LPUG3 erzielt werden kann, so
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dass eine Biomasseausbeute von 3 220° cfuxnL™? bereits nach 48 h Fermentations-
dauer erreicht werden kann.

Nach den in dieser Arbeit mit S. meliloti LPU63 erzielten Ergebnissen in den
verschiedenen Zulaufverfahren erweist sich der Satzprozess mit der ungeregelten
Zudosierung des 10-fach-Melassekonzentrats als eine geeignete Methode zur
Produktion von Bodenbakterien fir die Landwirtschaft. Das dargestellte Verfahren
erzielte die hochste Zellzahl an Bodenbakterien, erfordert dariber hinaus keine
Programme zur Regelung der Zufutterung, was einen Fermentationsprozess einfa-
cher gestaltet, ihn damit wenig anfallig gegeniber Stérungen macht und eine
Implementierung in der landwirtschaftlichen Biotechnologie Stidamerikas erleichtert
(s. dazu auch Gulati, 1980 b). Die Daten der optischen Dichte (ODsgp), des pO, oder
einer in-Prozess-Tribungsmessung (Kadotani et al, 1995) kdonnten wéahrend der
Kultivierung zur Uberwachung der Wachstumsgeschwindigkeit der Bodenbakterien
herangezogen werden, um bei einem Abknicken der Wachstumskurve nach 14-19 h
die Zuflutterung zu starten.
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4.3 Produktion und Aufarbeitung von Nodulations-Faktoren aus
Sinorhizobium meliloti 1021pEK327

Nachfolgend werden die Resultate dargestellt, die eine Optimierung von Pro-
duktion und Aufarbeitung der Nod-Faktoren aus S. meliloti 1021pEK327 und die
Charakterisierung der erhaltenen Glykolipide beschreiben.

4.3.1 Die Bedeutung von Medien und Mediumkomponenten fur das Wachstum
und die Nod-Faktor-Synthese von S. meliloti 1021pEK327

Wie in der Einleitung beschrieben, ist Luteolin ein essentielles Flavonoid-
Molekul far die Initierung der nativen Nod-Faktor-Synthese im Bodenbakterium
Sinorhizobium meliloti. Die nachfolgenden Experimente sollten zeigen, ob und in
welcher Konzentration die Nod-Faktor-Synthese des in dieser Arbeit verwendeten
Stamms S. meliloti 1021pEK327 ebenfalls vom Flavonoid Luteolin in der Nahrlésung
abhangig ist. In parallelen Versuchen sollten aufRerdem die Auswirkungen des
Antibiotikums Tetrazyklin im Medium auf das Wachstum der Bodenbakterien und die
Nod-Faktoren-Synthese untersucht werden, da sich eine Tetrazyklin-Resistenz-
Kassette auf dem Plasmid pEK327 befand.

Die Wachstumskurven der drei Kulturen ohne Antibiotikum sind nahezu iden-
tisch, wie die Abbildung 4.30 zeigt. Nach einer kurzen Anlaufphase begannen die

Organismen sich in diesen Réhrchen mit einer exponentlellen Wachstumsgeschm n-
digkeit zu teilen. Die beiden Kulturansatze mit 5 mgx™ und 9mgx™ Tetrazyklin
wiesen eine langere Anlaufphase auf, bevor die Kulturen in die exponentielle
Wachstumsphase eintraten. Dennoch erreichten auch diese Ansatze nach 71,75 h
Versuchsdauer ahnllch hohe Werte in der optischen chhte Mit Werten von ODsgp =
8,66 bei 5 mg>L Tet und einer ODsgp = 8,04 bei 9 mg*_ Tet. lagen beide Kulturen
um 4,2 % bis 11,0 % unter den Zelldichten, die in der Kontrolle mit einer ODsgp = 9,04
ohne Antlblotlkumzusatz erreicht wurden. Erst ab Tetrazyklin-Konzentrationen von
310 mg>L war in weiteren Versuchen (Daten hier nicht gezeigt) eine signifikantere
Reduktion des Wachstums bei S.meliloti 1021pEK327 festzustellen und bei einer
Konzentration des Tetrazyklins 3 17 mg>L stellte dieser Stamm in MMM sein

Wachstum vollstandig ein.
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Abbildung 4.30 Wachstumsverhalten von S. meliloti 1021pEK327 in Mannitol-Minimalmedium

(MMM) mit unterschiedlichen Konzentrationen an Luteolin ut) und Tetrazy-
klin (Tet) im Kulturréhrchen. 10 mL steriles MMM in Kulturréhrchen wurden mit

100 niL einer logarithmisch wachsenden Kultur von S. meliloti 1021pEK327,
ebenfalls in MMM kultiviert, angeimpft. Die Kultivierung erfolgte bei +28°C auf
einem Exzenterschiittler mit 500 min™.

Die Nod-Faktor-Synthese von S. meliloti 1021pEK327 bei verschiedenen
Konzentrationen an Luteolin

Der Einfluss der Luteolinkonzentration im Medium auf die Produktausbeute an
Nod-Faktoren bei der Kultivierung von S. meliloti 1021pEK327 sollte anhand der
RP1s-Chromatographie von Proben nach t = 71,75 h beurteilt werden. Dazu wurden
die zweiten 500 nL der Proben des in Abbildung 4.30 gezeigten Versuchs verwen-
det.

Alle nach t = 71,75 h analysierten Kulturproben wiesen nahezu identische
Verlaufe ihrer Chromatogramme auf, wie in Abbildung 4.31 zu sehen ist. Die
Summe aller Peakflachen bei der Analyse des Uberstands aus dem Kolben mit der
Kontrollkultur ohne Luteolin lag um 12 % unter der Peakflachensumme der Kultur mit
2 nmM Luteolin. Eine Verdopplung der Flavonoidkonzentration im Medium fuhrte
allerdings nur zu einer 0,8 %-igen Steigerung der Nod-Faktor-Ausbeute im Vergleich
zu dem Ansatz mit 2 nM Luteolin. Diese Unterschiede relativieren sich weiter,
werden die Biomasse bezogenen Produktausbeutekoeffizienten nach Gleichung 4.7
(Ypix; Chmiel, 1984) betrachtet:
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Abbildung 4.31 Nod-Faktor-Peaks in den Proben von S. meliloti 1021pEK327 in Abhangigkeit
von der Luteolinkonzentration im Medium. Die in der Grafik aufgefiihrten
Zahlen geben die Konzentration von Luteolin im Medium und die Summen der
Peakflachen des jeweiligen Chromatogramms von 7,5 bis 17 min wieder
Yo =0 = P X (Gleichung 4.7)
P/ X — - eichun .
dX (OD580,72h - ODSSO,Oh ) >U FBM 0OD580 g

mit
Azn = SPeakfl. 7,5-17 min Chromatogramm der Proben nach t =72 h

UFne = Umrechnungsfaktor zur Kalkulation der Nod-Faktor-Menge aus der Gesamt-
Peakflache (s. Material und Methoden; 1 g>L'l NF® 47.260,87 mVs (A)

UFemobsso = Umrechnungsfaktor zur Kalkulation der Biomasse aus den gemessenen
Werten der optischen Dichte (s. Material u. Methoden; ZTM aus ODsgp < 10: ODsgp
1=0,35g%™ ZTM)

3.860 mV xsx gx_*
_ 4726087 mVxs  _ > g Nod- Faktoren
Y, = ’ =2,6140 :
P/ X Kontr. 892035 gL g Biotrocken (Gleichung 4.7, a)
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4370 mV xsxl gLt
47.26087 mV xs

g Nod - Faktoren

_ -2 .
4.409 mvsx gxLt
_ 47.26087 mV xs _ , 0 Nod- Faktoren .
YP/X,4ITM Lut. 9’01>0'35 g xL—l - 2’96)4'0 g Blotrockenm (Gle'Chung 47, C)

Das Einbringen des Cosmid-Vektors pEK327 in den Stamm S. meliloti 1021
fuhrte zu dner nahezu vollstandigen Deregulierung bei der Expression der Nod-
Faktor-Synthesegene und damit zu einer um den Faktor 1.000 hoher liegenden
Produktion der Nod-Faktoren in den Bodenbakterien im Vergleich zu der des Wild-
typs, wie Schultze zeigen konnte (Schultze et al., 1992). Werden die Ausbeutekoeffi-
zienten dieses Experiments betrachtet, wird Uber eine Induktion bei
S. meliloti 1021pEK327 durch das Flavonoid Luteolin nur noch eine geringe Anhe-
bung der bereits erheblich gesteigerten Syntheseleistung von Nod-Faktoren erreicht.
Durch die Zugabe von 2nM, bzw. 4 mM an Luteolin zur Kulturlosung kann der
Produkt-Ausbeutekoeffizient (Ypx) an Nod-Faktoren zwar um 6,5 % bei 2 nM Luteolin
bzw. um 13,4 % bei 4 nM Luteolin (® 2,61407 g NF>g'1 Biomasse = 100%) gestei-
gert werden. Dem gegeniber stehen bei Verwendung des Flavonoids neben den
Kosten von 754 € je Gramm ( http://www.Carl-Roth.de) der zusatzliche und die
Sterilitdt der Fermentation gefahrdende Verfahrensschritt einer Injektion der Luteo-
linldsung in den Ruhrkessel, da Luteolin nicht autoklaviert werden kann, weil es unter
diesen Bedingungen zerféllt. Wie die Satzkultiverungen unter 4.3.5 aul3erdem
zeigten, kann die Produktivitdt der Nod-Faktor-Synthese von S. meliloti 1021pEK327
starker durch andere Faktoren z.B. durch eine Sauerstoff-Limitierung oder durch
andere Stressfaktoren erhéht werden.

Die Nod-Faktor-Synthese von S. meliloti 1021pEK327 bei verschiedenen
Konzentrationen an Tetrazyklin

Auch der Einfluss der Tetrazyklinkonzentration auf die Produktausbeute an
Nod-Faktoren bei einer Kultivierung von S.meliloti 1021pEK327 im Minimalmedium
sollte anhand der RPig-Chromatographie von Proben nach t = 71,75 h beurteilt
werden.

Wie aus Abbildung 4.32 ersichtlich ist, wiesen die Chromatogramme wie in
Abbildung 4.31 ein vergleichbares Muster auf. In den analysierten Proben war je
nach Antiobiotika-Konzentration eine unterschiedlich starke Reduktion der einzelnen
Peakflachen erkennbar. Die Summe aIIer integrierten Nod-Faktor-Peakflachen von
7,5 =17 min bei der Probe mit 5 mg*_ Tet. in der Kulturlésung ergibt eine Ausbeute

von 94,1 % im Vergleich zum Kontrollansatz ohne Luteolin- und Tetrazykllnzusatz
(=100 %). Die Addition der integrierten Peakflachen vom Ansatz mit 9 mg>L zeigte,

dass in diesem Ansatz nur noch eine Konzentration von 83 % der Menge an Nod-
Faktoren im Uberstand enthalten sind, die im Kontrollansatz zu finden waren.
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Abbildung 4.32 Nod-Faktor-Profile von S. meliloti 1021pEK327 in Abhangigkeit von der

Tetrazyklin-Konzentration im Medium

Werden die Nod-Faktor-Konzentrationen in den einzelnen Proben wieder ins
Verhéltnis zu den jeweils vorhandenen Biomassekonzentrationen am Ende der
Experimente gesetzt, so ergeben sich folgende Produktausbeutekoeffizienten (Yp/x)
nach t= 71,75 h Versuchsdauer:

3.860 mV xsd gx_*
47.260,87 mV xs

g Nod - Faktoren

Yorx ko = 892>035 gx_* = 26140° g Biotrockenmasse (CGleichung 4.8, a)
3.633 mV xs¥q gxL*
3193 mV xsd gxt
YP/X,9mg>mL'lTet. - 4;785?3,2; S]ZL)? =245%40" ;é\ilco)::(;df:nk;g;ne (Gleichung 4.8, ¢)

Aus den auf die Biomasse bezogenen Produktausbeutekoeffizienten (Ypx) er-
geben sich nur geringe Unterschiede in der Syntheseleistung von
S.meliloti 1021pEK327. Wird die Syntheseleistung der Zellen im Kontrollexperiment
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zu 100 % gesetzt, so haben die Sinorhizobien in der Kulturlésung mit 5 mg>k_'1
Tetrazyklin nach 72 h Versuchsdauer 98,5 % der Menge an Nod-Faktoren syntheti-

siert, die im Kontrollexperiment von den Mikroorganismen hergestellt wurden. Und
selbst bei einem Einsatz von 9 mg>L Tetrazyklin wurden noch 93,9 % Ausbeute an
Nod-Faktoren je Gramm Biotrockenmasse im Vergleich zum Kontrollexperiment
erzielt.

Die Gegenwart des Antibiotikums Tetrazyklin (Abbildung 4.34) beeinflusst die
Syntheseleistung von Nod-Faktoren S. meliloti 1021pEK327 nur in einem auBerst
geringen Mal3, insbesondere, wenn eine Tetrazyklin-Konzentration von £ 5 mg>L
Medium nicht Gberschritten wird. Die Ergebnisse dieser Testreihe weisen somit auf
die hohe Stabilitat der Cosmid-Vektoren pEK327 hin, die durchschnittlich in der
Regel nur in einer geringen Kopienzahl von 5 - 10 in den Zellen von S. meliloti 1021
vorliegen. Eine Zugabe des Antibiotikums zu einer Kulturlésung bei einer 3-tdgigen
Versuchsdauer ist damit nicht notwendig, um einen Abbau der Cosmide pEK327 in
den Bakterienzellen zu verhindern und dennoch eine gleichbleibend hohe Produkt-
ausbeute an Nod-Faktoren zu gewahrleisten, wie der Vergleich mit den Ergebnissen
des Kontrollansatzes und den Kulturen mit Luteolinzugabe zeigen.

H,C_ CHs
H,C OHH H, N
S\ H

OH

u/o

\
NH,

- HCL

OH
OH O OH O

Tetrazyklin-hydrochlorid

Abbildung 4.33 Chemische Struktur des Antibiotikums Tetrazyklin-Hydrochlorid

Allein aus sterilitatstechnischen Griunden wurde trotz dieser Resultate in Fer-
mentationen nicht auf die Beigabe von Tetrazyklin (5 mg >L'l) zum Medium verzichtet.
Durch das Tetrazyklin sollte bei Fermentationen mit einer integrierten Adsorptions-
kolonne die Sterilitat des Prozesses gewahrleistet werden, da die zur Adsorption
genutzte Glassaule mit den Harzkugeln nur chemisch durch eine 70 %-ige ethanol-
sche Losung sterilisiert werden konnte. Auf Grund der hohen Wirksamkeit des
Tetrazyklins sollten die Fremdorganismen, die nach der chemischen Sterilisation der
Wirbelschicht noch an den Harzkugeln und in der Saule vorhanden waren, durch das
Antibiotikum im Medium abgetdtet und eine Kontamination der Kulturldsung damit
effizient verhindert werden. Einschrankend muss angemerkt werden, dass das
Antibiotikum Tetrazyklin eine Affinitat zu dem in der Glassaule befindlichen Adsor-
berharz besall Khan et al.,, 1990) und dessen Konzentration mit zunehmender
Fermentationsdauer im Medium zwangslaufig abnahm. Der Erfolg dieser prophylakti-
schen Malinahme konnte dennoch bei der Begutachtung und Auszéhlung der
N&hrbodenplatten zur Bestimmung der Lebendzellzahl (cfu) in den Fermentationsex-
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perimenten bestétigt werden, da keine Kontaminationen wahrend der Satzprozesse
mit integrierter Adsorptionskolonne beobachtet wurden. Um eine Vergleichbarkeit
aller Fermentationsverfahren untereinander zu ermdglichen, wurde auch in Satzpro-

zessen ohne Adsorptions-Bypass das Antibiotikum Tetrazyklin in der gleichen
Konzentration von 5 mg %t eingesetzt.

Kultivierung des Produktionsstamms S. meliloti 1021pEK327 in Melasse-
und in Minimalmedium

Uberpriift werden sollte in diesen Experimenten das Wachstum des Nod-
Faktor Produktionsstamms S. meliloti 1021pEK327 in zwei grundsatzlich verschiede-
nen Nahrldsungen, so wie seine Nod-Faktor-Syntheseleistung in diesen Medien.

In einem 3 %-igen Melassemedium wies der Stamm S. meliloti 1021pEK327
ein deutlich schnelleres und ho6heres Wachstum auf als in D-Mannitol-
Minimalmedium. Mit einer optischen Dichte ODsgp der Melassekulturen von 14 nach
72 h war die Bakterienkonzentration in dieser Nahrldsung um bis zu 66 % hoher als
in Minimalmedium (ODsgp 8,48 bzw. 9,42), wie die Abbildung 4.34 verdeutlicht.

—[O—Min Kultur 1

14 _ LeEX
| ==0==Min Kultur 2 P

o A= Mel Kultur 1 'w,--“"

— ---7--- Mel Kultur 2 "

o 1Y »

£ 104

a’ 1

O g4

2

£ i

L

A 6

[ _

<

2 4

o i

O
2 = ”‘,r‘
0 T T T T T T T T T T T T

0 12 24 36 48 60 72
Kultivierungszeit,t[ h ]
Abbildung 4.34 Wachstumskurven von S. meliloti 1021pEK327 in Mannitol-Minimalmedium

(Min) und 3 % Melassemedium (Mel). Die 300 mL Schuttelkolben enthielten
jeweils 50 mL Nahrlésung mit 5 mg>L'1 Tetrazyklin und 5,740 g>k_'l (=2mV)
Luteolin. Die Medien wurden mit 1 mL einer 0.N. Kultur von S. meliloti
1021pEK327 (TY-Medium + 7,5 mg>4_'1 Tet) angeimpft. Die Kultivierung er-
folgte auf dem Exzenterschuttler mit einer Frequenz von 150 min™.
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Die spezifische Wachstumsgeschwindigkeit (my war in der exponentiellen
Wachstumsphase zwischen 28 h und 51 h mit einem Wert von m= 0,046 Kt im
Melassemedium um 12 % schneller als im Minimalmedium (m = 0,041 h'l). Mit einer
Verdopplungszeit in der exponentiellen Phase von tp = 15 h (Melasse-) bzw. tp = 17
h (Minimalmedium) lagen diese Zeiten allerdings deutlich Uber den Werten der

Verdopplungszeiten, die sich mit S.meliloti 1021pEK327 im RuUhrkessel unter
optimalen Bedingungen realisieren lieRen ¢p, rerm = 5,46 h in Minimalmedium ®

Merm = 0,127 h'™'; 5. 4.3.5).

Die Nod-Faktorsynthese von S. meliloti 1021pEK327 in Melasse- und in
Minimalmedium

Die  Nod-Faktor-Syntheseleistung des  Bakterienstamms  S.meliloti
1021pEK327 in den beiden Nahrlésungen wurde durch die Analyse von zentrifugier-
ten Kulturiiberstédnden nach 24 h und 72 h in der RP1g-Chromatographie ermittelt.

War nach 24 h die Summe der Peakflachen zwischen 7,5 und 17 min in bei-
den Medien mit einer Gesamt-Peakflache von 1.530 mV s (Min) zu 1.517 mV s (Mel)

noch nahezu identisch, so fiel die Konzentration von Nod-Faktoren im Melassemedi-
um nach 72 h auf einen Wert von 76,2 %: 2.547 mVs ® 5,3407 mg>|<_'l Zu
3.343mVs ® 7,0407 mg>k_’1 in Minimalmedium ab, was in Abbildung 4.35 zu
sehen ist. Werden diese Zahlen in Relation zur optischen Dichte ODsgy gesetzt, die
nach Abbildung 4.34 in den Schittelkolben erreicht wurden, so ergab sich mit den
kalkulierten Nod-Faktor-Konzentrationen nach 72 h, dass die Kulturen von S. meliloti
1021pEK327 in Minimalmedium nach drei Tagen eine um den Faktor 1,95 hdhere
Produktbildung aufwiesen als in den Kulturen desselben Stamms mit Melassemedi-
um.

- 153 -



4 Ergebnisse und Diskussion

35 - i
[ eemenees Min 24 o 14’51
e Mel 24 h 11'46
307 Min 72 h

Mel 72 h

Detektorsignale UV,,, [ mV ]

=" """

\s\_“”“

e e smemememece’ =
O T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
Retentionszeit HPLC, t [ min ]
Abbildung 4.35 RPg-Chromatogramme der zentrifugierten Uberstande aus Kultivierungen von

S. meliloti 1021pEK327 in Melassemedium (Mel) und Mannitol-Minimalmedi-
um (Min) nach 24 h und 72 h (s. Abbildung 4.34).

4.3.2 Die Auswahl einer Adsorptionsmatrix fur die in-Prozess-Adsorption von
Nod-Faktoren

Fir die in-Prozess-Adsorption von Nod-Faktoren aus einer Kulturlésung sollte
eine geeignete Matrix ausgewahlt werden, die in einer Wirbelschicht-
Adsorptionskolonne eingesetzt werden konnte. Fur derartige Verfahren werden in der
Regel kugelférmige Adsorbenzien eingesetzt. Aus diesem Grund wurden mit Amber-
lite® XAD-2 pract., Amberchrom® cg-161 ms und Toyopearl Phenyl 650M drei
spharische Harze ausgewahlt, deren Eigenschaften in Tabelle 3.5 dargestellt sind.
Diese Harze wurden in verschiedensten industriellen Aufarbeitungsverfahren bereits
zur Aufkonzentrierung von lipophilen Substanzen verwendet. Zu vergleichenden
Zwecken wurde diesen Materialien ein gebrochenes lipophiles Harz gegeniber
gestellt, das in Festphasenextraktionskartuschen eingesetzt wird (Bakerbond Phenyl
SPE).

Die quantitative Auswertung der Peaks aus den RPig-Chromatogrammen der
einzelnen Verfahrensschritte in Abbildung 4.36 zeigte, dass bei Verwendung des
Adsorberharzes Amberlite® XAD-2 pract. im Durchlauf eine Menge von 14,1 % an
Nod-Faktoren wiedergefunden wurde. Beim Waschvorgang des Harzes wurden
4,5 % der Nod-Faktoren von den Harzperlen abgeldst. Mit MeOH konnten mit den
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unter 3.4.1 beschriebenen Versuchsbedingungen nur 14,3 % der adsorbierten LCOS
von dem Harz wieder eluiert werden. Erst mit Acetonitril wurde der Grol3teil der noch
an die Matrix gebundenen Nod-Faktoren (63,0 %) vom Adsorberharz wieder abge-
|6st. Damit verblieben letztlich an dem Harz nur 4,1 % der aufgetragenen Nod-
Faktoren. Die leichte Spreizung des Peaks bei der Elutionsprobe Il in Abbil-
dung 4.36 im Vergleich zu dem Peak der Nod-Faktor-L6sung in HO lasst sich durch
die Losung der Nod-Faktoren in Acetonitril erklaren. Durch das organische LO-
sungsmittel verandert sich das Bindungsverhalten der in ihm gelésten Nod-Faktoren
an die C1g-Matrix und fiihrt zu der beobachteten Peak-Verbreiterung.

120 — NF-LOsung
(0,5 mg mL™ in Wasser)
1004 e Durchlauf
> \ ----- Waschen
£ -~ Elution | MeOH
E 807 Elution Il Acetonitril
>N
)
@ 60
c
c
2
w40
o
X
g
<5} _
3 20
0
I I
0 12 72 84
Retentionszeit HPLC, t[ s ]
Abbildung 4.36 Chromatogramme der einzelnen Verfahrensschritte bei der Adsorption und

Elution von Nod-Faktoren an Amberlite® XAD-2 pract.

Fur den Vergleich der Adsorbenzien wurden die Konzentrationen der Nod-
Faktoren in den einzelnen Fraktionen aus den Flachen der Peaks ermittelt, die die
LCOS in den Chromatogrammen der einzelnen Verfahrensschritten erzeugten. Das
Chromatogramm der Nod-Faktor-Stammldsung vor der Auftragung auf die Saulen
wurde als Vergleichsgrof3e herangezogen und die Peakflache der LCOS zu 100 %
gesetzt. Wie die Abbildung 4.37, A zeigt, konnten mit Acetontril (AN) in der zweiten
Elutionsstufe von den Kartuschen, die mit den beiden Adsorbenzien Amber-
chrom® cg-161 ms und ToyoPearl-Phenyl 650M gefiillt waren, im Uberwiegenden

Mafd nur die Nod-Faktoren mit einem hydrophileren Charakter und damit kirzere
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Retentionszeiten von den Adsorberharzen eluiert werden. Bei Amberlite® XAD-2

pract. und Bakerbond-Phenyl dagegen wurde mit AN das gesamte Spektrum der
zuvor adsorbierten Nod-Faktoren wieder von der Adsorptionsmatrix eluiert.

A B) "
) 1004 gﬂq, ©  Amberlite XAD-2 pract. 1‘"’4?:‘%
] o ® 49 Amberchrom cg-161 ms | |

S @ & ':, 4 ToyoPearl Phenyl 650M ///
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= 1 o :% ° = = —
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sty T | i Toyopearl Phenyl 650M
o | Amberchrom cg-161 ms
o Amberlite XAD-2
. 5 a ner
Retentionszeit HPLC, t [ s ] oure V"ascgux\on\ @ uom\m\@F oSS
o
Abbildung 4.37 Chromatogramme aus der zweiten Elutionsstufe mit Acetonitril der unter-

schiedlichen Adsorptionsmatrices, die fur die Extraktion von Nod-Faktoren aus
einer wassrigen Losung ausgewahlt wurden (A) und Darstellung der relativen
Nod-Faktor-Konzentrationen in den Proben der einzelnen Verfahrensschritte
zur Extraktion von Nod-Faktoren aus einer wasserigen Losung bei funf ver-
schiedenen Adsorptionsmatrices (B).

Die Konzentration der Nod-Faktoren in der Proben der einzelnen Verfahrens-
schritte nach Abbildung 4.37, B zeigt, dass die Nod-Faktoren an dem sphérischen
Adsorbens, Amberchrom® cg-161 ms, einem Styrolpolymer, in hohem MaR hafteten,
nur 2,3 % der auf die Saule aufgetropften Nod-Faktoren fanden sich nach der
Adsorption im Durchlauf wieder. Die adsorbierten Nod-Faktoren konnten auch nur in
geringem Mald beim Waschvorgang vom Harz geldst (2,2 %) werden. Doch mit den
Eluenten MeOH und AN liessen sich die Glykolipide nur zu 39,9 % wieder von dem
Harz ablésen. Damit bleiben an Amberchrom® cg-161 ms 55,6 % von der Aus-
gangsmenge an Nod-Faktoren haften, sie konnten mit den verwendeten L&sungs-
mitteln nicht von der Adsorptionsmatrix eluiert werden. Selbst mit einem unpolaren
Losungsmittel wie Aceton lieRen sich die LCOS nicht von dem Amberchrom®
cg-161 ms l6sen (Daten hier nicht gezeigt).

Das dritte, makroporése spharische Harz Toyopearl Phenyl 650M ist nach den
Ergebnissen dieser Versuche, wie Abbildung 4.37, B zeigt, nicht fur die Adsorption

von Nod-Faktoren geeignet. Allein 30,7 % der Nod-Faktoren, die auf die Saule mit
Toyopearl Phenyl gegeben wurden, lassen sich im aufgefangenen Durchlauf wieder-
finden. Und beim Waschvorgang werden noch einmal 23,5 % von der Ausgangs-
menge an Nod-Faktoren vom Harz abgeldst. Von den verbliebenen 45,8 % an LCOS
an dem Harz lassen sich mit MeOH und AN nur gut die Halfte wieder ablésen
(26,8 % der Startkonzentration an Nod-Faktoren).

Ein ahnlich gutes Adsorptionsverhalten wie Amberchrom® cg-161 zeigte die

gebrochene Vergleichmatrix Bakerbond Phenyl. Nur 5,27 % der aufgetragenen Nod-
Faktoren wurden nicht an das Adsoberharz gebunden. Und auch beim Waschvor-
gang wurden nur 4,1 % wieder von der Matrix abgelost. Von dem gebrochenen
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Material auf Silicagelbasis aus der Festphasenextraktionskartusche (Bakerbond)
konnten bei den Elutionen | + Il mit MeOH und AN allerdings nur 49,5 % der aufge-
tragenen Nod-Faktoren wieder von dem Adsorbens eluiert werden. Auch bei diesem
Harz ware ein weiterer Elutionsschritt mit einem anderen Losungsmittel notwendig,
um die am Harz verbliebenen 41,1 % an Nod-Faktoren von dem Adsorbens abzulo-
sen.

Aus der Reihe der drei getesteten sphérischen Adsorbenzien erweist sich
nach diesen Resultaten Amberlite® XAD-2 pract. als das geeignete Harz zur Adsorp-
tion von Nod-Faktoren aus einer wassrigen Losung. Zwar lag der Anteil an Nod-
Faktoren, die nach drei Durchlaufen durch die mit dem Adsorberharz geflllte Saule
in der Vorlage gefunden wurde, mit 14,1 % um den Faktor 6 Uber den Werten vom
Amberchrom® cg-161 ms (2,3 %), doch konnten in dem Amberlite® XAD-2 pract.-
Eluat von MeOH und AN zusammen 77,3 % der aufgetragenen Nod-Faktoren wieder
gewonnen werden, bei Amberchrom® cg-161 ms jedoch nur ca. die Halfte (39,9 %)
von der Ausgangsmenge an Nod-Faktoren. In weiteren Versuchen konnte mit dem
Lésungsmittel EtOH die Desorption der Nod-Faktoren von dem Adsorbens Amberli-
te® XAD-2 pract. optimiert werden. Das Losungsmittel wurde dazu mehrfach tiber
das Harz gegeben und damit eine Elutionsausbeute der am lipophilen Harz haften-
den Nod-Faktoren von 3 90 % zu erreicht.

Die Beladungskapazitat von Amberlite® XAD-2 pract. fir Nod-Faktoren

Um eine Aussage Uber die Beladungskapazitat m) von Amberlite® XAD-2
pract. mit den Glykolipiden zu erhalten, wurden Experimente in der Wirbelschicht mlt
unterschledllchen Konzentrationen an Nod-Faktoren von cne=0,03 mg>mL
cne=0,26 mg>mL bei einer Harzmenge von 12 g ® 40 g% ) in der Saule durch-
gefuhrt. Die Konzentrationen an Glykolipiden in den Testlésungen lagen damit zum
Teil deutlich Uber den Werten, die bei spateren Satzprozessen mit S. meliloti
1021pEK327 in der Fermentationsbrihe gemessen werden konnten
(® 0,04 mg>mL - 0,07 mg>mL'1; s. auch 4.3.6). Die Raumzeit fur die Nod-Faktor-
Losung in der Saule betrugt = 99 s. Die Endpunkte der Experimente waren erreicht,
wenn mittels RPig-Chromatographie keine Nod-Faktoren mehr in der L&sung
nachgewiesen werden konnten.

Wie die Abbildung 4.38 zeigt, gibt es einen linearen Zusammenhang zwi-
schen der Beladung des Adsorbens und der eingesetzten Adsorptivkonzentration.
Bei den hier vorgelegten Konzentrationen an Nod-Faktoren konnten nach spatestens
49 h Experimentdauer in allen Losungen keine Nod-Faktoren mehr nachgewiesen
werden. Dies weist darauf hin, das bei einem Einsatz von 40 g Harz je Liter aufzuar-
beitender Fermentationslésung die Beladungskapazitdt @m) von Amberlite® XAD-2
pract. nach diesen Experimenten noch nicht erreicht wurde, somit eine Gleichge-
wichtskonzentration (Ceq) flr das Adsorptiv Nod-Faktor zum Erhalt einer Isotherme
nicht bestimmbar war auf Grund der niedrigen Ausgangskonzentrationen an Glykoli-
piden und dies, obgleich die Fermentationstberstdnde bereits teilweise aufkonzen-
triert waren.

In den Kultivierungen dieser Arbeit mit S. meliloti 1021pEK327 Iagen die ma-
ximal erzielbaren Konzentrationen an LCOS bei £73 mg>L @6,40 10° M (s. 4.3.6)
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bei einer angenommenen durchschnittichen Molmasse von 1.140 g>|<nol'1 fur die

Glykollplde Fir die Adsorption von Nod-Faktoren aus Fermentationsbrihen an
Amberlite® XAD-2 pract. bedeutet dies, dass selbst bei elner Konzentration von nur

10 g Harz je Liter Fermentationslésung mit g; = 7,3 mg>g eine noch zu ermittelnde

maximale Beladungskapazitat (Qm) des Adsorbens fur Glykolipide nicht erreicht wird,
wie aus Abbildung 4.38 hervorgeht.
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Abbildung 4.38 Beladungs-Konzentrations-Diagramm fir die Adsorption von Nod-Faktoren an
Amberlite® XAD-2 pract.

Eine deutlich hohere Bindungskapazitat von Amberlite® XAD Harzen wurde
durch die Experimente von Yang und Whitehall (Yang et al., 1999; Whitehall et al.,
1996) bestatigt, die fir Amberlite® XAD-2 pract. und Amberlite® XAD-16 als Adsor-
benzien eine Gleichgewichtsbeladung (eq) von bis zu 50 g @1,0440™* Mol Cepha-
losporinC (Molmasse =478,8 ) je Liter hydratisiertem Harz bestimmten. Und
Grzegorczyk (Grzegorczyk et al., 1996) konnte bei einer Temperatur von +24 °C e|ne
maximale Beladung mit der Amlnosaure Phenylalanin von Qmax =100 mg g an
Amberlite® XAD-4, einem mit Amberlite® XAD-2 pract. vergleichbaren Harz, erzielen.
In den nachfolgenden Versuchen zur Kinetik der Nod-Faktor- Adsorptlon an Amberli-
te® XAD-2 pract. konnten nach 49 h Beladungswerte von g3 11 mgx’ ! fur Glykolipi-
de erreicht werden, die ebenfalls zeigen, dass die Beladungskapazitat (qm,) des
Harzes fir Nod-Faktoren bei den hier eingesetzten Adsorbenskonzentrationen
deutlich tber den Erfordernissen fur das Verfahren zur integrierten Adsorption von
Nod-Faktoren aus einer Fermentationslosung liegen.

- 158 -



4 Ergebnisse und Diskussion

4.3.3 Der Verlauf der Adsorption von Nod-Faktoren an Amberlite® XAD-2 pract.

Der zeitliche Verlauf der Adsorption von Nod-Faktoren an das Adsoberharz in
einer Wirbelschicht sollte beobachtet werden. In den Chromatogrammen der analy-
sierten Proben wurden die auftretenden Peakflachen der Nod-Faktoren mit Retenti-
onszeiten zwischen 7,5 min— 17 min vermessen. Die relativen Konzentrationen der
Glykolipide (ct/co) in der Losung ergaben sich aus dem Quotienten der einzelnen
Peakflachensumme (A) zum Zeitpunkt t =i h des Experiments und der Peakflache n-
summe (A) zu Beginn der Kinetikmessung (t =0 h).

Die Adsorption von Nod-Faktoren an Amberlite® XAD-2 pract. in einer Wirbel-
schicht erfolgte unter den in diesem Experiment gewéhlten Versuchsbedingungen,
wie die Abbildung 4.39 zeigt, mit einer aul3erst niedrigen Geschwindigkeit. Bei einer
Anfangskonzentration von 2,6 40" mgxnL™" an Glykolipiden sind erst nach tber 48 h
nahezu alle Nod-Faktoren-Molekile an das Harz gebunden. Der Vergleich des
Adsorptionsverlaufs fur die einzelnen Peaks in dem Konzentrations- / Zeitdiagramm
macht dabei deutlich, dass die Adsorption der Nod-Faktoren mit einem hydrophileren
Molekilaufbau, also LCOS mit Retentionszeiten von t= 838", t= 940“ und
t= 12'11" in den ersten 24 h signifikant langsamer ablauft, als die Bindung der
hydrophoberen Glykolipide mit Retentionszeiten von t = 15'32". Doch selbst von den
Nod-Faktoren mit hydrophoberen Molekulstrukturen waren erst nach 23 h mehr als
89 % an das Harz gebunden. Die langsame Bindung von Nod-Faktoren an das Harz
werden auch durch Experlmente in einem Ruhrkessel bestatigt, bei denen das
Adsorberharz Amberlite® XAD-2 pract. mit einer Konzentration von 40 g*_ direkt zu
einem ultrafiltrierten Fermentationstberstand mit Nod-Faktoren gegeben wurde
(Kohring et al., 1997). In diesen Satzversuchen konnte eine vollstandige Abreiche-
rung der Nod- Faktoren aus einer wassrigen Losung bel einer Konzentration von
32 mg>L an LCOS, einer Harzkonzentration von 40 g*_ und bei einer Temperatur
von +4 °C frihestens nach 5 h erreicht werden, und des, obwohl auf Grund der
Versuchsanordnung in diesem Experiment das Adsorbens signifikant langere
Kontaktzeiten zu der Nod-Faktor-L6ésung erreichte als im Differenzialkreislauf-
Adsorber.

Wie im theoretischen Hintergrund unter 2.18 beschrieben, wird die Geschwin-
digkeit der Adsorption von Molekllen an eine Matrix in der Regel durch die Vorgange
der Film-, Poren- und Oberflachendiffusion bzw. durch eine Kombination dieser
Transportmechanismen bestimmt. Die Art und Gro3e der Transportwiderstande, die
der Stoffubertragung aus der Flussigkeit an die Adsorptionszentren am Kornrand und
im Korninneren entgegenstehen, bestimmen somit in der Regel die Zeit, die benétigt
wird, bis sich das Gleichgewicht der Adsorption eingestellt hat (Kimmel, 1990). Der
eigentliche Vorgang der Adsorption lauft in den meisten Verfahren dagegen sehr
schnell ab und bestimmt demnach nicht die Geschwindigkeit des Gesamtprozesses
der Adsorption.
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Abbildung 4.39 Zeitlicher Verlauf der Adsorption von Nod-Faktoren an Amberlite® XAD-2 pract

bei +4 °C. Es wurde ein Fermentationsiiberstand mit einer Anfangskonzentra-
tion an Nod-Faktoren von 2,6X0™ mg>mL'l mit einem Volumenstrom von
V = 31,5 mLmin™ durch die Adsorptionssaule (s. Abbildung 3.4) mit 12 g
Amberlite® XAD-2 pract. gefordert.

Fur die Adsorption von Nod-Faktoren an Amberlite® XAD-2 pract. scheint aber

der eigentliche Adsorptionsvorgang der geschwindigkeitsbestimmende Schritt zu
sein, Stofftransportphanomene spielen nur eine untergeordnete Rolle. Dies kann auf
die molekulare Struktur der Glykolipide zurlickgefuihrt werden. Bei der Adsorption der
Glykolipide an Amberlite® XAD-2 pract. werden die Nod-Faktoren Uber ihre Fettsau-
rekette durch van der Waals’sche Wechselwirkungskréafte an den unpolaren Oberfla-
chenstrukturen des Harzes, die in Abbildung 4.40, A gezeigt sind, fixiert. Wie aber
die Abbildung 4.40, B verdeutlicht, besitzen die Nod-Faktoren neben der unpolaren
Fettsaure (hellgrau markiert) auch stark hydrophile Molekilreste am Zuckerriickgrat,
insbesondere die Acetat- und Sulfatgruppen (dunkelgrau markiert).

Dieser amphipathische Molekulaufbau der Glykolipide kann nach den Resul-
taten der oben dargestellten Experimente aus zwei Griunden fur eine auferst lang-
same Einstellung des Adsorptionsgleichgewichts verantwortlich gemacht werden. Die
polaren (hydrophilen) Gruppen der Nod-Faktoren verhindern danach eine schnelle
Bindung der Glykolipide an die unpolare (hydrophobe) Oberflache von Amberlite
XAD-2 pract.,, da sie durch Wechselwirkungen mit dem polaren Losungsmittel
Wasser in der Losung zuriickgehalten werden. Daraus folgt, dass der eigentliche
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Bindungsvorgang der Nod-Faktoren an das lipophile Harz die Kinetik bestimmt. Das
gleichzeitige Auftreten von Wechselwirkungskraften, die das Nod-Faktor-Molekdl in
der Lo6sung zuriickhalten und Krafte, die zwischen der Fettsaurekette und den
unpolaren Teilen der Adsorbensoberflache wirken, verhindern eine schnellere
Abreicherung der Nod-Faktoren aus einer wassrigen L6ésung. Dies wird durch die
Beobachtung bestétigt, dass die Adsorption der Nod-Faktoren mit einem hydrophile-
ren Molekillaufbau signifikant langsamer erfolgt, als der hydrophoberer Glykolipide,
wie aus Abbildung 4.39 zu entnehmen ist.

—CH; — CH — CHp — CH —CH, — CH —
A) ' | B) 2
o "

B L S
m'l‘_-' -
Ho) ORE
— CH; — CH —CH; — CH —CH, — CH — ¢
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Abbildung 4.40 Chemische Grundstruktur der Adsorptionsmatrix Amberlite® XAD-2 pract.

(Polystyrol-Divinylbenzol-Copolymer) (A) und der Nod-Faktoren (B) mit Mar-
kierung der hydrophilen (dunkelgrau) und hydrophoben (hellgrau) Molekdil-
gruppen

Eine weitere Ursache fur den langsamen Ablauf des Adsorptionsvorgangs
kénnte auch in der Bildung von Mizellen durch die Nod-Faktoren liegen (s. dazu auch
4.3.5). In einer wassrigen Kulturldsung konnen sich auf Grund der chemischen
Struktur der Glykolipide aus den Nod-Faktoren nur Mizellen ausbilden, bei denen der
hydrophobe Anteil der Nod-Faktoren in das Innere der Mizellen weist. Damit wirde
eine Interaktion der Nod-Faktor-Fettsaureketten mit hydrophoben Gruppen der
Adsorptionsmatrix ebenfalls verhindert werden. Erst bei Auflésung dieser Mizellen
kann eine Wechselwirkung der freien Nod-Faktor-Molekile mit dem Harz und damit
eine Bindung der Glykolipide an die Adsorbensoberflache erfolgen. Da zudem
Mizellen je nach Aufbau eine GréRe von 120 A (einfache Mizelle) bis zu 2.000 A
(groRe monolamellare Vesikel) aufweisen Pfiller, 1986) kdnnen, ist es ihnen auf
Grund dieser Abmessungen nicht mdglich, in die Poren von Amberlite® XAD-2
einzudringen, die eine durchschnittliche GréRe von 90 A besitzen (s. Tabelle 3.5),
was eine Adsorption der Nod-Faktoren an den inneren Oberflachen der pordsen
Harzkugeln damit verhindert.

Neben den molekularen Charakteristika von Adsorbens und Adsorptiv wirken
sich aber auch andere Parameter auf die Geschwindigkeit der Adsorption von Nod-
Faktoren an Amberlite® XAD-2 aus. Die in diesem Experiment verwendeten Harzk u-
geln besalRen eine sehr breite PartikelgroRenverteilung von 0,3 mm -0,84 mm.
Karau (Karau et al., 1997) konnte bei der Adsorption von Proteinen in einer Wirbel-
schicht an spharische Agarose-Quarz-lonentauscher nachweisen, dass die Verwe n-
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dung von Schittungen mit durchschnittlich kleineren Partikeln zu einer schnelleren
Adsorption des Modellproteins Rinderserumalbumin an Streamline DEAE fuhrte.

Bei den Versuchen zur Adsorptionskinetik muss zudem bericksichtigt werden,
dass die Experimente auf einem Rotationsschuttler durchgeftihrt wurden, bei denen
sich die Adsorptionskolonne in den Kolben befand, wie in Abbildung 3.4 gezeigt. Auf
Grund der Rotationsfrequenz von 150 min™ wurden zentrifugale Krafte auf die Saule
und damit auch auf die in ihr befindlichen Partikel und Losungen ausgeulbt. Diese
Krafte und die beobachtete Schraglage der Saule im Kolben wahrend der Rotation
auf dem Schiuttler haben einen erheblichen Einfluss auf die hydrodynamischen
Verhéltnisse wie Betththe, Ausbildung von Strémungsprofieln und axiale Durch-
mischung in der Sdule (Hadulla et al., 1995). Eine Variation dieser hydrodynami-
schen Parameter hatte nach Thémmes (Thommes et al., 1995) entscheidende
Auswirkungen auf die Adsorptionsleistung bei der Bindung von Rinderserumalbumin
an modifizierte, porése Glastrager. Die Auswirkungen der hier vorgestellten Ver-
suchsdurchfihrung auf die hydrodynamischen Verhéaltnisse beim Adsorptionsprozess
von Nod-Faktoren an ein lipophiles Harz wurden im Rahmen dieser Arbeit nicht
untersucht. Diese Versuchsanordnung wurde fir die kinetischen Untersuchungen
verwendet, weil sie in identischem Aufbau auch in den nachfolgenden Experimenten
zur Extraktion von Nod-Faktoren aus einer Suspension mit lebenden Bodenbakterien
Verwendung fand.

Deshalb kénnen die Versuchsbedingungen zur Optimierung der Adsorptions-
kinetik auch nur in einem beschrankten Maf variiert werden. Eine Anderung des pH-
Wertes oder der Salzstarke der Nod-Faktor enthaltenen Lésung zur Verbesserung
der Adsorption an das Harz entfallen, da solche Anderungen bei den Kultivierungen
die Viabilitat der Bodenbakterien erheblich beeintrachtigen wirde (s. 4.1.1).

Eine Mdoglichkeit zur Erh6hung der Adsorptionsgeschwindigkeit von Nod-
Faktoren an Amberlite® XAD-2 pract. lage in der Modifizierung der Harzes, um die
Hydrophobizitat der Oberflache in begrenztem Umfang herabzusetzen und Uber
diesen Weg eventuell eine schnellere Einstellung des Adsorptionsgleichgewichts zu
erreichen. Lothe (Lothe et al., 1999) konnte zeigen, dass durch eine Beschichtung
von Amberlite® XAD-2 pract. mit Acrylat-Polymeren die Adsorption von Invertase aus
Backer-Hefe optimiert und in Satzversuchen eine um 25 % gesteigerte Ausbeute
innerhalb von 4 h erreicht werden konnte. Durch die Herabsetzung der Hydrophobi-
zitat des Harzes kénnen aber auch Nahrstoffe aus dem Medium entzogen werden,
was wiederum das Wachstum der Bodenbakterien nachhaltig beinflussen kann, wie
unter 4.3.12 zu sehen. Eine Alternative, die Affinitat des Adsorberharzes zu den Nod-
Faktoren gezielt zu erhéhen, liegt in der Verwendung von Reaktivadsorbenzien. Bei
dieser kombinierten Technik aus Reaktivextraktion und Adsorption wird eine Sub-
stanz mit einer spezifischen Affinitdt zum Zielprodukt an das makroportses Harz
gekoppelt (Bart et al., 1998). Die Kopplung verschiedenster Liganden wie z.B die
Immobilisierung von Alizarinkarmin an Amberlite® XAD-2 fur die Extraktion von
Schwermetallen aus wassrigen Losungen wurde bereits durchgefuhrt Singh et al.,
1994). Als Affinitatsligand fur die Nod-Faktoren bietet sich aus der Gruppe der
Lektine das Wheat Germ Agglutinin® (WGA) an, ein 36.000 kDa grol3es Protein,
bestehend aus zwei identischen Untereinheiten. WGA besitzt eine hohe Affinitat zu
N-Acetylglucosaminresten (GIcNAc; Bonnin et al.,, 1999) und bindet mit seiner
B-Domaine dabei bevorzugt Di- und Trimere dieser Zuckerderivate (Espinosa et al.,
2000). Zur Aufreinigung von N-acetylierten Di-, Tri- und Tetrasacchariden wurde
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WGA bereits in der Hochleistungs-Flissig-Affinitatschromatografie (HPLAC) einge-
setzt, wobei das Lektin kovalent an ein pordses Silicagel gebunden wurde (Ohlson et
al., 1998). Es muss aber bertcksichtigt werden, dass durch die Acetylierung am nicht
reduzierenden Ende und durch die Sulfatierung am reduzierenden Ende einiger Nod-
Faktor-Strukturen die Affinitdt zu WGA abgeschwacht werden kdnnte. Dies musste
zuvor getestet werden.

Einfluss der Adsorbens-Konzentration in der Wirbelschicht auf die
Adsorption von Nod-Faktoren an Amberlite® XAD-2 pract.

Zur Ermittlung der optimalen Menge an Adsorbens in der Wirbelschicht sollte
der Verlauf der Abreicherung von Nod-Faktoren aus einer wassrigen Ldsung in
Abhangigkeit der Menge an lipophilen Harzkugeln in der Adsorptionskolonne verfolgt
werden. In den Chromatogrammen aus der RP31g-HPLC wurden die auftretenden
Peakflachen der Nod-Faktoren mit Retentionszeiten zwischen 7,5 min—17 min
vermessen. Die relativen Konzentrationen der Glykolipide (c;/cp) in der Loésung
ergaben sich aus dem Quotienten der Peakflachensummen (S A7smin-17min) ZUM
Zeitpunkt t=ih des Experiments und der Peakflachensumme (S A7smin-17min) ZU
Beginn der Kinetikmessung (t=0 h).

Die Daten des Experiments in Abbildung 4.41 zeigen, dass bei einer Menge
von 12 g Amberlite® XAD-2 pract. in der Sdule nach 7 h 50 % der beim Start des
Experiments in der L6sung vorhandenen Nod-Faktoren an das Adsorberharz gebun-
den haben, bei 6 g an lipophilen Harzkugeln in der Kolonne waren es zum gleichen
Zeitpunkt nur 36 % und bei einer Menge von 3 g Amberlite® XAD-2 pract. in der
Saule konnten nach 7 h lediglich 16,3 % der LCOS durch die lipophilen Harzperlen
aus der Losung extrahiert werden. Die nahezu vollstdndige Abreicherung der Nod-
Faktoren (ct £ 0,06%0) ist im Ansatz mit 12 g Harz erst nach 49 h erreicht. Mit 6 g
Amberlite® XAD-2 pract. in der Saule waren bei Experimentende dagegen erst ein
Adsorptionsgrad von 83 % erreicht, im Kolben mit der 3 g Harz enthaltenden Saule
konnten zu diesem Zeitpunkt nur 43,8% der Nod-Faktoren aus der LOosung an das
Harz gebunden werden. In den Experimenten mit 6 g und 3 g Amberlite XAD-2 pract.
wurden nach 49 h nahezu doppelt so hohe Beladungswerte mit 11,0 mg>g'1 erreicht
wie in dem Versuch mit 12 g Harz (® 6,1 mg >g'1).
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Abbildung 4.41 Beladungs-Zeit-Verlauf der Adsorption von Nod-Faktoren an Amberlite®

XAD-2 pract. bei unterschiedlichen Mengen des Harzes in der Adsorptions-
kolonne. Die Adsorptionssaulen wurden dazu mit 12 g, 6 g und 3 g an feuch-
tem Adsorbens gefillt. Die 300 mL eines konzentrierten, ultrafiltrierten Fer-
mentationsiberstands besalen eine Anfangskonzentration an Nod-Faktoren
von 2,6X0™" mgm Lt

Uber die Konzentration der in der Saule vorhandene Harzkugeln und der dar-
aus resultierenden Erhdhung an Adsorberoberflache in der Wirbelschichtkolonne
kann die Extraktion der Nod-Faktoren aus der Losung erheblich beschleunigt
werden, wie aus Abbildung 4.41 hervorgeht. Diese Beobachtung wird durch Versu-
che von Wright (Wright et al., 1998) bestatigt, die bei der Adsorption von Lysozym an
Streamline SP durch die Erh6éhung der Harzmenge im Versuchsansatz die Ge-
schwindigkeit der Adsorption in dem gleichen Mal3 steigern konnte wie in dem oben
dargestellten Experiment. Mit 40 g Harz je Liter aufzuarbeitendes Flissigkeitsvolu-
men ist aber allein aus Kostengrinden fir das Verfahren die obere Grenze zu
setzen. Bei der Umsetzung der Experimente zur in-Prozess Adsorption von Nod-
Faktoren aus einer Kulturldsung mit Bodenbakterien vom Schittelkolbenmalf3stab in
den 20 L-Pilot-Maf3stab war die eingesetzte Menge an Adsorbens durch die Dimen-
sionierung der verwendeten Wirbelschichtkolonne ohnehin auf eine Menge von 10 g
Harz je Liter Fermentationslosung limitiert (s. 3.5.4).
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Verlauf der Adsorption in Abhangigkeit von der eingesetzten Nod-Faktor-
Konzentration

In einem weiteren Versuch wurde der Adsorptionsprozess von Glykolipiden in
einer Wirbelschicht bei unterschiedlichen Anfangskonzentrationen an Nod-Faktoren
beobachtet. Es erfolgte wieder die Auftragung des Logarithmus des Nod-Faktor-
Konzentrationsverhaltnisses c; / ¢ gegen die Zeit.

Formalkinetisch lasst sich anhand der Kurvenverlaufe in Abbildung 4.42 die
Adsorption von Nod-Faktoren an Amberlite XAD-2 pract. als ein Prozess erster

Ordnung beziglich
4.9 hervorgeht:

der Nod-Faktor-Konzentration beschreiben, wie aus Gleichung
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Abbildung 4.42 Konzentrations-Zeit-Diagramm der Adsorption von Nod-Faktoren bei

unterschiedlichen Ausgangskonzentrationen an LCOS in der Reservoirldsung.
Es waren jeweils 12 g Amberlite® XAD-2 pract. in die Adsorptionsséule
(s. Abbildung 3.3) eingefiillt. Die Versuche wurden mit Konzentrationen an
Nod-Faktoren von 0,03 mg>mL'1 - 0,26 mg>mL'l durchgefihrt. Die 300 mL
Nod-Faktor-Losungen mit wurden mit einem Volumenstrom von
V = 31,5 mbmin™ durch die Séule gepumpt.

Der Knick aller drei Graphen nach t @1 h in Abbildung 4.42 macht aber deut-
lich, dass dieser Adsorptionsvorgang in zwei Phasen mit unterschiedlichen Adsorpti-
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onsgeschwindigkeiten verlauft. Nach der Vorstellung, dass die Glykolipide in wassri-
ger Losung Mizellen ausbilden (s. oben), erfolgt anhand der vorliegenden Ergebnisse
innerhalb der ersten Stunde die Adsorption frei vorliegender Nod-Faktor-Monomere,
die nicht in Mizellen eingebunden sind. In dieser Phase erfolgt die Adsorption mit
einer hoheren Geschwindigkeitskonstante, als im weiteren Verlauf der Nod-Faktoren-
Adsorption, wie Abbildung 4.42 zeigt. Die zweite Phase t 21 h ist von der Ge-
schwindigkeit der Abspaltung von Nod-Faktor-Molekulen aus den Mizellen und / oder
der Auflésung von Mizellen in der Suspension abhangig. Und dieser Prozess erfolgt
nach den vorliegenden Resultaten nur mit einer geringen Geschwindigkeit. Aus
diesen Grinden ist letztendlich die Extraktion der Glykolipide mittels Amberlite XAD-
2 pract. aus einer wassrigen Losung deutlich langwieriger als z.B. die von Pyle und
Yang (Yang et al., 1999) beschriebene Adsorption von Cephalosporin an Amberlite®
XAD-16. Mit der Modellvorstellung der Mizellbildung lasst sich auch erklaren, warum
mit steigender Ausgangskonzentration an Nod-Faktoren der Prozess der Adsorption
langsamer ablauft, wie in Abbildung 4.42 zu sehen ist. In einer wassrigen Suspensi-
on mit einer héheren Konzentration an LCOS liegt zwangslaufig eine grol3ere Anzahl
der Nod-Faktor-Mizellen und an Mizellen mit einem durchschnittlich gréf3eren
Durchmesser vor, fur die das Eindringen in die porése Matrix, wie oben geschildert,
nicht maoglich ist.

Die Mizellbildung in einem wéassrigen Milieu kann in der Regel durch Faktoren
wie die Temperatur oder die Gegenwart von Elektrolyten (Pfiller, 1986) beeinflusst
werden. Da jedoch die Adsorberharze in einer Kulturlésung eingesetzt werden
sollten, deren Elektrolytgehalt und Temperatur nicht verandert werden konnten, da
ansonsten die Viabilitat der Mikroorganismen nicht mehr gewéhrleistet wird, kann auf
diese Weise die Mizellbildung in der Kulturlésung nicht verhindert und damit eine
schnellere Adsorption der Nod-Faktoren erreicht werden.

Einfluss des Volumenstroms auf die Adsorption von Nod-Faktoren an
Amberlite* XAD-2 pract.

In einem abschlieBenden Versuch sollte geklart werden, ob durch die Erho-
hung des Volumenstroms, mit dem die Nod-Faktor-L6ésung durch eine mit Harz
gefillte Wirbelschicht gepumpt wird, die Adsorptionsgeschwindigkeit erhoht werden
kann.

Die Kurvenverlaufe in Abbildung 4.43 zeigen, dass bei einem eingestellten
Volumenstrom von 63 mL>xmin™ innerhalb von 6 h tber 90 % der in der Ldsung

vorhandenen Nod-Faktoren an das Harz gebunden hatten. Zum gleichen Zeitpunkt
waren bei einem Volumenstrom von 31,5 mLxin™ noch ca. die Halfte (48,7 %) der

zu Beginn vorhandenen Nod-Faktoren in der Lésung nachweisbar. Bei Versuchsen-
de waren nach 23 h bei dem Versuch mit einem Volumenstrom von 31,5 mLxnin™*

noch immer 10 % der Ausgangskonzentratlon an Nod- Faktoren in der Lésung
vorhanden, wihrend bei einem Volumenstrom von V =63 mixin™ keine Glykolipide

mehr in der Losung nachgewiesen werden konnten.

Auf die leere Adsorptionskolonne bezogen, errechnet sich nach Glei-
chung 4.10 die Raumzeit fur die Nod-Faktor-Losung in der Saule zu:
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t=— (Gleichung 4.10)
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Abbildung 4.43 Adsorption von Nod-Faktoren an Amberlite® XAD-2 pract. bei unter-

schiedlichen Volumenstromen durch die Adsorptionskolonne. Die Ad-
sorptionssdulen waren mit 12 g Amberlite® XAD.-2 pract. gefiillt. Die
Versuche wurden mit 300 mL eines Fermentationstiberstand durch-
gefuihrt, der eine Konzentrationen an Nod-Faktoren von 0,04 mg>mL'l
aufwies.

Obwohl die mittlere Verweilzeit ¢) bei einem Volumenstrom von 63 mLxnin*
nur halb so grof3 war wie jene bei einem Volumenstrom von 31,5 mLxmin™?, erfolgte in

diesem Experiment die Adsorption mit einer hoheren Geschwindigkeit als in dem
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Experiment mit einem geringerem Volumenstrom. Dieses Ergebnis weist darauf hin,
dass die Verweildauer der Nod-Faktorlosung in der Adsorptionsséule unter diesen
Versuchsbedingungen nicht von entscheldender Bedeutung fur die Adsorption der
Lipochitooligosaccharide an Amberlite® XAD-2 pract. ist. Dies wiederum bedeutet,
dass firr die Geschwindigkeit der Adsorption von Nod-Faktoren an Amberlite® XAD-2
pract. die Filmdiffusion also nur eine untergeordnete Rolle spielt. Daher lassen sich
die Modelle von Ma, Karau und Yoshida (Ma et al., 1996; Karau et al., 1997; Yoshida
et al., 1994), die fur die Adsorption eines Substrates an grof3e por6se sphérische
Partikel mit einem Durchmesser von 3 50 — 1.000 mm die Oberflachen- und Poren-
diffusion als geschwindigkeitsbestimmende Schritte bei Adsorption angenommen
hatten, eher auf die Verhaltnisse bei der Adsorption von Nod-Faktoren an Amberlite®
XAD-2 pract. Ubertragen. Ma konnte dabei zeigen, dass der Transport fir Substrate
mit einer geringeren Affinitat zum Adsorbens durch die Porendiffusion dominiert wird.
Durch den hoheren Volumenstrom findet je Zeiteinheit in dem oben gezeigten
Versuch allerdings ein gréRerer Stoffaustausch in der Saule statt, so daf3 im gleichen
Zeitraum mehr Nod-Faktor-Molekile mit dem Harz in Kontakt kommen, was zu der
beobachteten, schnelleren Abreicherung der Glykolipide in der Losung fuhren wirde.
Zudem konnte bei einem Volumenstrom von V = 63 mLmin" eine gleichméaRige
Verteilung aller Partikel im Saulenraum beobachtet werden /hg = 3,3), wogegen
das Harzkugelbett bei einem Volumenstrom von V = 31,5 mLxnin™ nur einen Teil der
Saule ausfullt, die Expansion nur bei einem Wert von. h/hy = 2,5 liegt, wie aus
Abbildung 3.5 zu entnehmen ist. Durch die Verteilung der Harzpartikel Uber den
ganzen Saulenraum in Folge des hoheren Volumenstrom wird die Anzahl theoreti-
scher Boden in der Saule erhoht Karau et al., 1997), der Stoffaustausch damit
optimiert und so kommt es zu einer schnelleren Abreicherung der Nod-Faktoren aus
der Losung.

4.3.4 Adsorption von Nod-Faktoren aus S. meliloti 1021pEK327-Kultu-
ren in Gegenwart lipophiler Harzkugeln

Um die Adsorption der Nod-Faktoren in einen Fermentationsprozess zu inte-
grieren, sollte geklart werden, ob durch die Gegenwart der ausgewahlten Adsorpti-
onsmatrix Amberlite® XAD-2 pract. in der Kulturlésung das Wachstumsverhalten des

Produktionsstamms fur Nod-Faktoren, S. meliloti 1021pEK327, beeinflusst wird.

Wie aus Abbildung 4.44, B hervorgeht, wirkte sich die Gegenwart der lipo-
philen Harzkugeln im Melassemedium gravierend auf das Wachstum von
S. meliloti 1021pEK327 aus. War der Verlauf der Wachstumskurven der vier Kulturen
in den ersten 28 h noch nahezu identisch, knickten danach die Wachstumskurven
der beiden Parallelkulturen von S. meliloti 1021pEK327 in 3 % Melassemedium mit
den Harzkugeln ein und erreichten nach 93 h nur durchschnittlich 42 % der optischen
Dichte (OD580) die von den S. meliloti 1021pEK327-Kulturen in Melassemedium
ohne Amberlite® XAD-2 pract. nach 73,25 h gemessen wurden. Die optische Dichte
(ODsgg) bei den Melasse-Kulturen mit den Harzkugeln lag auf3erdem um
17,1 % - 26,0 % unter den Werten, die mit S. meliloti 1021pEK327 in MMM mit dem
Adsorbens nach 93 h erreicht wurden.
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Das Wachstum von S. meliloti 1021pEK327 wurde in dem Mannitol-
Minimalmedium durch die Gegenwart der Harzkugeln dagegen in deutlich geringe-
rem Umfang beeinflusst als bei dem Experiment mit Melassemedium, wie in Abbil-
dung 4.44, A zu sehen ist. In den Kulturen mit MMM + Harzkugeln lagen die Werte
der optische Dichte (ODsgp) maximal um 15 % unter den Daten, die in den Kulturen
ohne die lipophilen Harzkugeln ermittelt wurden. Innerhalb der ersten 48 h zeigen die
beiden Kulturen mit Amberlite® XAD-2 pract. sogar einen schnelleren Anstieg in der
Wachstumskurve.
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Abbildung 4.44 Vergleich des Wachstumsverhalten von S. meliloti 1021pEK327 in
Mannitol-Minimal-Medium (Min, A) und in 3 % Melassemedium (Mel,
B) ohne und in Gegenwart von 40 gk_'l lipophiler Harzkugeln. XAD:
Amberlite* XAD-2 pract. Die Kultivierungen der Bodenbakterien &-
folgten in 100 mL Medium auf dem Exzenterschuttler bei einer Rotati-
onsfrequenz von 150 min™" in 300 mL Schiittelkolben mit Schikane.
Die Harzkugeln wurden vor dem Animpfen mit der Vorkultur mit 70 %-
iger ethanolischer Lésung sterilisiert und unter der Reinraumwerkbank
zum Medium gegeben.

Zustand der eingesetzten Harzperlen in Abhangigkeit vom Medium

Nachdem in den vorangegangegen Experimenten gezeigt werden konnte,
dass die Gegenwart des Adsorberharzes einen starken Effekt auf das Wachstum von
S. meliloti 1021pEK327 in Melassemedium ausubt, wie in Abbildung 4.44, B gezeigt
wurde, sollte Gberprift werden, ob und in welchem Mald Bestandteile aus beiden
Nahrlosungen die Adsorption der Nod-Faktoren und die Aufreinigung der Nod-
Faktoren beeinflussen kénnen.

Bereits bei der ersten optischen Begutachtung von Amberlite® XAD-2 pract.
Harzkugeln, die fir 72 h Versuchsdauer in beiden verschiedenen Nahrldsungen ohne
Mikroorganismen geschuttelt wurden, war eine starke Braunfarbung der Harzkugeln
in Melassesuspension festzustellen. Die sich anschlieBende Reinigung des Harzes
mit Aceton und Wasser zur Regeneration der Harzkugeln fihrte nicht zur ge-
wuinschten Ablésung anhaftender Partikel und Farbstoffe von den Harzkugeln, die in
Melassemedium geschuttelt worden waren, wie anhand der Verfarbung des Adsor-
bens in Abbildung 4.45, C zu sehen ist. Nur geringe farbliche Unterschiede sind

zwischen dem Glaschen mit ungenutztem Adsorberharz in Abbildung 4.45, A und
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den in MMM geschittelten Harzkugeln, die in Abbildung 4.45, B gezeigt sind, zu
erkennen.

Abbildung 4.45 Amberlite® XAD-2 pract. Harzkugeln nach 72 h Einsatz in Wasser (A),
Minimalmedium (B) und Melassemedium ©). 12 ¢ Harzkugeln wurden zu je

300 mL Medium + 600 mg>L' Streptomycin + 10 mg>L' Tetrazyklin in einen
Schiittelkolben gegeben und auf dem Exzenterschittler ohne Mikroorganis-
men fir 72 h bei +28 °C und einer Frequenz von 150 min’ geschuttelt Nach
einer ersten optischen Begutachtung wurden die Harzkugeln anschlie3end
2 x mit 2 mL EtOH, 2 x mit 2 mL Aceton und 1x mit 5 mL H,O gewaschen.

Im Hinblick auf die Anwendung des Adsorberharzes in einer Wirbelschichtko-
lonne, durch die eine Suspension mit Bodenbakterien gepumpt werden sollte, war
auch die Kontrolle des Harzes aus den Schittelkolbenexperimenten von Bedeutung,
das in Gegenwart von Sinorhizobien-Bakterien mit den verschiedenen N&hrldsungen
geschuttelt wurde. Fur die Untersuchung des Adsorbens wurden aus dem in Abbil-
dung 4.44 dargestellten Kultivierungsexperiment Proben mit Harzkugeln entnom-
men, die an den Harzkugeln anhaftenden Partikel mittels Glutaraldehyd fixiert und
die sphéarischen Partikel unter dem Rasterelektrone nmikroskop untersucht.

Weder auf den Harzkugeln in MMM noch in Melassemedium waren Bakterien-
zellen zu erkennen, die sich im Verlauf der Kultivierung auf der Oberflache des
Adsorbens angelagert haben, wie die Abbildungen 4.46, A+B zeigen. Zum Ver-
gleich kann die Abbildung 2.2 von Sinorhizobium meliloti herangezogen werden.
Trotz der zum Teil lipophilen Charakteristik von Oberflachenmolekilen bei den
Bodenbakterien gab es nach diesen Bildern keinen Beleg fir eine permanente
Besiedelung der Amberlite® XAD-2 pract. Harzkugeloberflachen durch die Boden-
bakterien.

Diese Beobachtung ist von entscheidender Bedeutung fir die Anwendung des
Harzes zur direkten Extraktion von Nod-Faktoren aus Kulturlésungen mit Sinorhizo-
bium meliloti Zellen. Denn eine Adsorption der Bakterien an die Oberflache von
Amberlite® XAD-2 pract. wiirde den Aufreinigungsprozess der Nod-Faktoren um
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ungewilnschte ergénzende Verfahrensschritte zur notwendigen Ablésung der
Bodenbakterien fur die Aufarbeitung der Nod-Faktoren erweitern, bei denen auch ein
Teil der anhaftenden Nod-Faktoren wieder desorbieren kdnnten.

Deutlich zu erkennen sind in Abbildung 4.46, A massive Ablagerungen wie
Kristalle und Tropfchen auf den Harzkugeloberflachen, die in Melassemedium
eingesetzt wurden. Die Harzperlen, die aus dem Minimalmedium stammten und in
Abbildung 4.46,B gezeigt sind, weisen dagegen nur geringe Anhaftungen auf. Da
die in allen Experimenten dieser Arbeit eingesetzten Melassemedien vor der Sterili-
sation weder ultrafiltriert oder zentrifugiert, noch bestimmte Inhaltsstoffe durch
Prazipitation vor der Verwendung als Medium ausgefallt wurden, wie es beim Einsatz
von Melassen in anderen Produktionsverfahren teilweise Ublich ist (Ghozlan, 1993),
findet sich ein Grof3teil dieser Stoffe nach den vorliegenden Bildern jetzt auf den
Oberflachen der Harzkugeln wieder. Diese Ablagerungen, die sich bei einer Elution
mit verschiedenen Losungsmitteln nicht rickstandsfrei von den Harzkugeln wieder
ablosen liessen, wie die Abbildung 4.45 zeigte, mussten bei einer Fermentation von
S. meliloti 1021pEK327 zur Herstellung von Nod-Faktoren in Melassemedium in
aufwendigen Prozessen vor der Fermentation aus dem Medium entfernt werden, was
die Kosten fur ein Produktionsverfahren der Glykolipide in Melassemedium erheblich
steigern wirde.
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Abbildung 4.46 Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der Oberflachen von Amber-
lite® XAD-2 pract. Harzkugeln nach 72 h Einsatz in Bakterienkulturlésungen
von S. meliloti 1021pEK327 mit Melassemedium (A) und Minimalmedium (B).
Der Abbildungsmaflistab (weil3er Balken) entspricht einer Lange von 3 mm

Qualitat des Nod-Faktor-Eluats in Abhéngigkeit vom eingesetzten Medium

AbschlieRend wurden die Eluate miteinander verglichen, die von den Adsor-
benzien gewonnen wurden, welche in der Kultursuspension mit Bakterien geschuttelt

wurden. Von Interesse war dabei die oben gestellte Frage, wie stark die Eluate von
Amberlite® XAD-2 pract. Harzkugeln durch Substanzen der Nahrlésungen und der

Bakterien verunreinigt waren.
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Bei den Verunreinigungen im Melassemedium, die von den Harzkugeln eluiert
wurden, handelte es sich nach Abbildung 4.47 uUberwiegend um stark lipophile
Substanzen, die sich auf Grund ihrer deutlich langeren Retentionszeiten in einer
Umkehrphasen-Chromatographie aber problemlos von den Nod-Faktoren abtrennen
lieen. In dem Eluat des MMM fanden sich deutlich geringere Mengen an hydropho-
ben Reststoffen, wie aus den Chromatogrammen in Abbildung 4.47 deutlich wird.
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Abbildung 4.47 RP1g-HPLC Analyse des Eluats von Amberlite® XAD-2 pract. Harzkugeln,

eingesetzt in S. meliloti 1021pEK327 Bakterienkulturen mit verschiedenen
N&ahrlésungen. Die Harzkugeln des Experiments aus Abbildung 4.44 wurden
von der Bakteriensuspension abgetrennt und in eine 20 mL Spritze mit einem
am Spritzenboden befindlichen Polyamid-Gitter (PorengréRe 150 mm) gefuillt.
Die Harzperlen wurden mit 20 mL H,O gewaschen, anschlieRend 2 x mit 2 mL
EtOH eluiert. Je 70 uL dieser Eluate aus den beiden Kulturansatzen wurden in
der RP18-HPLC analysiert.

Aus der Kalkulation der Peakflachen im Bereich von 7,5 — 17 min beider
Chromatogramme ergibt sich in_ den Eluaten nach 72h eine Nod-Faktor-
Konzentration von 9,600 mg>|¢nL'1 fur das Eluat der Harzperlen aus der Minimal-
medium-Kultur. Die Konzentration der Nod-Faktoren, die im Eluat des im Melasse-
medium  geschittelten  Harzes gefunden wurden, lag um 335%
® 6,380 mg>mL 1) unter den Werten des Versuchsansatzes mit Minimalmedium.

Durch die Anhaftungen auf der Oberflache der Harzkugeln, die in Abbil-
dung 4.46 zu sehen waren, wird in jedem Experiment mit Melassemedium die
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Beladungskapazitat von Amberlite® XAD-2 pract. zur Adsorption von Nod-Faktoren
erheblich herabgesetzt, da die Ablagerungen die Bindungsstellen fir Nod-Faktoren
blockieren. Wie auf3erdem in Abbildung 4.45 deutlich zu erkennen war, konnte nur
ein Teil der Begleitstoffe, die in dem Melassemedium enthalten sind, durch die
Elution des Harzes mit Ethanol wieder von dem Adsorbens abgeldst werden. Da das
verwendete Adsorberharz im Aufkonzentrierungsprozess von Nod-Faktoren aus
prozessdkonomischen Grinden aber mehrfach verwendet werden soll, eignet sich
Melasse aufgrund der Resultate dieses Experiments nicht als Basissubstanz fir ein
Medium zur Produktion von Nod-Faktoren. Dazu kommt, dass in den Experimenten
im Melassemedium eine deutlich geringere Menge an Nod-Faktoren isoliert werden
konnte.

Aus den Resultaten den Versuchen mit Mannitol-Minimalmedium und Melas-
semedium ist abzuleiten, dass die durch die Gegenwart der lipophilen Harzkugeln in
einer  Kultursuspension auf Basis von MMM das Wachstum von
S. meliloti 1021pEK327 nur in einem geringen Mald beeintrachtigt wurde. Eine
Melasse-Nahrlésung aus unbehandelter Zuckerribenmelasse ist als Produktionsme-
dium trotz ihres erheblichen Kostenvorteils und der einfachen Herstellungsweise
gegenuber dem vollsynthetischen Medium nicht fur die Gewinnung von Nod-
Faktoren geeignet. Eine notwendige Vorbehandlung des Melassemedium wie bei
Inamdar beschrieben (Inamdar, 1994) wirde die Kosten fiir die Nahrldsung erheblich
verteuern. Die geringere Ausbeute an Nod-Faktoren in den Schiittelkolbenexperi-
menten, die massiven und zum Teil permanent anhaftenden Ablagerungen von
Mediumbestandteilen an das Adsorberharz, die deutlich geringere Biomasseaus-
beute an Nod-Faktoren aus S. meliloti 1021pEK327 im Melassemedium mit Amber-
lite® XAD-2 pract. und die groRe Menge an lipophilen Verunreinigungen im Eluat von
den Adsorberharzkugeln in Melassemedium sind in ihrer Summe alle Faktoren, die
gegen Herstellung von Nod-Faktoren durch S.meliloti 1021pEK327 im Melasseme-
dium sprechen.

Kultivierung von S. meliloti 1021pEK327 unter Einsatz einer integrierten
Adsorptionskolonne

In Schuttelkolbenexperimenten sollte das grundlegende Verfahren zur Extrak-
tion von Nod-Faktoren aus einer Bodenbakterien enthaltenden Suspension mittels
einer mit Adsorberharz gefillter Adsorptionsséule getestet werden. Wichtige Aspekte
waren dabei der Einfluss des Umpumpprozesses auf das Wachstum von
S. meliloti 1021pEK327 und die Effektivitat der Nod-Faktor-Adsorption an die lipo-
philen Harzkugeln.

Im Vergleich zu der Kontrollkultur (C) und der Kultur mit der durchstromten
Leersaule (O) verblieben die Mikroorganismen in dem Ansatz mit der Harz gefllten
Saule (X) langer in der Anpassungsphase, wie die Abbildung 4.48 zeigt. Das
Umpumpen der Kultursuspension durch eine leere Saule hatte nach dem Resultat
dieses Experiments innerhalb der ersten 31,75 h keinen signifikanten Einfluss auf
den Wachstumsverlauf von S. meliloti 1021pEK327, wie der Vergleich der
ODsgo-Werte von den Kolben O und C in Abbildung 4.48 zeigt. Der Endwert der
optischen Dichte des Kolbens O (ODsgp = 7,50) lag nach 54 h allerdings um 28,9 %
Uber den Werten im Schittelkolben C (ODsgp = 5,82).
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Die Ursache fur eine verlangerte Anpassungsphase der Kultur mit der Harz
gefullten Saule konnte in einer geringen Affinitdt von Bestandteilen der Nahrldsung
wie den Vitaminen, dem Na-Glutamat oder auch dem Mannitol zum lipophilen Harz
begriindet sein. Selbst eine nur schwache Wechselwirkung mit den Harzperlen
wurde die Konzentration dieser Substanzen im Reservoir zeitweise erniedrigen und
so deren Verfugbarkeit fur die Bodenbakterien herabsetzen. Dies kann zu der
beobachteten, geringeren spezifischen Wachstumsgeschwindigkeit im Kolben X von
me 0,093 h' wahrend der exponentiellen Phase im Vergleich zu den Kolben ohne
Harz in der Saule (O; m= 0,134>h'1) und der Kontrolle (C; m= 0,134 h'l) fhren, wie
Streit bei der Kultivierung von Sinorhizobium meliloti ohne Biotin bereits nachweisen
konnte (Streit et al., 1996).
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Abbildung 4.48 Wachstumsverhalten des Stamms S. meliloti 1021pEK327 im Schuttelkolben

mit durchstromter Harz gefillter Adsorptionssaule (X), mit durchstromter Leer-
séule (O) und einem Kontrollkolben ohne Durchstromung der Séaule (C) in
MMM. Die Anzucht der Vorkultur aus 1 mL einer aufgetauten -80 °C-Glycerin-
Kultur von S. meliloti 1021pEK327 erfolgte im Glasréhrchen mit 15 mL MMM +
7,5 mgL ™" Tet 0.N. bei +28 °C.

Die signifikant hoheren Endwerte in der optischen Dichte (ODsgp) des Ansat-
zes mit Amberlite® XAD-2 pract. (X) im Vergleich zum Kontrollansatz C, kénnen zum
einen mit der Affinitat des Antibiotikums Tetrazyklin zu lipophilen Adsorberharzen
erklart werden, die Khan nachweisen konnte Khan et al.,, 1990). Die energetisch
aufwendige Synthese der Tetrazyklin-Resistenzgene konnte bei den Bakterien in den
Schiittelkolben mit Amberlite® XAD-2 pract. aufgrund einer geringeren Tetrazyklin-
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konzentration im Medium in Folge der Adsorption an das Harz im Vergleich zu den
anderen Kolben reduziert sein. Die dadurch eingesparten Energieaquivalente fliel3en
in den Primarstoffvechsel der Bakterienzellen ein und resultieren in einer héheren
Biomassekonzentration in den Kolben mit Amberlite® XAD-2 pract.

AulBerdem ist davon auszugehen, dass es durch den auftretenden hydrody-
namischen Stress in den Ansétzen, wo die Kulturfliissigkeit durch die Saulen ge-
pumpt wurde, zu einer verstarkten Synthese von Exopolysacchariden durch
S.meliloti 1021pEK327 kam, was in dieser Arbeit bei den Fermentationen mit einem
Adsorptions-Bypass (4.3.20) und bei Harscoat (Harscoat et al., 1999) in Folge der
Erhdéhung der Ruhrerdrehfrequenz in Satzprozessen beobachtet wurde. Die Exopo-
lysaccharide kénnten den Bodenbakterien ebenso wie beim Cyanobakterium Ana-
baena spec. ATCC 33047 dazu dienen, die Schersensitivitdt der Zellen herabzuset-
zen (Moreno et al., 2000). Die von S. meliloti 1021pEK327 zum Schutz verstarkt
synthetisierten Exopolysaccharide im Medium verschieben die Messungen der
optischen Dichte (ODsgg) zu hoheren Werten in den Kolben O und X, auch wenn
keine Zunahme an Bakterienzellen in der Suspension stattfindet.

Die Harzkugeln in der Saule von Kolben X stellen einen weiteren Stressfaktor
fur die Sinorhizobien dar, weil sie in der Wirbelschicht auf die Mikroorganismen
zuséatzliche mechanische Krafte austiben. Die einwirkenden Krafte fihren aufgrund
ihrer Dimension zwar nicht wie bei tierischen Zellkulturen zum Zerreil3en der Orga-
nismen (Henzler et al., 2000), da die Bodenbakterien eine die Zelle stabilisierende
Zellwand besitzen. Durch den zuséatzlichen Stressfaktor ,Harzkugeln* kénnte in dem
Kolben X die Synthese der Exopolysaccharide bei den Bodenbakterien weiter
verstarkt werden und, wie in Abbildung 4.48 gezeigt, zu der deutlich hdheren
optischen Dichte (ODsgy) am Ende des Experiments beitragen. Die Viskositat der
Kulturiiberstande wurde zwar nicht bestimmt, aber die Uberstande der Ansatze X
und O waren deutlich zahfliissiger im Gegensatz zur Kontrolle C, ein Hinweis auf die
verstarkte EPS-Synthese.

Analyse der zellfreien Uberstande aus Kultivierungen mit und ohne inte-
grierter Adsorptionskolonne

Anhand der Kulturiberstande sollte die Nod-Faktoren-Synthese der Sinorhi-
zobien in der Kontrollkultur (C) und dem Ansatz mit der Leersaule (O) verfolgt und
der Gehalt an LCOS in der Bakteriensuspension des Schuttelkolbenansatzes mit der
Amberlite® XAD-2 pract. gefilllten Saule (X) kontrollieren werden. Dazu wurden
Proben von je 1 mL zu den Zeitpunktent = 0 h, 8,5 h, 25,5 h, 31,75 h und 53,75 h
unter der Reinraumwerkbank den Kolben X, O und C steril enthommen, fir 10 min
bei 14.000 min™ zentrifugiert und die Uberstande anschlieBend in der analytischen
RP1g-HPLC chromatographisch untersucht.

Wahrend im Chromatogramm der Probe t = 8,5 h in der Kultur ohne Adsorpti-
ons-Kolonne in Abbildung 4.49, C und dem Ansatz mit der Leersaule in Abbil-

dung 4.49, O bereits erste Nod-Faktor-Peaks erschienen, konnten zum gleichen
Zeitpunkt in der Probe aus dem Versuchsansatz mit Amberlite® XAD-2 pract.-
Wirbelschicht keine Nod-Faktoren nachgewiesen werden, wie die Abbildung 4.49, X
zeigt. Die GrofRen der Nod-Faktor-Peaks erreichten nach Abbildung 4.49, C in der
Probe 53,75 h ihr Maximum, wahrend zur gleichen Zeit in dem zellfreien Uberstand
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der Probe X (Abbildung 4.49, X) nach t = 53,75 h bei 12 min und 15 min nur
minimale Peaks zu erkennen waren. Die Chromatogramme der Proben aus dem
Kolben O (Abbildung 4.49, O) entsprachen dem Muster der Abbildung 4.49, C, die
Peakflachen sind allerdings signifikant kleiner.
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Abbildung 4.49 RP;g-HPLC-Analysen von zellfreien Uberstanden aus der Kultivierung von

S. meliloti 1021pEK327 ohne Adsorptionssaule (C), mit einer Leersaule (O)
und mit einer Harz geflllten Adsorptionskolonne (X).

Eine Elution der Harzperlen aus dem Experiment mit integrierter Adsorptions-
kolonne (X) und die Aufarbeitung der zellfreien Uberstande aus der Kontrollkultur (C)
und der Kultur mit der leeren Séaule (O) sollten zeigen, ob und wieviel Nod-Faktoren
von den Bakterien in der Kultur mit Adsorptionskolonne im Vergleich zur Kontrollkul-
tur und zum Ansatz mit der Leersaule gebildet wurden. Von den EtOH-Eluaten der
Harzperlen aller drei Anséatze wurden deshalb je 700 ni fur 5 min bei 14.000 min*
zentrifugiert und dann mittels RP1g-Chromatographie analysiert.

Das Chromatogramm des Eluats aus Kolben X (mit Adsorbens) in Abbil-
dung 4.50 belegt, dass auch in der Kultur mit integrierter Adsorptionskolonne Nod-
Faktoren von S. meliloti 1021pEK327 gebildet wurden, diese aber wahrend der
Kultivierung, wie Abbildung 4.49, X zeigte, nahezu vollstandig an den Amberlite®
XAD-2 pract. Harzkugeln adsorbierten. Erst durch die Elution mit EtOH konnten die
LCOS von der Adsorptionsmatrix wieder abgeldst werden. In dem Schuttelkolben mit
integrierter Adsorptionskolonne konnte dabei ein deutlich hoherer Anteil von Nod-
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Faktoren mit einer hydrophoberen Molekilcharakteristik (langere Retentionszeiten)
im Eluat nachgewiesen werden als in der Kontrollkultur, wenn die einzelnen Peakfla-

chen der Chromatogramme in Abbildung 4.50 miteinander verglichen werden.
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RP,g-HPLC-Diagramme des EtOH-Eluates aus dem Experiment zur inte-
grierten Adsorption von Nod-Faktoren im Schuttelkolben (mit Adsorbens) und

Abbildung 4.50
den parallel laufenden Kontrollkulturen (ohne Adsorbens und Kontrolle).

Aus dem Addition der Peakflachensummen im Bereich von 7,5 bis 17 min er-
% geringere Konzentration an LCOS im Eluat

gab sich eine um 57,1

(0,78 mg L™t NF) fur den Ansatz mit der integrierten Adsorptionskolonne X als in der
Kontrollkultur mit 1,82 mg>mL'l NF. Auch die Konzentration der Nod-Faktoren aus
dem Eluat des Ansatzes mit der durchstromten Leerséaule O wies mit 1,26 mg>|<nL'1
NF (@69,2 % von C) eine signifikant niedrigere Konzentration an den Glykolipiden

auf.
Fur die Aufarbeitung von unbehandelten Fermentationsbrihen nach Beendi-

gung von Kultivierungsprozessen wurden Wirbelschichtkolonnen mit Adsorberharzen
zur Aufarbeitung verschiedenster Produkte wie Bacteriozinen oder rekombinanten

Proteinen bereits eingesetzt (Callewaert et al., 1999; Hu et al., 2000). Hier konnte
erstmals gezeigt werden, dass es auch moglich ist, aus einer Kulturlésung mit
lebenden Bodenbakterien die von ihnen synthetisierten und sekretierten Signalmole-

kile in der Wirbelschicht an ein lipophiles Harz zu adsorbieren.
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Ob durch dieses Verfahren die Viabilitat der Mikroorganismen durch das Um-
pumpen der Bakteriensuspension in diesem Experiment beeinflusst wurde, konnte
allein anhand des Verlaufs der optischen Dichte (ODsgp) in Abbildung 4.48 nicht
eindeutig belegt werden. Die Biotrockenmassebestimmungen in Fermentationspro-
zessen von S. meliloti 1021pEK327 mit integrierter Wirbelschichtkolonne unter 4.3.21
haben aber gezeigt, dass der Verlauf der Biomassekonzentration durch den Betrieb
der Adsorptionskolonne tatsachlich in einem geringen Mal3 beeinflusst wurde. Die
Ausbeute der Nod-Faktoren reduzierte sich, wie es die Ergebnisse der Kolben X und
O zeigten, sowohl durch den Pumpprozess als auch zuséatzlich durch die Gegenwart
der Harzkugeln, bei dieser Versuchsdurchfiihrung um bis zu 57 %. Da die Synthese
der Nod-Faktoren im Stamm S. meliloti 1021pEK327 von der Biomassekonzentration
im Medium abhangig ist (Kohring et al., 1997), ist es vorstellbar, dass in den Anséat-
zen X und O auf Grund einer geringeren Biomassekonzentration die Menge an Nod-
Faktoren in der L6sung niedriger war als im Kontrollansatz C.

Im Hinblick auf den Einsatz einer Harz geflllten Adsorptionskolonne bei Fer-
mentationen ergaben sich aus den Resultaten dieser Versuchsreihe deshalb folgen-
de Abanderungen fur die in-Prozess-Adsorption von Nod-Faktoren aus einer Fer-
mentationslosung im 20 L Pilot-Mal3stab:

- Die Zuschaltung der Adsorptionskolonne erfolgte bei den nachfolgend ge-
zeigten Fermentationsprozessen von S. meliloti 1021pEK327 im Gegensatz zu
den Experimenten im Schuttelkolbenkulturen erst im spéten Stadium der ex-
ponentiellen Phase eines Satzprozesses nach frihestens 21 h — 25 h, um ein
stressfreies Wachstum der Bodenbakterien in der Anfangsphase der Fermen-
tation zu gewahrleisten und somit eine hohe Ausbeute an Nod-Faktoren zu
erhalten.

- In dem verwendeten System wurde mit einer um 25 % geringeren linearen
Stromungsgeschwindigkeit (v.) gearbeitet. Diese MalRnahme sollte unter an-
derem dazu beitragen, den hydrodynamischen Stress (Joshi et al., 1996), der
auf die Bodenbakterien beim Durchstromen der Harz gefiillten Adsorptionsko-
lonne einwirkte, zu reduzieren.

4.3.5 Fermentationen im 20 L-Mal3stab zur Gewinnung von Nodulations-
Faktoren

Die in-situ Tribungsmessung

Die in-situ Tribungsmessung der Fermentationsbriihen von
S. meliloti 1021pEK327 sollte als Mittel zur on-line-Uberwachung des Wachstums
der Bodenbakterien in Satzprozessen mit und ohne integrierte Adsorptionskolonne
eingesetzt. Anhand der Messdaten der Triibungssonde sollte bei Fenmentationen mit
integriertem Adsorptionskreislauf der Startzeitpunkt der Nod-Faktor-Extraktion mittels
Harz gefullter Wirbelschicht festgelegt werden. Um die Qualitat dieser Messmethode
bei der Kultivierung von Sinorhizobium meliloti beurteilen zu kénnen, wurde sie mit
der Messung der optischen Dichte (ODsgp) und der Zelltrockenmassebestimmung
(ZTM), die parallel durchgefuhrt wurden, verglichen.
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Die Kurvenverlaufe von optischer Dichte (ODsgp), Zelltrockenmassekonzentra-
tion (ZTM) und Infrarot-Streulicht-Tribungsmessung (940 nm) wiesen sowohl im
Satzprozess ohne Bypass als auch in der Kultivierung mit Zuschaltung des Adsorpti-
onskreislaufs tUber die gesamte Fermentationsdauer einen sehr hohen Korrelations-
grad auf, wie die Abbildungen 4.51, A + B zeigen. Dabei gab es in Bypass-
Fermentationen ein héheres MaR an Ubereinstimmung zwischen den verschiedenen
Messmethoden (s. Abbildung 4.51, B), was auf die niedrigere Ruhrerdrehzahl und
den geringeren Lufteintrag zurickzufuhren ist. Dies ermdoglichte in diesen Fermenta-
tionen eine grol3ere Spreizung des Messbereichs beim Tribungsmessgerat und
erlaubte damit auch eine prazisere Messung in dem Bereich mit hoher Biomasse-
konzentraton im Fermenter.
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Abbildung 4.51 Vergleich von optischer Dichte (ODsgp), Zelltrockenmassekonzentration (ZTM)

und Tribung bei der Kultivierung von S. meliloti 1021pEK327 im herkémmli-
chen Satzbetrieb (A) und in einem Satzprozess mit zugeschalteter Adsorpti-
onssaule Bypass, B)

Bei den hier dargestellten Experimenten erfolgte die Datenaufnahme von der
Tribungssonde aufgrund des eingesetzten Geratetyps von Aquasant nicht automa-
tisch. Eine Erfassung der Sondensignale konnte alle finf Minuten Uber einen Pro-
zessrechner erfolgen, wenn ein Messumformer mit einer automatischen Umschal-
tung des Messspektrums verwendet wirde. Damit entfiele die beim Aquasant-
Messsignalgeber noch notwendige manuelle Nachjustierung des Verstarkerbereichs.
Ein ausschliel3liches Arbeiten nur im unempfindlichsten Verstarkungsbereich der
verwendeten Tribungsmessers lieferte fir den Anfangsbereich ¢t = 0 - 14 h) der
Fermentation nur sehr unprazise Daten Uber den Wachstumsverlauf der Bodenbak-
terienkultur.

Nach den in Abbildung 4.51 gezeigten Resultaten kbnnen die Wachstums-
verlaufe von S. meliloti 1021pEK327-Satzprozessen mit und ohne integrierter
Adsorptionskolonne zur Produktion von Nod-Faktoren in Echtzeit durch die Infrarot-
Streulicht-Tribungsmessung Uberwacht werden. Die von der Tribungssonde
erfassten Messwerte liefern hinreichend genaue Daten zur Kontrolle der laufenden
Fermentationen, wie der Vergleich mit den anderen genutzten Methoden zur Kon-
trolle der Biomasse zeigte. Dies war vor allem deshalb mdglich, weil die Fermenta-
tionen bei konstanter Ruhrerdrehfrequenzund bei einem konstanten Lufteintrag
durchgefihrt wurden. Damit gab es keine Storeinflisse im Verlauf der Satzprozesse,

-179 -



4 Ergebnisse und Diskussion

die in der Regel durch die Variation dieser Parameter (Gregory et al., 1997) auftre-
ten. In Satzprozessen mit anschlieRender Aufkonzentrierung der Nod-Faktoren an
lipophilen Harzen ist so Uber die Verfolgung des Trubungssignals wahrend einer
Fermentation der Abbruch der Kultivierung zum Zeitpunkt maximaler Produktivitat
nach Abbildung 2.14 moglich, da die Nod-Faktoren-Synthese im Stamm S. meliloti
1021pEK327 in diesen Satzprozessen ohne Adsorptionskolonne wachstumsassoz-
iert erfolgte (Kohring et al., 1997). In den Fermentationen mit integrierter Aufkonze n-
trierung der Nod-Faktoren an lipophilen Harzperlen konnte anhand der Daten von der
Trubungsmessung in der Fermentationslosung der Zeitpunkt der spaten exponenti-
ellen Phase festgelegt werden, an dem eine Zuschaltung des Adsorptionskreislaufs
erfolgte.

Aufreinigung der Nod-Faktoren aus dem Fermentationsiiberstand eines
Satzprozesses

Vor dem Einsatz der Adsorptionskolonne aus Abbildung 3.11 in einem Fer-
mentationsprozess wurden zu Test- und Vergleichszwecken die Signalmolekiile von
S. meliloti 1021pEK327 aus 18 L eines ultrafiltrierten Fermentationstiberstand, die in
einem herkdbmmlichen Satzprozess gewonnen wurden, aufgereinigt, um die Funkti-
onsweise der Wirbelschicht zu Gberpriufen und damit die Betriebsparameter fir den
Einsatz wahrend einer Fermentation mit Zuschaltung des Adsorptionsbypass
festzulegen Die Adsorptionskolonne wurde mit derselben Charge von 200 g Amber-
lite® XAD-2 pract. Harzkugeln gefiillt, die auch in den nachfolgend durchgefiihrten

Bypass-Verfahren verwendet wurde. Der Fermentationsiiberstandes wurden 48 h
nach Fermentationsende mit einem Volumenstrom von V = 100 mLxin™ fur 24 h bei

Raumtemperatur durch die mit Harz geftillte Adsorptionssaule gepumpt.

Wie die Verlaufe der Chromatogramme in Abbildung 4.52 zeigen, wurde eine
vollstandige Abreicherung der Nod-Faktoren aus der ultrafiltrierten Fermentationslo-
sung mit diesem Adsorptionsverfahren nach 24 h Prozesszeit erreicht. Werden die
Peakflachen im Bereich von 7,5 - 17 min addiert, so ergibt sich zum Startzeitpunkt
eine Gesamtpeakflache von 1.788 mVs, was einer Konzentration von
3,78407 mg>mL NF entspricht. Be| der Probe nach t = 8 h ist die Konzentration der
LCOS auf einen Wert von 2,094072 mg>mL NF reduziert. Dies bedeutet, dass zu
diesem Zeitpunkt noch 55,34 % der Nod-Faktoren in der Losung nachgewiesen
werden konnten. Nacht = 19 h sind noch 6,6 %, 2,50407 mg>mL NF, der Anfangs-
konzentration an LCOS in dem Fermentationsiberstand enthalten. Erst nach t=24 h
waren mit der analytischen RP1g-HPLC in den Proben aus dem Aufarbeitungspro-
zess keine Nod-Faktoren mehr nachweisbar.

Im Vergleich zu den bisher eingesetzten gerlhrten Systemen, bei dem die
Harzkugeln direkt zu dem Fermentationsiberstand gegeben wurden, erforderte die
Adsorption der Nod-Faktoren aus dem filtrierten Uberstand an die Harzperlen in der
Adsorptionskolonne einen deutlich hoheren Zeitaufwand bis zur vollstdndigen
Abreicherung der LCOS in der Losung. Konnten in gerthrten Systemen die Nod-
Faktoren innerhalb von 4 h — 5 h komplett aus einem Fermentationsiiberstand
adsorbiert werden (Ehrhardt et al., 1995; Kohring et al., 1997), verlangerte sich bei
dieser Methode der Aufarbeitung von LCOS die Verfahrenszeit um den Faktor
4,8 - 6. In der verwendeten Glassaule konnten auf Grund ihres geringen Volumens
von 567 mL nur maximal 200 g an feuchtem Amberlite® XAD-2 pract. eingefiillt
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werden, was bei einem aufzuarbeltenden Flussigkeitsvolumen von 18 L einer
Harzkonzentratlon von 11,11 g*_ entspricht. Mit einem Volumenstrom von V = 100
mLmin™ (tsaue = 11,34 min) dauerte es damit 3 h, bis das gesamte Flussigkeitsvo-

lumen von 18 L einmal durch die Saule gefordert worden war. Bei einer Verfahrens-
zeit von 24 h, die bis zur vollstandigen Adsorption der Nod-Faktoren an das Harz
notwendig war, wurde der Fermentationsiiberstand somit nur 8 x durch die Adsorpti-
onskolonne gepumpt. Dennoch erfolgte die Abreicherung der Nod-Faktoren schnel-
ler, als bei Experimenten mit einer vergleichbaren Konzentrationen an LCOS im
Medium, die im Schuttelkolben durchgefiuhrt wurden, wie unter 4.3.12 in der Abbil-
dung 4.43 zu sehen ist.

11'52"

Detektorsignale UV, [ mV ]

Retentionszeit HPLC, t [ min ]

Abbildung 4.52 Verlauf der Adsorption von Nod-Faktoren aus einem ultrafiltrierten Fermenta-
tionsuberstand eines Satzprozesses an Amberlite® XAD-2 pract. Harzkugeln.
Das Chromatogramm zeigt die Nod-Faktoren Peaks im Bereich von 7,5 bis 17
min.

In den Untersuchungen zur Adsorptionskinetik der Nod-Faktoren an Amberli-
te? XAD-2 pract. unter Punkt 4.3.3 konnte die Geschwindigkeit der Adsorption von
LCOS an das Harz in einer Wirbelschicht durch die Menge des in der Saule befindli-
chen Harzes beschleunigt werden. Diese Bedingungen aus dem Schiuttelkolbene x-
perimenten lieBen sich auf Grund der technischen Gegebenheiten nicht auf den
Pilotmal3stab mit einem Arbeitsvolumen von 18 L Ubertragen. Eine schnellere
Adsorption der Nod-Faktoren aus einem Fermentationsiberstand im 18 L Mal3stab
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ware nur mit einer groRer dimensionierten Glassaule, die mit einer grol3eren Menge
an Amberlite® XAD-2 pract. befilillt ist, realisierbar.

Der bei der Aufrelnlgung des Fermentationsiberstandes eingestellte Volu-
menstrom (V) von 100 mLxin® fihrte nach ca. 0,5 h zu Ablagerungen der kleineren
und damit leichteren Harzpartikel aus der polydispersen Schiittung von Amberlite®
XAD-2 pract. am Auslassgitter der Saule. Dieser Effekt erzeugte in der Glassaule
einen Druckanstieg von 2 0,4 bar. Bei ersten Fermentationen mit einem Adsorptions-
bypass fuhrte dieses Bett der kleineren Harzkugeln, welches sich am Séulenausgang
bildete, auch zur Anreicherung der Mikroorganismen in den Bettzwischenraumen, so
dass die Dichte der Bodenbakterien im Fermenter erheblich herabgesetzt wurde.

Aus diesen Grunden musste in den Fermentationen mit Bypass-Adsorption
der Nod-Faktoren der Volumenstrom reduziert werden, um eine maximale Bette x-
pansion ohne Verstopfung der Glassaule und damit ein Zerplatzen der Séaule zu
verhindern, die nur bis zu einem Betriebsdruck von max. 1,5 bar emgesetzt werden
konnte. Die Einstellung des Volumenstroms von V =50 mLxnin™ garantierte eine
maximal moégliche Expansion der Harzkugelschittung von h / hp= 2,18, ohne eine
Ansammlung der kleineren Harzkugeln am Auslassgitter zu erzeugen. Mit diesem
Volumenstrom konnte eine Verstopfung der Adsorptionskolonne am Saulenausgang
und eine daraus resultierende Abreicherung der Bodenbakterien aus dem Fermenter
wahrend des gesamten Satzprozesses effizient verhindert werden.

Satzkultivierungen mit integriertem Adsorptionskreislaufs

In den ersten durchgefuhrten Satzfermentationen von S. meliloti 1021pEK327
in MMM mit integrierter Adsorptionskolonne setzte in der Regel nach ca. 17 - 19 h
eine starke Schaumbildung ein, wie die Abbildung 4.53 zeigt. Die Ursache fur den
Schaum ist auf die Bildung von Mizellen Pfiller, 1986) zurlickzufiihren. Auf Grund
der amphipathischen Molekulcharakteristik der LCOS ist eine Dispersion aus der in
den Fermenter eingeblasenen Luft mit den sekretierten Nod-Faktoren der Boden-
bakterien und / oder anderen tensidartigen Molekulen (Phospholipide, Proteine) der
Mikroorganismen durchaus vorstellbar. Ein Beleg hierfir ist eine beobachtete
Schaumbildung (Viesturs et al., 1982) bei der Solubilisierung von aufgereinigten Nod-
Faktoren |n HO, d|e durch starkes Schatteln erzeugt wird. Mit einer Konzentration
von 410> M — 540° M an Nod-Faktoren in der Fermentationslésung nach ca. 20 h
Prozessdauer in Satzprozessen mit S. meliloti 1021pEK327 und bei einer angenom-
menen mittleren Molmasse der LCOS von 1.140 g je Mol liegt die Konzentration der
LCOS damit z.B. signifikant Uber der kritischen M|zeIIb|Idungskonzentratlon gmc)
nichtionischer Schaumbildner wie Triton N-100 (2, 5407 M), Tween 80 (140
oder der von zwitterionischen Tensiden wie Phospholipiden (2 - 20407 M) in Wasser
(Pftller, 1986) und koénnte fiir die starke Schaumbildung verantwortlich sein.

In den Fermentationen mit einem Adsorptions-Bypass konnten im Gegensatz
zu den herkbmmlichen Satzprozessen keine Antischaummittel verwendet werden, da
alle getesteten Antischaummittel eine sehr hohe Affinitat zu dem ausgewahlten
Adsorberharz aufwiesen. Durch die Benetzung der Adsorberoberflache mit den
Antischaumreagenzien wurde die Beladungskapazitat des Harzes in einem erhebli-
chen Mal3 herabgesetzt. Die Antischaummittel lieRen sich zudem auf Grund ihrer
hydrophoben Eigenschaften nur unter gro3em Aufwand von dem Harz wieder
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ablésen. Eine Verwendung von Antischaummitteln in einer Fermentation mit inte-
grierter Adsorptionskolonne héatte somit die Adsorption und Aufarbeitung der Nod.-
Faktoren erheblich beeinflusst.

Abbildung 4.53 Schaumbildung bei der Kultivierung von S.meliloti 1021pEK327 in einem
Mannitol-Minimalmedium im 30 L MBR-RUhrkessel. FP: Flussigkeitspegel;
Sch: Schaum. Die Aufnahme wurde nach t = 19 h angefertigt

Um die starke Schaumbildung in weiteren Satzprozessen mit integrierter Ad-
sorptionskolonne dennoch zu vermeiden und dabei gleichzeitig auf den Einsatz von
Antischaummitteln verzichten zu kdénnen, wurden diese Fermentationen im Gegen-
satz zu Satzprozessen mit anschlieRender Aufreinigung der Nod Faktoren nur bei
einer Ruhrerdrehfrequenz von 250 bis 300 Umdrehungen min’ und einem Luftstrom
von 4 NLxnin™ durchgefihrt.

In Abbildung 4.54 sind die wichtigsten Prozessparameter eines Satzprozes-
ses mit Integration einer Adsorptionswirbelschicht dargestellt. Der Graph des Bio-
trockenmasseverlaufs flachte nach t=16,75 h ab, die spezifische Wachstumsge-
schwindigkeit redu2|erte sich im Vergleich zum ersten Teil der exponentiellen Phase
voNn Mg 75.16,75nh = 0,198 ht auf M, 75-20,75nh = 0,085 h*. Nach ca. 16 h erreichte auch die
Kurve des CO»-Gehalts in der Fermenter-Abluft ein Plateau und die Sauerstoffsatti-
gung im Medium war zu diesem Zeitpunkt bis auf 0 % abgefallen. Mit der Zuschal-
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tung des Adsorptionskreislaufs bei t = 21,75 h reduzierte sich die Wachstumsge-
schwindigkeit der Sinorhizobien weiter, bis zum Ende der Fermentation war nur noch
ein linearer Zuwachs der Biotrockenmasse um 0,97 g*_ messbar. Die Nod-Faktor-
Konzentration im Medium stieg nach ca. 14 h, als der pO, unter die Marke von 40 %
fiel, Uberproportional zum Biotrockenmasseverlauf an, nach der Zuschaltung der
Adsorptionskolonne nahm der Gehalt der in der Losung enthaltenen Nod-Faktoren
zwar stetig ab, lag bei Abbruch des Satzprozesses zum Zeitpunkt t = 41,75 h mit
einem Wert von CN|: =3,740% gk ! aber noch bei 63 % der maximalen Konzentration
(cne =5,94072 g ™) beit = 20,75 h.
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Abbildung 4.54 Verlauf von pO,, CO,-Gehalt in der Abluft, Biotrockenmassekonzentration und

Nod-Faktor-Konzentration  einer  Satzfermentationen von S. meliloti
1021pEK327 mit zugeschalteter Adsorptionskolonne Bypass). Die Zuschal-
tung der Saule erfolgte beim Bypassverfahren 21,75 h nach dem Start der
Fermentation.

Der Verlauf der Sauerstoffsattigung im Medium (pO;) und des CO,-Gehalts im
Abgasstrom des Rihrkesselreaktors in Abbildung 4.54 machen deutlich, dass der
erniedrigte Lufteintrag von 4 NL>min-1 und die in dieser Fermentation gewahlte
Ruhrerfrequenz von 250 min™ in der fortgeschrittenen exponentiellen Phase nach ca.
16 h nicht mehr ausreichten, um die kultivierten Bodenbakterien bei einer Biomasse-
konzentration von 1,4 g>k_'l im Bioreaktor ausreichend mit Sauerstoff zu versorgen
und so ein unlimitiertes Wachstum der Mikroorganismen zu gewébhrleisten, was sich

im Verlauf der Wachstumskurve widerspiegelt. Zwar zeigte nach Trinick (Trlnlcki
1982) Sinorhizobium meliloti schon bei einem Sauerstoffeintrag von 25 mL O% Ly
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ein unlimitiertes Wachstum. Doch bei einer Sauerstofflimitierung stellt Sinorhizobium
meliloti seinen Stoffwechsel auf alternative Wege um und reduziert seine Wachs-
tumsgeschwindigkeit, wie Toffanin (Toffanin et al., 2000) nachweisen konnte. Bei den
Experimenten von Toffanin konnte auch gezeigt werden, dass Sinorhizobium meliloti
nicht die Moglichkeit besitzt, auf alternative Elektronenakzeptoren wie z.B. auf NO3’
und / oder NO; an Stelle von molekularem Sauerstoff zurlickzugreifen. AulRerdem
wurde durch die Arbeiten von Zhulin (Zhulin et al., 1995) belegt, dass Sinorhizobium
meliloti auf eine abrupte Anderung der Sauerstoffkonzentration im Medium mit einer
Reduzierung seiner Fortbewegungsgeschwindigkeit (Chemokinese) im Medium
reagierte. Dass Sinorhizobium meliloti 1021 Genfunktionen besitzt, die durch eine
Sauerstofflimitierung nicht nur im Wurzelknéllchen bei Bakteroiden, sondern auch in
freilebenden Bodenbakterien aktiviert werden, konnte von Trzebiatowski (Trzebia-
towski et al., 2001) nachgewiesen werden. Welche dieser Gene fur die Stoffwechse-
lumstellung und / oder auch fur eine Steigerung in der Nod-Faktoren Synthese in
Satzfermentationen von S.meliloti 1021pEK327 in Mannitol-Minimalmedium mit
integriertem Adsorptionskreislauf verantwortlich gemacht werden kdnnen, bleibt
aufzuklaren. Diese Daten der Fermentationen belegen aber, dass in Suspension
lebende Sinorhizobien als streng aerophil eingestuft werden mussen.

Auswirkungen des Adsorptionskreislaufs auf die Sekretion von Exopoly-
sacchariden durch S. meliloti 1021pEK327

Am Ende des oben dargestellten Satzprozesses mit S. meliloti 1021pEK327
war die Kultursuspension deutlich zahflussiger als zu Beginn der Fermentation.
Anhand von Proben, die wahrend eines weiteren Satzprozesses mit Betrieb der
integrierten Adsorptionskolonne gezogen wurden, sollte geklart werden, wann es im
Verlauf der Fermentation zu einer Veranderung im Fliel3verhalten des Mediums kam.
Dazu wurden tiefgefrorene, zentrifugierte Fermentationsiberstdnde aus dieser
Bypass-Fermentation im Wasserbad bei +25 °C aufgetaut und 30 min temperiert,
bevor sie im Mikro-Kugelfallviskosimeter untersucht wurden.

Die dynamische Viskositat f) der Fermentationsiiberstande aus dem Satz-
prozess von S. meliloti 1021pEK327 mit integriertem Adsorptionskreislauf stieg, wie
Abbildung 4.55 darstellt, im Verlauf der ersten 30,5 h nur um 15 % von 0,954 mPax%
auf 1,098 mPas an. Die Konsistenz der Kulturiberstande anderte sich aber funf
Stunden nach der Zuschaltung des Adsorptionskreislaufs in einem deutlich starkeren
Mal3. Bis zum Ende der Fermentation war der Wert der dynamischen Viskositat (h)
auf einen Wert von 1,606 mPas angewachsen. Dies entsprach einer Steigerung von
46 % gegeniber dem Messwert der Probe bei 30,5 h. Dabei ist zu beachten, dass
die spezifische Wachstumsgeschwindigkeit in diesem Zeitraum nur noch bei
me 0,012 h* (® tp = 60,16 h) lag. Eine vergleichbar starke Zunahme der Viskositat
war in den Fermentationstiberstanden von Satzprozessen ohne Zuschaltung einer
Adsorptionskolonne bis zum Erreichen der stationdaren Phase nicht beobachtet
worden.

Die erhtéhte dynamische Viskositdt der Fermentationsproben konnte auch in
den Bypass-Fermentationen auf die verstarkte Synthese von Exopolysacchariden
durch S.meliloti 1021pEK327 nach der Zuschaltung des Adsorptionskreislaufs
zuriickgefuhrt werden. Die Exopolysaccharide konnten aus den Fermentationsiber-
standen mittels ethanolischer Fallung nachgewiesen werden. Dies bestatigt damit die
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Annahme von 4.3.4, dass die Bodenbakterien in Folge der Stressfaktoren, die in
Folge der Zuschaltung des Adsorptionskreislauf auf sie einwirken, mit einer ver-
starkten EPS-Synthese reagieren.
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Abbildung 4.55 Zelltrockenmasse, Nod-Faktor-Konzentration und dynamische Viskositat (h) in

Fermentationsproben einer Satzkultivierung von S. meliloti 1021pEK327 zur
Produktion von Nod-Faktoren mit integriertem Adsorptionskreislauf

Nach diesen Resultaten reagierten die Sinorhizobien auf den Stress, dem sie
auf Grund des Umpumpen durch den Adsorptionskreislauf ausgesetzt waren, nicht
nur mit einer Reduzierung ihrer Wachstumsgeschwindigkeit, wie in Abbildung 4.54
zu sehen war, sondern sie bildeten auch einen Schutzmantel aus den Zuckermole-
kilen um ihre Zellen, um sich damit vor diesem Stressfaktor besser zu schitzen
(Moreno et al., 2000). Dies korreliert mit den Ergebnissen, die Harscoat (Harscoat et
al., 1999) erzielte. In seinen Experimenten konnte eine héhere Ausbeute an Exopo-
lysacchariden erzielt werden, wenn die Organismen einem verstarkten Scherstress in
Folge einer erhéhten Riuhrerdrehfrequenz im Fermenter ausgesetzt waren. Dass die
dynamische Viskositdt in der Fermentation erst ca. 5h nach Zuschaltung des
Adsorptionskreislaufs deutlich anstieg, ist auf den niedrigen Volumenstrom von V =
50 mbLmin™ zurtickzufiihren. Erst nach 6,67 h ist das Reaktorvolumen von 20 L
einmal vollstdndig durch den Adsorptionskreislauf gepumpt worden und damit
statistisch gesehen jedes Bakterium aus der Kulturldsung durch den Bypass gelangt
und damit gestresst worden.
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Die signifikante Anstieg der dynamischen Viskositat im Medium nach der Zu-
schaltung des Adsorptionskreislaufs erhéht den Transportwiderstand bei der Diffusi-
on der Nod-Faktoren aus der Kernstromung an die &uf3ere Oberflache der sphari-
schen Harzpartikel. Wie Wright (Wright et al., 1998) nachweisen konnte, wirkte sich
die Erhéhung der Viskositat eines Mediums durch die Addition von Glyzerin zur
Losung negativ auf den Stofftransport bei der Adsorption von Lysozym an porose,
spharische Harze (Streamline SP) aus. Fir die Optimierung des Stoffibergangs von
Nod-Faktoren aus der Fermentationsbrihe an die Harzoberflache wére deshalb
sinnvoll, wie bereits unter 4.3.5 diskutiert, eine EPS-Mutante des Produktions-
stamms S. meliloti 1021pEK327 zu erzeugen. Dabei ist allerdings zu beachten, dass
durch diese Mutation die Viabilitat der Mikroorganismen in Folge des fehlenden
Schutzmantels aus den Zuckermolekulen beeintrachtigt werden kann, was wiederum
die Produktivitdt des Herstellungsverfahrens herabsetzen wirde. Auch wenn bei der
Adsorption von Nod-Faktoren an Amberlite® XAD-2 pract. nach den vorliegenden
Ergebnissen aus 4.3.3 die Filmdiffusion nicht der Vorgang ist, der die Geschwindig-
keit des Adsorptionsprozesses limitiert und somit nur eine untergeordnete Rolle
spielt, konnte durch eine reduzierte Exopolysaccharidsynthese und der daraus
resultierenden geringeren Viskositat des Fermentationsmediums zumindest der
Stoffiibergang an die &uf3ere Oberflache optimiert werden.

4.3.6 Die Produktbildung von S. meliloti 1021pEK327 im herkdmmlichen
Satzbetrieb und im Bypass-Verfahren

Die Nod-Faktoren der Sinorhizobien werden zu den Sekundérmetaboliten ge-
rechnet, da ihre Synthese im Wildtyp S. meliloti 2011 bzw. S. meliloti SU47 nicht an
den primaren Energiestoffwechsel der Zellen gekoppelt ist, sondern erst durch die
Induktion der pflanzlichen Flavonoide jene Enzyme gebildet werden, die fur die
Synthese der Nod-Faktoren verantwortlich sind. Die Produktbildung der Nod-
Faktoren ist im Wildtypstamm somit ausschlief3lich von der Menge der vorhandenen
Biomasse abhangig.

Die Resultate der Testreihe mit Luteolin und Tetrazyklin in 4.3.1 haben ge-
zeigt, dass im Produktionsstamm S. meliloti 1021pEK327 die Expression der Nod-
Faktor-Synthesegene weder durch die Flavonoide induziert werden muss, noch eine
Regulation der Expression von nod-Genen erfolgt, sondern diese Gene durch die
Einbringung des Plasmids pEK327 in den Stamm S. meliloti 1021 konstitutiv gebildet
werden. In friheren Arbeiten Kohring et al., 1997) konnte belegt werden, dass die
Synthese der Lipochitooligosaccharide in den Organismen wachstumsassoziiert
erfolgte und nach dem Ubergang der Bodenbakterien in die stationare Phase keine
weitere Zunahme an Nod-Faktoren im Fermentationsiiberstand mehr messbar war.

Um die Nod-Faktoren-Synthese in Satzprozessen mit und ohne integrierter
Adsorptionskolonne zu verfolgen, wurden Proben aus den in Abbildung 4.51, A und

4.54 dargestellten Fermentationen entnommen und die klar zentrifugierten Uberstan-
de (10 min, x 16.000 g) in der analytischen RP18-HPLC untersucht.

Die Chromatogramme in Abbildung 4.56, A + B weisen ein vergleichbares
Profil auf. Der Anteil hydrophilerer Nod-Faktoren war in der Satzkultivierung ohne
Adsorptionskolonne in den ersten 20 h hoher als der im Bypassverfahren. Mit
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Ubergang in die stationdre Phase nach t = 25,5 h war in den Chromatogrammen der
herkdmmlichen Satzfermentation Abbildung 4.56, A) nur noch bei den Peaks mit
einer Retentionszeit von t = 820" und t = 921 ein geringerer Grélenzuwachs
erkennbar. Mit der Zuschaltung des Adsorptionskreislaufs nach t = 21,75 h nimmt in
den Chromatogrammen die Grol3e aller Peaks von Abbildung 4.56, B wieder ab.
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Abbildung 4.56 Vergleich der Chromatogramme von Fermentationsiiberstanden, die zu den in
den Diagrammen angegeben Zeitpunkten aus Satzprozessen ohne (A) und
mit integrierter Adsorptionskolonne (B) entnommen wurden

Fir einen quantitativen Vergleich des Verlaufs der Nod-Faktor-
Konzentrationen in den Fermentationstiberstanden wahrend der Satzprozesse mit
und ohne Bypass wurden aus den Chromatogrammen der Abbildung 4.56, A + B
die Konzentrationen der Glykolipide anhand der Summe aller Peakflachen im

Bereich von 7,5 —17 min jedes Chromatogramms mit Hilfe des Umrechnungsfaktors
(s. 3.3) ermittelt.

Die Konzentrationen der Nod-Faktoren in den Kulturiiberstanden sind zusam-
men mit den Biotrockenmassekonzentrationen der jeweiligen Fermentation in
Abbildung 4.57 dargestellt. Die Wachstumskurven beider Fermentationsprozesse
zeigten wahrend der ersten 21 h einen nahezu identischen Verlauf. Die Biotrocken-
massekonzentration lag am Ende der Fermentationen im Verfahren mit Adsorptions-
kolonne bei einem Wert von X = 2,88 g*_'l allerdings um 0,47 g>|<g'1 (@14 %) unter
den Daten der Satzfermentation ohne Adsorptionsbypass (3,35 g>L'1). In dem
herkdbmmlichen Satz[l)rozess wurde nach 25 h eine Konzentration an Nod-Faktoren
von cne=46,6 mgx ™~ erreicht, die bis zum Ende des Satzprozesses nur noch
unwesentlich auf cng = 48,7 mg>k_'1 anstieg. Wie in Abbildung 4.54 und Abbildung
4.55 bereits zu sehen war, konnte ein uberproportionaler Anstieg der Nod-Faktor-
Konzentrationen in den Fermentationen mit Bypass-Extraktion der Nod-Faktoren
nach t= 10 h -14 h beobachtet werden. Das Maximum der LCOS-Konzentration in
der Fermentationslosung bei der in Abbildung 4.54 und Abbildung 4.57 gezeigten
Fermentation wurde nach t = 20,75 h mit einer Konzentration von cyg = 59,2 mg>k_'1
erreicht. Damit liegt die Konzentration der Glykolipide im Bypass-Verfahren zu
diesem Zeitpunkt um 79,4 % Uber der Menge an Nod-Faktoren, die im Satzprozess
zur gleichen Zeit gemessen wurde Cnr (t satz,20,75n) = 33 mg>L'1). Die Konzentration
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der Glykolipide nahm in der Bypass-Fermentation nach der Zuschaltung des Adsorp-
tionskreislaufs im Medium wieder ab, doch wurden bei Abbruch des Prozesses noch
36,9 mgx " Nod-Faktoren in der Kulturldsung nachgewiesen. Das sind im Vergleich
zu dem Wert vor Zuschaltung des Bypasses bei tgypass = 20,75 h noch 61 %. In den
quantitativen Vergleich flieBen an dieser Stelle noch nicht die Anteile an Nod-
Faktoren ein, die bis zum Abbruch der Fermentation in dem Verfahren mit Adsorpti-
ons-Bypass an das Adsorberharz gebunden haben. Die adsorbierte Menge an Nod-
Faktoren wird aber im Folgenden bei der Betrachtung der Produktausbeutekoeffizi-
enten und beim Produktivitatsvergleich der beiden hier gegentuibergestellten Herstel-
lungsverfahren zur Gewinnung von Nod-Faktoren bertcksichtigt. In diesem Zusam-
menhang werden auch die Ursachen fir die verstarkte Synthese der Nod-Faktoren
der Bypass-Fermentationen im Zeitraum von t = 14 h — 20 h diskutiert.
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Abbildung 4.57 Vergleich der Zelltrockenmassen und Nod-Faktor-(NF)-konzentrationen in den

Fermentationsldsungen eines Satzprozesses ohne (Satz) und mit integrierter
Adsorptionskolonne (Bypass).

Aus einer Auftragung von mgegen p der beiden Fermentationen in Abbil-
dung 4.57 ist zu erkennen, das die Synthese der Nod-Faktoren mit dem Stamm
S. meliloti 1021pEK327 in den ersten 18 h beider Kultivierungen dem Modell einer
wachstumsassoziierten Produktbildung nach Gaden jr. (Schigerl, 1985, Moser,
1981, s. 2.14) weitestgehend folgten, wie aus Abbildung 4.58 hervorgeht. Dabei
sind die Abweichungen der Daten aus dem Satzprozess ohne Adsorptionskolonne
von der Regressionsgeraden geringer als bei den Werten der Bypass-Fermentation,
was auf den verstarkten Anstieg der Nod-Faktor-Synthese nach t = 14 h in diesem
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Prozess zurlckzufuhren ist, wie in Abbildung 4.57 zu erkennen war. Anhand von
Gleichung 4.10 lassen sich, bei dem Modell einer wachstumsassoziierten Produkt-

bildung, die Proportionalitdtsfaktoren k, fir die Produktbildungsgeschwindigkeit
beider Prozesse aus der Steigung der Geraden aus Abbildung 4.58 ermitteln, da:

_ _p
p =k b k== (Gleichung 4.11)

Fir die ersten 18 h der Fermentation mit nachgeschalteter Aufarbeitung der
Nod-Faktoren wird ein mittlerer Proportionalitatsfaktor von k, = 0,019 erhalten. Der
Faktor, der fUr die Fermentation mit Zuschaltung des Bypasses ermittelt wurde,
besitzt einen Wert von k, = 0,018. Somit unterscheiden sich die Nod-Faktorsynthese-
leistungen des Stamms S. meliloti 1021pEK327 wahrend der ersten 18 h in den
beiden Fermentationen nur um 5,2 %.

A mit Bypass, vor Zusch.
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Abbildung 4.58 Auftragung der spezifischen Produktbildungsgeschwindigkeit p gegen die
spezifische Wachstumsgeschwindigkeit m fir die ersten 18 h der oben le-
schrieben Satzprozesse mit Adsorptionskolonne (mit Bypass, vor Zusch.) und
ohne (Satzprozess 0. Bypass). Die lineare Regression erfolgte unter der An-
nahme, dass, dem Modell einer wachstumsassoziierten Produktbildung fol-
gend, die resultierende Gerade durch den Nullpunkt lauft.
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Bei einem Arbeitsvolumen von 20 L entsprach die Konzentration der Nod-
Faktoren in dem Satzprozess mit nachgeschalteter Aufarbeitung bei Abbruch der
Fermentation mit cne = 48,7 mg>L , wie sich aus Abbildung 4.57 ergibt, einer
Gesamtmenge von 974 mg an Nod-Faktoren. Nach der Aufarbeitung mittels Ultrafil-
tration, Adsorption an den Harzkugeln, Elution und Einengung im Rotationsver-
dampfer konnten aus diesen 20 L des Satzprozesses 823 mg an lyophilisiertem
Rohprodukt gewonnen werden. Das entspricht 84,5 % der urspriinglich im Bioreaktor
vorhandenen Menge an LCOS in 20 L Kulturbriihe bei Fermentationsende. Wie
weitere chromatographische Analysen des Rohproduktes zeigten, ist dieses Lyophili-
sat wie das Produkt aus dem ultrafiltrierten Fermentationsiiberstandes eines Satz-
prozess nur noch in geringem Malf3 durch Begleitstoffe verunreinigt, was durch die
Abbildungen 4.62 + 4.63 belegt wird.

In dem in Abbildung 4.54 gezeigten Verfahren mit integrierter Adsorptions-
kolonne (Bypass) errelchte die Nod-Faktor-Konzentration nach 20,75 h eine Kon-
zentration von 59,2 mg*_ , was zu diesem Zeitpunkt der Fermentation bei einem
Arbeitsvolumen von 20 L einer Menge von 1.184 mg Nod-Faktoren entspricht.
Aul3erdem waren, wie sich aus Abbildung 4.57 ergibt, bei Fermentationsende noch
738 mg an Nod-Faktoren in 20 L Arbeitsvolumen enthalten. Die Wéagung des Roh-
produkts, das aus dem Bypassverfahren nach Elution, Einengung und Lyophilisation
erhalten wurde, ergab eine Menge von 610 mg.

Wird fur den Aufarbeitungsprozess der Harzkugeln aus dem Bypassverfahren
wie bei dem oben dargestellten Satzprozess mit nachgeschalteter Aufarbeitung
ebenfalls ein Verlust von 15,5 % bei Elution, Vakuumdestillation und Lyophilisation
zur Gewinnung des Lyophilisats einkalkuliert und dieser Verlust zum Gewicht des
Rohprodukts addiert, ergibt sich daraus eine geschétzte Menge von 722 mg an Nod-
Faktoren, die im Bypass-Verfahren aus der Fermentationslosung extrahiert werden
konnte. In der Summe mit der noch im Fermenter verbliebenen Menge an Nod-
Faktoren (738 mg) ergibt dies eine durch S. meliloti 1021pEK327 kalkulierte Ge-
samtmenge an LCOS von 1.460 mg, die im gesamten Verfahrenszeitraum von den
Mikroorganismen produziert wurden. Dieser Wert liegt damit um 49,8 % ® Satz:
974 mg = 100 %) Uber der Menge an Nod-Faktoren, die im Satzprozess mit hachge-
schalteter Aufarbeitung in der Probe bei Fermentationsende nachgewiesen werden
konnten.

Aus dieser Berechnung folgt, dass die Bodenbakterien im Bypass-Verfahren
nicht nur in der Fermentationsphase vor der Zuschaltung des Adsorptionskreislaufs
auf Grund der veranderten Kultivierungskonditionen eine deutlich héhere Menge an
Nod-Faktoren synthetisieren als in den bisher durchgeflhrten Satzverfahren unter
den dort beschriebenen Bedingungen (s. 3.5.3). Vielmehr produziert und sekretiert S.
meliloti 1021pEK327 im Gegensatz zum herkbmmlichen Satzprozess auch in
zweiten Teil der Fermentation nach Zuschaltung der Adsorptions-Wirbelschicht noch
eine erhebliche Menge an Glykolipiden und dies trotz einer nur noch geringen
Zunahme an Biomassse im Fermenter.

Die Auftragung der spezifischen Produktbildungsgeschwindigkeit (p) gegen
die spezifische Wachstumsgeschwindigkeit (min Abbildung 4.58 hat gezeigt, dass
fur die frihe Phase beider Fermentationsverfahren bis zum Zeitpunkt trerm £ 14 h

eine an das Wachstum der Bodenbakterien gekoppelte Produktbildung bei der
Synthese von Nod-Faktoren durch S. meliloti 1021pEK327 nach dem Modell von
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Gaden jr. (Schugerl, 1985) vorliegt. Doch wahrend im Satzprozess ohne Adsorpti-
onskolonne die Produktbildung diesem Modell weiter folgte und nach dem Erreichen
der stationéren Phase die Konzentration an LCOS im Fermenter nicht weiter anstieg,
wurde die Synthese der Nod-Faktoren vom Wachstumsverlauf der Bakterien in dem
Fermenter mit Adsorptionskolonne bei zunehmender Sauerstofflimitierung im
Bioreaktor nach trerm = 14 h entkoppelt. Auch wéhrend der Extraktion der Nod-
Faktoren an das Adsorberharz im Bypass wird die Synthese der LCOS bei S. meliloti
1021pEK327 nicht reduziert, so dass letztlich in der Fermentation mit integriertem
Adsorptionskreislauf der auf die Biomasse bezogene Ausbeutekoeffizient um den
Faktor 1,7 Gber dem Wert lag, der in einem herkdmmlichen Satzverfahren erreicht
werden konnte, wie die Gleichung 4.12, a und Gleichung 4.12, b zeigen:

0073 gL' NF _ g Nod - Faktoren

Yo x Bypass = 288 gL =25340°° g Biotrockenmasse (Gleichung 4.12, a)
0049 gx " NF _ , g Nod- Faktoren
Yo x sz = 33 gL =1,46X0 2 J Biotrockenmasse  (Gleichung 4.12, b)

Die deutlich héheren Nod-Faktor-Konzentrationen in den Bypass-Verfahren
wahrend der Fermentation sind nach den vorliegenden Ergebnissen zum einen auf
die auftretende Sauerstofflimitierung in Folge der geringeren Ruhrerdrehfrequenz
und des geringeren Lufteintrags bei steigender Biomassekonzentration wahrend der
ersten Phase der Fermentation mit Adsorptions-Wirbelschicht (s. Abbildung 4.54)
zurtickzufihren. Durch die Sauerstofflimitierung ausgelost, konnten die Transkripti-
onsaktivatoren der Nod-Faktor-Synthese, nodD1 - nodD3 und syrM (Mulligan et al.,
1989), in einem starkeren Mal3 von den Bodenbakterien in der Zelle exprimiert
werden, was im Vergleich mit einer herkémmlichen Satzfermentation von S. meliloti
1021pEK327 ohne Sauerstofflimitierung zu der verstarkten Synthese der Glykolipide
und damit zu einer Uberproportional htheren Menge an Nod-Faktoren im Medium
fuhren.

AulBerdem ist flr den weiteren Verlauf der Fermentation nach Zuschaltung des
Bypasses denkbar, dass durch den Stress, dem die Bodenbakterien durch den
Umpumpprozess ausgesetzt sind, die Synthese und Sekretion der Glykolipide
stimuliert wurde. Dies wére eine Parallele zu den Beobachtungen, die bei der
Kultivierung des in Argentinien isolierten Stamms S. meliloti LPU63 unter S&ure-
stress gemacht wurden, die unter 4.1.1 und 4.1.2 beschrieben sind. Bei diesen
Fermentationen wurde eine erhdhte Konzentration sowohl an Nodulationsfaktoren
als auch an EPS mit zunehmendem Stress gemessen, der durch das Absenken des
pH-Wertes verursacht wurde. Eine verstarkte EPS-Synthese war in den Fermenta-
tionen von S. meliloti 1021pEK327 nach Zuschaltung des Adsorptionsbypasses
ebenfalls beobachtet worden, wie Abbildung 4.55 zeigte.

Da es auf Grund der nahezu vollstandigen deregulierten Expression der nod-
Gene in den Organismen bereits zu einer um den Faktor 1.000 gesteigerten Synthe-
se an Nod-Faktoren mit S. meliloti 1021pEK327, als sie beim Wildtyp gemessen
wurde (Schultze et al., 1992), muss auch diskutiert werden, ob die Glykolipide ab
einer noch zu bestimmenden Konzentration dem Modell einer Produktinhibierung
folgend (Cornish Bowden, 1995; Flaschel, 1992), in den Bodenbakterien eine
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negative Ruckkopplung auf die an der Synthese der LCOS beteiligten Enzyme
ausuben. Dann wirde die weitere Expression der Nod-Faktoren in einem Satzpro-
zess ohne Adsorptionskolonne auf Grund der hohen Konzentrationen an LCOS in
den Zellen reduziert werden. Erfolgt aber durch die Adsorption an Amberlite® XAD-2
pract. ein permanenter Entzug der Glykolipide aus dem Medium, so wird die Menge
der Lipochitooligosaccharide in der Fermentationslosung und damit auch in der
Umgebung und in den Zellen standig unterhalb dieser inhibitorisch wirkenden
Konzentration gehalten. Ein vergleichbarer Effekt mit einer deutlich erhdéhten Pro-
duktausbeute konnte bei der Kultivierung des rekombinanten, Gibberillin Gberprodu-
zierenden Pilzes Fusarium monlllforme 3211 beobachtet werden (Rachev et al.,
1997). Nach Zugabe von Amberlite® XAD-2 pract. zum Kultivierungsmedium konnte
durch die Adsorption der Phytohormone an dem Harz die Ausbeute an sekretiertem
Gibberillin GA7 mit diesem Stamm erheblich gesteigert werden.

Es ist zudem mdglich, dass in Satzprozessen ohne Adsorption der Nod-
Faktoren von einigen Zellen eine erneute Inkorporation der Glykolipide aus dem
Medium durch die Bodenbakterien erfolgt, um bei zunehmender Nahrstofflimitierung
als Kohlenstoffquelle fir den Primarstoffwechsel von S. meliloti 1021pEK327 genutzt
zu werden. Damit wirde eine Maximalkonzentration an Nod-Faktoren im Medium
einer Satzfermentation ebenfalls nicht Uberschritten werden, wenn die Glykolipide
dem Medium nicht zuvor durch Adsorption entzogen werden. Hinweise auf eine
solche Aufnahme von Nod-Faktoren lieferten die Analysen der Fermentationsiuber-
stande, die wahrend eines Satzprozesses mit S. meliloti 1021pEK327 in MMM und
einer Laufzeit von 94 h durchgefuhrt wurden (Daten hier nicht gezeigt). In den
Chromatogrammen der Uberstiande war zu erkennen, dass mit zunehmender
Fermentationsdauer Nod-Faktor-Peaks nicht mehr auftraten oder in der Peakflache
wieder kleiner wurden, die im Chromatogramm einer Probe, die 20 h zuvor gezogen
wurde, noch detektiert werden konnten. Die Gesamtflache aller Peaks in den unter-
suchten Chromatogrammen nahm mit fortschreitender Fermentationsdauer ebenfalls
langsam ab, nachdem die Peakflachensumme bei t = 21 h ihr Maximum besal. Ein
standiger Entzug der Nod-Faktoren aus dem Medium durch die Adsorption wirde
allerdings eine erneute Aufnahme der Nod-Faktoren durch die Bodenbakterien
verhindern und die Synthese der Glykolipide weiter ablaufen lassen. Ein Nachweis
Uber diese Inkorporation der Glykolipide durch S.meliloti 1021pEK327 kdnnte mit
radioaktiv markierten Nod-Faktoren (Bourdineaud et al., 1995) erfolgen, die
S.meliloti 1021pEK327 als einzige Kohlenstoffquelle in einem Minimalmedium
angeboten wiurden.

Eine der Ursachen far die nur unvollstandige in-Prozess-Adsorption von Nod-
Faktoren an Amberlite® XAD-2 pract. im Vergleich mit dem Aufarbeitungsverfahren
des herkdmmlichen Satzprozesses und nachgeschalteter Adsorption der Nod-
Faktoren ist darin zu suchen, dass die in diesem Prozess verwendete Adsorberharz-
charge zuvor schon in sechs vorangegangenen Aufarbeitungsverfahren von je 20 L
Fermentationslosung eingesetzt wurde. In Vorversuchen bei der Aufreinigung von
Kulturiiberstanden mittels Amberlite® XAD-2 pract. gefiillter Kartuschen konnte
nachgewiesen werden, dass die Adsorptionsfahigkeit des Harzes nach mehrmaligem
Einsatz trotz erfolgter Regeneration mit Aceton, Ethanol und Wasser signifikant
nachlie3 (Daten hier nicht gezeigt).

In den Schittelkolbenexperimenten zur Kinetik von Nod-Faktoren an Amberli-
te® XAD-2 pract. konnte aul3erdem gezeigt werden, dass durch die Menge des
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Adsorbers in der Kolonne und durch eine Variation des Volumenstroms die Ge-
schwindigkeit der Adsorption gesteigert werden konnte. Doch durch die Bauart
bedingten Beschrankungen bei Fermenter und Glassaule war es nicht mdglich, bei
den Satzfermentationen von S.meliloti 1021pEK327 mit integrierter Adsorptions-
saule die in den Schuttelkolbenexperimenten ermittelten optimalen Parameter in den
20 L-Pilotmal3stab zu Ubernehmen. Fur den Wirbelschichtbetrieb konnte die einge-
setzte Glassdule aufgrund ihrer geometrischen Abmessungen (500 mm Lange;
V =567 mL) nur mit einer maximalen Schittung von 200 g Amberlite® XAD-2 pract.
befiillt werden. Dies entsprach nur einer Adsorberharz-Konzentration von 10 gt™
Fermentationsvolumen. Um in der Saule eine vollstandige Fluidisierung der Harzku-
gelschuttung zu gewahrleisten, ohne dabei eine Ablagerung leichterer Amberli-
te® XAD-2 pract. Partikel am Auslassgitter zu erzeugen und eine Ansammlung der
Bakterien in den Totraumen dieses gepackten Harzkugelbettes am Auslassgitter zu
bewirken, Wurde der Bypass-Kreislauf mit einem Volumenstrom ) von maximal
50 mLxin™ betrieben, wie unter 4.3.5 geschildert. Ein hoherer Volumenstrom konnte
auch deshalb nicht realisiert werden, weil beim Ansaugen der Fermentationsfllssig-
keit durch die Schlauchpumpe (SP; s. Abbildung 3.11) mit héheren Volumenstro-
men in der Zufihrung zur Adsorptionskolonne hinter dem Druckaufnehmer (DA) eine
starke Schaumbildung beobachtet wurde. Eine Ursache fir die Schaumbildung
konnte in den unterschiedlichen Innendurchmessern der Schlaucholive am Fermen-
ter (I.D. = 9 mm) und im Schlauchdurchmesser der Zufiihrung zur Schlauchpumpe
liegen ( 1.D. 18 mm). In Folge des Druckabfalls auf Grund der Querschnittserweite-
rung in der Schlauchleitung kann es zur Entgasung des Mediums und damit zur
beobachteten Blasenbildung kommen.

Mit der eingestellten Forderleistung der Pumpe von V =50 mLxin™ wurde
das gesamte Reaktorvolumen von 20 L in den 20 h Betriebsdauer des Adsorptions-
Bypasses, statistisch gesehen, somit nur 3 x durch die mit Harz gefillte Wirbel-
schichtkolonne geftihrt. Die mittlere Verweilzeit der Fermentationslosung in der
Glassaule lag unter diesen Bedingungen bei tszye = 11°20%. Zum Vergleich: in einem
der Schuttelkolbenexperimente wurde bei einer Konzentration von 10 g>L'1 Amberli-

4 XAD-2 pract. mit einem Volumenstrom von 31,5 mLmin™ gearbeitet, was bei
einem S&ulenvolumen von 51,8 mL einer mittleren Verweilzeit von tssye =~ 138
entspricht. Das Flussigkeitsvolumen von 300 mL Nod-Faktor-L6sung wurde damit
126 x in den 20 h Aufarbeitungszeit durch die Adsorbersdule geschickt. Dennoch
konnten nach 20 h Laufzeit im Schittelkolben nur rund 26 % der in der Losung
vorhandenen Nod-Faktoren an das Adsorberharz gebunden werden. Im Satzverfah-
ren mit Adsorptionskolonne konnten wahrend der Laufzeit des Adsorptionskreislaufs
von 20 h dagegen bei einer geschatzten Gesamtmenge an produzierten Nod-
Faktoren von 1.460 mg immerhin 702 mg an Nod-Faktoren, (@48 %) durch das Harz
aus der Losung extrahiert werden. Bei diesem Vergleich muss zudem bertcksichtigt
werden, dass die Schittelkolbenexperimente mit den Fermentationsiberstanden
nicht bei einer Temperatur von +28°C, wie sie im Bioreaktor vorherrschten, sondern
aus Sterilitatsgrinden bei +4°C im Kuhlraum durchgefiihrt wurden. Obwohl die
Adsorption an Amberlite® XAD-Harze exotherme Vorgéange sind, wie u.a. auch die
Extraktion von Phenylalanin aus einer wassrigen Losung bei verschiedenen Tempe-
raturen gezeigt hat (Grzegorczyk et al., 1995), konnte im Fermentationsprozess
dennoch eine um den Faktor 1,8 hohere Beladung des Harzes mit Nod-Faktoren
erzielt werden als in den Experimenten im Schuttelkolben bei +4 °C.
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Die geringe Stréomungsgeschwindigkeit, mit der die Bakteriensuspension
durch die Glasséaule gepumpt wurde, hat somit keinen negativen Einfluss auf die
Adsorptionskinetik von Nod-Faktoren an Amberlite® XAD-2 pract. Vielmehr nimmt,
wie Karau (Karau et al.,, 1997) bei der Adsorption von Rinderserumalbumin an
Streamline DEAE in einer Wirbelschicht zeigen konnte, mit zunehmender Betthdhe
und hoherer Partikelkonzentration in einer Wirbelschicht der Einfluss der Stémungs-
geschwindigkeit auf die Geschwindigkeit der Adsorption ab. Wahrend bei den
Experimenten im Schittelkolben mit 3 g Harz das fluidisierte Bett des Adsorbens nur
rund ein Zehntel der Extraktionsséule ausfillte, war bei den Versuchen im
20 L-Mal3stab die Harzkugeln gleichmafRig tUber die ganze Saule verteilt, wie die
Abbildung 3.11 zeigt. Die Wirbelschicht in der Glassaule des Fermentationsexperi-
ments wies ein weitaus geringeren Lickengrad () auf als das fluidisierte Bett der
Harzkugeln in der Kolonne des Schuttelkolbenexperiments. Durch die weitaus
langere Verweilzeit der Fermentationsbrihe in der Saule wurden aul3erdem langere
Kontaktzeiten von den Nod-Faktoren mit dem Harz erreicht. Alle Aspekte zusammen
fuhrten nach den oben dargestellten Ergebnissen letztlich zu der optimaleren
Abreicherung der Nod-Faktoren aus der Fermentationsbrihe im Vergleich zum
Experiment im Schiuttelkolben, obwohl in beiden Versuchen jeweils die gleiche
Konzentration (10 g ") an Adsorbens eingesetzt wurde.

Die Ergebnisse im Fermentationsmal3stab sind ein weiterer Beleg dafur, dass
Transportph&dnomene fur die Adsorptionsgeschwindigkeit von Nod-Faktoren an
Amberlite® XAD-2 pract. von untergeordneter Bedeutung sind. Vielmehr wird die
Einstellung des Adsorptionsgleichgewichts durch die eigentliche Bindung der Glyko-
lipide am und im Korn der pordsen Harzkugeln auf Grund ihres amphipathischen
Molekulaufbaus bestimmt. Diese Gleichgewichtseinstellung lauft signifikant langsa-
mer ab als bei der Adsorption von Cephalosporin-C an Amberlite® XAD-16 pract.
(Yang et al., 1999). In den Experimenten von Yang konnte in einem geruhrten
System innerhalb von 5 min bereits die Hélfte des in einer wassrigen Losung (pH 3
vorliegenden Cephalosporin-C mit Konzentrationen von 4,1840™ M bis zu 1,0440
M am Harz gebunden werden. Eine schnellere Abreicherung der Nod-Faktoren aus
der Fermentationslésung kann damit nur durch den Einsatz einer im Volumen grof3er
dimensionierten Glassaule mit einer erhdhten Fillmenge an Adsorberharz erzielt
werden, da so eine grol3ere Oberflache fur die Molekile mit entsprechend héherer
Anzahl an Bindungsstellen zur Verfiigung steht.

Produktivitat von einem Satzprozess mit anschlieRender Aufarbeitung
der Nod-Faktoren und dem Bypass-Verfahren

Um die beiden Herstellungsverfahren zur Gewinnung von Nod-Faktoren mit
integrierter Adsorptionskolonne und mit nachgeschalteter Aufkonzentrierung der
LCOS zu vergleichen, wurden die Raumzeitausbeuten fir beide Verfahren berech-
net.

Im Vergleich zu der bisher durchgefiihrten Fermentation mit nachgeschalteter
Aufarbeitung konnte durch den neu entwickelten Prozess mit integrierter Adsorpti-
onskolonne die Verfahrenszeit um 29,75 h verklrzt werden, was einer Zeitersparnis
von 26,3 % entspricht. Im herkdbmmlichen Satzverfahren wurden 823 mg Produkt an
Nod-Faktoren gewonnen, im Bypass-Verfahren konnten in einer Kklrzeren
Gesmtverfahrensdauer 610 mg Nod-Faktoren, das entspricht 74,1 % der Produk-
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tausbeute im herkdmmlichen Verfahren, gewonnen werden. Mit den Zeiten aus
Tabelle 4.2 ergeben sich fur die beiden Verfahren nach Gleichung 4.13folgende

Raumzeitausbeuten:

— |NF gebildet i
v SOt (Gleichung 4.13)

Verfahren

Pr

Reaktor

|610 mg NF| 1
Movoass = =0366 mg NF xL* xh i
Byp 20 L8325 h (Gleichung 4.13, a)

_[823 mg N = 0364 mg NF xL'1sh

r= .
st = 507 13 h (Gleichung 4.13, b)

Tabelle 4.2 Vergleich der benétigten Zeiten fir die einzelnen Verfahrensschritte bei der
Produktion von Nod-Faktoren im Satzprozess mit nachgeschalteter Adsorpti-
on der LCOS und mit der integrierten Adsorptionskolonne

Verfahrensschritt Dauer der Verfahrensschritte, t [ h ]

Satzprozess+Aufarbeitung |In-Prozess-Adsorption

Vorbereitung (Beflllen Fer-

menter, Sterilsieren, An- 20

zucht Vorkultur u.a.)

Fermentation 41,5 41,75
Zweistufige Filtration der 6 0 (nicht notwendig)
Fermentationsksung

Adsorption  Nod-Faktoren| 24 (mit Adsorptionskolonne) |0 (in den Fermentations-
an Amberlite XAD-2 pract. prozess integriert)
Waschen des Harzes in

der Saule + Elution der 1

Nod-Faktoren

Einengung des Eluats am

Rotationsverdampfer 0,5
Lyophilisation Rohprodukt 20
S 113 83,25

Aus dem Vergleich der Raumzeitausbeuten wird deutlich, das mit der Integra-
tion des Adsorptionsschritts in die Fermentation trotz der noch suboptimalen Bedin-
gungen und der geringeren Produktausbeute die Produktivitdt des bisherigen
Satzverfahrens bereits leicht Uberschritten wird, wie die Gleichungen 4.12 a + b
zeigen. Mit dem Einsatz einer gréRer dimensionierten Adsorptionskolonne, einer
daraus resultierenden gréReren Fillmenge an Amberlite® XAD-2 pract. in der S&ule
und einer langeren Laufzeit des Adsorptionskreislaufs liesse sich die Produktaus-
beute erheblich steigern und wirde den Produktivitatsvorteil des neuen Verfahrens
gegenuber dem bisher durchgefiihrten Satzprozess mit nachgeschalteter Aufreini-
gung der Nod-Faktoren signifikant erhéhen.
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AuBerdem muss bericksichtigt werden, dass durch das integrierte Verfahren
der apparative Aufwand reduziert wurde, da auf die Filtration der Fermentationsbrthe
verzichtet werden konnte. Dadurch konnte eine weitere Kostenoptimierung des
Herstellungsprozesses von Nod-Faktoren erreicht werden.

4.3.7 Aufreinigung von Nod-Faktor-Lyophilisaten mittels praparativer
RPi1s-Chromatographie

Mit der praparativen RP13-HPLC sollte das von dem Adsorberharz eluierte,
eingeengte und lyophilisierte Nod-Faktor-Rohprodukt aus dem Satzprozess mit
zugeschalteter Adsorptionskolonne in einem praparativen Chromatographieschritt
weiter aufgereinigt werden. Im Hinblick auf eine grol3technische Anwendung wurde
Methanol (MeOH) als Eluent gewé&hlt, da dieses Losungsmittel in der Herstellung
preiswerter und im Vergleich zur Alternative Acetonitril weitaus weniger toxisch ist.
Fur die Chromatographie wurden 25 mg Lyophilisat in 2 mL 30 % (v/v) MeOH / H:0
geldst und mit einer 2 mL Einwegspritze tUber einen Luer-Adapter am Sauleneingang
auf die Chromatographiesaule appliziert. In der praparativen RP1g-HPLC wurden die
Bestandteile des Lyophilisats aufgetrennt und die aus dem Probenstrom aufgefange-
nen Fraktionen von 34 min - 58 min wurden in der analytischen RP1g-HPLC unter-
sucht.

Das Chromatogramm in Abbildung 4.59 der praparativen Aufreinigung eines
Lyophilisats zeigte im Bereich von 40 - 60 Minuten drei deutlich voneinander ge-
trennte Peaks. Um die Qualitat dieser Auftrennung von Nod-Faktoren und den noch
im Lyophilisat vorhandenen Begleitstoffen zu beurteilen und um die Peaks einzu-
grenzen, in denen Nod-Faktoren enthalten sind, wurden die Fraktionen innerhalb des
markierten Zeitfensters in Abbildung 4.59 in der analytischen RP1g-HPLC unter-
sucht. Fur die Analyse der einzelnen Fraktionen aus der praparativen RP1g-HPLC
wurden aus den 12 mL Volumen je 700 nL in ein Schraubglasgefald abgefullt und
diese im Anschluss in der analytischen RP1g-HPLC aufgetrennt.
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Abbildung 4.59 Praparative RPg-HPLC eines Nod-Faktor-Rohprodukts (Lyophilisat) aus
einem Satzprozess mit zugeschalteter Adsorptionskolonne. Der markierte Be-
reich zeigt das Zeitfenster, in dem Proben (je 12 mL Vol.) vom Fraktions-
sammler aus dem Probenstrom der praparativen Chromatographie fir die
analytische RP 1g-HPLC aufgefangen wurden

Die Abbildung 4.60 zeigt die Fraktionen von 40 - 52 min, in der Nod-Faktoren
nachgewiesen werden konnten. In den anderen aufgefangenen Fraktionen waren im
Bereich von 7,5 min bis 17 min (Peaks der Nod-Faktoren) keine Peaks detektierbar.
In der Probe 49 min - 52 min waren neben hydrophoberen Nod-Faktoren bereits
grol3e Peaks im Bereich der Retentionszeiten von 28 min — 31 min vorhanden, die
auf lipophile Begleitstoffe in dem Lyophilisat hinweisen, wie das Chromatogramm
dieser Fraktion zeigt. Daraus folgt, dass die Zielprodukte, die von
S.meliloti 1021pEK327 synthetisierten LCOS, aus dem Probenstrom der préparati-
ven RPi1g-HPLC innerhalb des Zeitfensters von 40 min - 50 min isoliert werden
sollten. Dieser Bereich entspricht prazise dem Peak, der im Chromatogramm aus
Abbildung 4.59 unter den beschriebenen Elutionsbedingungen sein Maximum bei
45 min besitzt.
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Abbildung 4.60 Chromatogramme der Fraktionen 40 - 52 min aus der praparativen
RP1g-HPLC (s. Abbildung 4.59)

Vergleich der Methoden zur Aufreinigung von Nod-Faktoren

Die Gegeniberstellung des bisher angewandten Chromatographieverfahrens
zur Aufreinigung von Nod-Faktoren aus den Eluaten des Adsorberharzes Amberlite®
XAD-2 pract. zu der in dieser Arbeit gezeigten Aufarbeitungsmethode von Glykolipi-
den in der praparativen Chromatographie sollte aufzeigen, ob und welche Vorteile
der konvexe Gradient aus MeOH - HO gegeniiber dem bisher in der praparativen
RP1s-Chromatographie genutzten linearen Eluentengradienten mit den gleichen
Lésungsmitteln aufweist.

Im Vergleich zum bisher verwendeten Chromatographieverfahren (Kohring,
1995 a) konnte mit dem konvexen MeOH-Gradienten die Prozesszeit von 210 min
auf 85 min um 59,5 % reduziert werden, wie in Abbildung 4.61 zu sehen ist. Trotz
eines hoheren Volumenstroms von V = 4 mLsmin ™ im Gegensatz zum Verfahren des
linearen MeOH-Gradienten mit V = 2,5 mL>min™ konnten aufgrund der erheblich
kirzeren Auftrennungszeit gleichzeitig 34 % an Losungsmitteln (Vism = 340 mL,
neu) gegenuber Vism = 525 mL (alt) eingespart werden. Die Trennleistung war mit
dem konvexen Gradienten zufriedenstellend, wie die Chromatogramme aus Abbil-
dung 4.59 belegen. Allerdings wies das Rohprodukt (Lyophilisat), das in dem neuen
Aufreinigungsverfahren eingesetzt wurde, aufgrund der optimierten Verfahrens-
schritte vor der praparativen RP1g-Chromatographie, bereits eine weitaus geringere
Menge an Verunreinigungen auf als jenes Substanzgemisch, das in dem bisher
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genutzten praparativen Chromatographieverfahren eingesetzt wurde, wie aus
Abbildung 4.61 deutlich wird.
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Abbildung 4.61 Vergleich von alter und neuer praparativer Chromatographie-Methode zur
Aufarbeitung von Nod-Faktoren. Die markierten Bereiche geben die Fraktion
des Probenstroms an, in denen mittels analytischer RP 1g-HPLC Nod-Faktoren
nachgewiesen werden konnten.

4.3.8 Analyse der Produkte aus einem Satzprozess mit nachfolgender

Aufreinigung und einem Bypass-Verfahren

Fur eine vergleichende Analyse der gewonnenen Nod-Faktoren aus Satz- und
Bypass-Verfahren in massenspektrometrischen Untersuchungen wurden die Lyophi-
lisate beider Herstellungsprozesse in der praparativen RP1g-Chromatographie weiter
aufgereinigt. Daftir wurden je 10,2 mg Rohprodukt in 2 mL 30 % (v/v) MeOH-Eluent
gel6st. Die Losung wurde mittels 2 mL Einmal-Kanule Uber einen Luer-Adapter auf
eine praparative RP1g-Saule mit einem 1.D. von 10 mm und elnem Bettvolumen der
Cig-Matrix von 120 mL injiziert. Dem Probenstrom (V = 4 mL>min ) beider Chromato-

graphien wurden zwischen 42 min und 54 min 12 mL Fraktionen entno mmen.

Die Chromatogramme der Lyophilisate aus den beiden Aufarbeitungsverfah-
renin Abbildung 4.62 zeigen einen ahnlichen Verlauf. Neben den grof3en Peaks mit

einem Peakmaximum bei 44‘30" und 45'36", die eine Elution der Nod-Faktoren
signalisieren, erscheinen in den Chromatogrammen beider Produkte nur 2 bzw. 3
andere Peaks. Diese weisen auf geringe Mengen an verunreinigenden Substanzen
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im Rohprodukt hin, wie sie auch in den Chromatogrammen der Abbildung 4.59 zu
sehen sind. Das Peak-Maximum des Nod-Faktor-Peaks beim Lyophilisat, das aus
dem konventionellen Satzprozess (Peakmaximum: 44,5 min) gewonnen wurde, liegt
66 s vor dem Maximum des Chromatogramms vom Rohprodukt aus der Bypassfer-
mentation (45,6 min).
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Abbildung 4.62 Vergleich der praparativen Chromatographie von Lyophilisaten aus einem

Satzprozess mit nachgeschalteter Aufarbeitung (Satz) und aus einer Fer-
mentation mit integrierter Adsorptionskolonne (Bypass). Das Zeitfenster, in
dem Fraktionen aus dem Probenstrom gesammelt wurden, entspricht dem
markierten Bereich der Chromatogramme.

Die Peakverschiebung kann mit dem hoheren Anteil hydrophiler Molekdle in
dem Lyophilisat erklart werden, die aus dem Adsorptionsprozess mit dem ultrafil-
trierten Fermentationsuberstand eines Satzprozesses gewonnen wurden. Da die
hydrophilen Nod-Faktoren vorzeitiger von der praparativen Cig-Saule eluieren, aber
in der praparativen HPLC mit einem MeOH-Gradienten eine Auftrennung der ver-
schiedenen Nod-Faktoren nicht erfolgte, fuhrte ein groRerer Anteil hydrophiler Nod-
Faktoren im Probenstrom zu der beobachteten Verschiebung des Peak-Maximums
zu kirzeren Retentionszeiten bei der Probe aus dem Satzprozess.

Die Fraktionen, die in dem Zeitfenster der praparativen RP 1g-Chromatographie
(Abbildung 4.62; grauer Kasten) gesammelt wurden, sollten in der analytischen
RP1g-HPLC untersucht werden, um aus der Menge aller Proben die Fraktionen
beider Chromatographien zu ermitteln, die fur eine genaue Produktanalyse der Nod-
Faktoren in der Massenspektrometrie charakterisiert werden sollten. Dazu wurden je
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700 nL der einzelnen 12 mL Fraktionen aus beiden Fermentationsverfahren auf die
analytische RP1g-Saule injiziert.

Die Analyse der einzelnen Fraktionen aus der praparativen Chromatographie
der beiden Lyophilisate in der RP1g-HPLC verdeutlicht, dass bei der Integration der
Adsorption von Nod-Faktoren an Amberlite® XAD-2 pract. in den Fermentationspro-
zess die Adsorption lipophilerer Nod-Faktoren mit einer héheren Ausbeute erfolgte
und diese damit in dem Rohprodukt in grof3erer Menge nachgewiesen werden
konnten, wie Abbildung 4.63, B zeigt. Aus der Kalkulation der einzelnen Peakfla-
chen der Chromatogramme (Fraktionen 42 - 54 min) fur das Lyophilisat aus dem
Bypass-Verfahren ergab sich ein Verhéltnis von 1:0,58:0,11 (SApeakiass =
7.567,77 mVS; SApeak1147= 4.456,55 mVs und SApeako12+= 865,96 mVs), werden die
Flachen der Peaks mit vergleichbaren Retentionszeiten aller Fraktionen addiert. Bei
der Analyse der gleichen Fraktionen (42 — 54 min) fur das Lyophilisat, das aus der
Fermentation mit nachgeschalteter Adsorption von LCOS an Amberlite® XAD-2 pract.
eines Satzprozess stammte und deren Chromatogramme in Abbildung 4.63, A
dargestellt sind, waren die Unterschiede zwischen den einzelnen Peakflachensum-
men deutlich geringer (1:0,97 : 0,31) mit SApeak14:3s= 5.598,32 mVS, SApeak1147=
5.454,71 mVs und SApeako12« = 1.744,43 mVs.

>
~
o

601 .
Satz Frak. 42 min —— Bypass Frak. 42 min

----- Satz Frak. 45 min ----- Bypass Frak. 45 min

601

. gl
50 -oeme Satz Frak. 48 min 50 Bypass Frak. 48 min .’I !

Satz Frak. 51 min ——— Bypass Frak. 51 min

o [MV]
[mVv]

40 40

304

DetektorsignaleUV,
Detektorsignale UV,

T T — T T T T —T—T—7 T T
8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
Retentionszeit HPLC, t[ min ] Retentionszeit HPLC, t [ min ]

Abbildung 4.63 Vergleich von Chromatogrammen einzelner Fraktionen aus dem Probenstrom
der praparativen RP1g-HPLC eines Lyophilisats, gewonnen aus einem Satz-
prozess von S. meliloti 1021pEK327 mit nachgeschalteter Adsorption der
Nod-Faktoren (A) und einem Bypass-Verfahren mit einer in den Fermentati-
onsprozess integrierten Adsorptionskolonne (B).

Die unvollstandigere Auftrennung der einzelnen Nod-Faktor-Peaks bei allen
Chromatogrammen in Abbildung 4.63, A + B im Vergleich zu Abbildung 3.2
resultiert aus dem MeOH / H,O-Gemisch, im dem sich die Lipochitooligosaccharide
nach der praparativen Chromatographie befanden und der hohen Konzentration an
Nod-Faktoren in den Proben, die auf die analytische Chromatographiesaule injiziert
wurde. Beides beeinflusste das Retentionsverhalten der LCOS negativ und fuhrte zu
der beobachtenen, unzureichenden Auftrennung der einzelnen Nod-Faktor-Peaks bei
der Analyse der Proben. Da in den Chromatogrammen aller Fraktionen von 42 - 54
min bei den Lyophilisaten aus Satz- und Bypassfermentation in der analytischen
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RP1g-HPLC Nod-Faktoren nachgewiesen werden konnten, wie Abbil-
dung 4.63, A + B zeigte, erfolgte eine weiterflhrende Analyse dieser Proben in der
MALDI-ToF-Massenspektrometrie, die aufklarende Daten uber die in den Fraktionen
enthaltenen Nod-Faktoren-Strukturen liefern sollte.

Massenspektrometrie von Nod-Faktoren aus dem Satzprozess mit nach-
geschalteter Aufarbeitung und dem Bypass-Verfahren

Mit der massenspektrometrischen Analyse sollte geklart werden, ob sich in
Abhangigkeit vom angewandtem Produktions- und Aufarbeitungsverfahren qualitat-
ve Unterschiede im Spektrum der von S. meliloti 1021pEK327 synthetisierten Nod-
Faktoren ergeben. Dazu wurden die Fraktionen aus der praparativen Cig-
Chromatographie von den Lyophilisaten, die aus einem ultrafiltrierten Fermentations-
Uberstand eines Satzprozesses mit nachgeschalteter Aufreinigung und aus einem
Herstellungsprozess von Nod-Faktoren mit integrierter Adsorptionskolonne Bypass-
Fermentation) stammten, im MALDI-ToF-Massenspektrometer miteinander vergli-
chen. Da es bei der Beschleunigung von Molekilen im Massenspektrometer zum
Teil auch zum Auseinanderbrechen der zu untersuchenden Substanzen kommt, sind
in Abbildung 4.64 neben den Nod-Faktoren-Massenzahlen auch denkbare Molekul-
bruchsticke und die dazugehdérigen Massenzahlen aufgefuhrt.
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Abbildung 4.64 Darstellung moglicher Fragmentierungsstellen von Nod-Faktoren bei der

MALDI-ToF-Massenspektrometrie und die entsprechenden, kalkulierten Mole-
kilmassen der Fragmente und der Nod-Faktoren. Denkbare Bruchstellen der
Molekdile sind durch die mit Pfeilen verbundenen Balken gekennzeichnet.

Die Messungen der Proben aus der Fermentation mit integrierter Adsorptions-
kolonne und dem Satzprozess mit nhachgeschalteter Aufreinigung des ultrafiltrierten
Fermentationsuiberstandes ergaben im MALDI-TOF Massenspektrometer nahezu
identische Massenspektren, wie in den Abbildung 4.65 + 4.66 zu sehen ist. Aus der
vergleichenden Auflistung der gemessenen Massenzahlen in der Tabelle 4.3 geht
hervor, dass es nur funf Massenzahlen von Nod-Faktoren oder Nod-Faktor-
Fragmenten gab, die in nur einem der beiden Massenspektren auftraten. Alle fur
diesen Stamm beschriebenen Nod-Faktoren Roche et al., 1991; Schultze et al.,
1992) wurden in den untersuchten Fraktionen Nr. 8 (48 — 51 min) der beiden Pro-
dukte wiedergefunden.
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Massenspektrum der Fraktion 8 (48 - 51 min; s. prép. Chromatographie,
Abbildung 4.63, A) aus der Satzfermentation mit nachgeschalteter Aufreini-
gung. Massenpeaks, denen eine Nod-Faktor-Struktur, die Struktur eines Vor-
stufen-(Precursor-)molekiils oder Nod-Faktor-Fragments zugeordnet werden
kann, sind mit einem Pfeil markiert (s. Tabelle 4.3).
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Abbildung 4.66

Massenspektrum der Fraktion 8 (48 - 51 min; s. prap. Chromatographie,
Abbildung 4,63, B aus der Fermentation mit zugeschalteter Adsorptions-
saule. Massenpeaks, denen eine Nod-Faktor-Struktur, die Struktur eines Vor-
stufen-(Precursor-)molekiils oder Nod-Faktor-Fragments zugeordnet werden
kann, sind mit einem Pfeil markiert (s. Tabelle 4.3).
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Tabelle 4.3 Zuordnung aufgetretener Massenpeaks zu den kalkulierten Molekiilmassen von den
verschiedenen Nod-Faktoren und mdglichen Fragmenten. F = Fragment eines Nod-
Faktor-Molekils; die Bezeichnung der Fragmente folgt den gleichen Regeln wie in der
Nomenklatur fir Nod-Faktoren (s. Einleitung) MH'= protoniertes Molekiil. Na®, Ca’,
K": lonen, die bei der Massenspektrometrie als Verunreinigung mit den Nod-Faktor-
Molekulen mitbeschleunigt wurden. Grau unterlegt sind in der Tabelle die Zeilen, in
denen die kalkulierte Molmasse um mehr als 0,35 Masseneinheiten von den be-

stimmten Massen abweichen.

Aufgetretener Massen- Zugeordnete Molekile oder | Kalkulierte
Peak bei Molmasse Molekulfragmente Masse

[ gomol™ ] (s. Abbildung 4.64) [ g>mol™ ]

Ferm. mit Ferm. ohne
Bypass Bypass

600,0 600,0 F-1I(C16:0) 599,74
622,1 F-1I(C16:2) + Na" 622,72
641,9 642,0 F-1I(C16:2,AC) 641,77
803,1 F-111(C16:2) 802,93
825,1 825.1 F-1I(C16:2) + Na* 825,91
845,1 845,1 F-111(C16:2,AC) 844,97
867,1 867,2 F-111(C16:2,AC) + Na* 867,96
885,1 885,2 NodSm-IlI(C160,Ac) + Na* 884,96
944.4 NodSm-I1I(C16:1,Ac,S) 944,05
1029,4 1029,3 F-IV(C162) + Na" 1029,11
1046,2 1046,3 F-IV(C16:3,AC) 1046,15
NodSm-IV(C1g-) + Na* 1046,12
1048,2 1048,3 F-IV(C16:2,AC) 1048,16
NodSm-IV(C16:1,AC,S) 1048,14
1065,2 1065,3 NodSm-IV(C16:2,AC) 1065,17
1071,2 1071,3 F-IV(C16:2,AC) + Na* 1071,15
1088,2 1088,3 NodSm-IV(C1s:2,Ac) + Na* 1088,16
1104,2 1104,3 NodSm-IV(C16:2,S) MH" 1104,20
1106,2 1106,3 NodSm-IV(C16:1,S) MH" 1106,22
1148,2 1148,3 NodSm-IV(C1s.1,Ac,S) MH™ 1148,24
1149,2 1149,3 NodSm-IV(C162,S) + 2 Na" 1149,17
1166,2 1166,3 NodSm-I1V(C16.3,Ac,S) + Na* 1166,06
1168,2 NodSm-IV(C1s2,Ac,S) + Na* 1168,15
1184,2 1184,3 NodSm-IV(C1s-2,Ac,S) + K* 1184,26
1188,1 NodSm-IV(C16.1,Ac,S) + Ca” 1187,31
1190,2 1190,3 NodSm-IV(C1s:3,Ac,S) + 2Na” 1189,12
1191,2 1191,3 NodSm-IV(C16:2,Ac,S) + 2Na” 1191,14
1249,3 1249.4 NodSm-V(C1g-) + Na* 1249,24
1267,3 1267,5 NodSm-V(C16:3,Ac) MH’ 1267,28
1291,3 1291,5 NodSm-V(Cis2,Ac) + Na* 1291,28
1307,3 1307.,4 NodSm-V(C16:2,S) MH" 1307,32
1352,3 1352 4 NodSm-V(C16-,S) + 2 Na” 1352,29
1369,3 1369,4 NodSm-V(C16:3,Ac,S) + Na* 1369,32
1394,3 1394,4 NodSm-V(Ci6-,Ac,S) + 2 Na” 1394,33
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Die massenspektrometrischen Analysen der Fraktionen aus der praparativen
RP1g-Chromatographie bestétigten damit, dass das von S. meliloti 1021pEK327
synthetisierte Spektrum an Nod-Faktoren nicht von dem in dieser Arbeit gezeigten
Verfahren zur Gewinnung und adsorptiven Abreicherung der LCOS aus der Fer-

mentationslosung beeinflusst wird. Wie allerdings in der analytischen RP13-HPLC
(s. Abbildung 4.63, A + B) gezeigt werden konnte, ist die quantitative Verteilung der

verschiedenen Nod-Faktoren in den Lyophilisaten beider Herstellungsverfahren
unterschiedlich.

OH
g (|:H X=(15,17,19,21,23)
7N\
Ho” \(CHZ)X CH,
Abbildung 4.67 Chemische Struktur von (w-1) hydroxylierten Fettsauren

In keinem der aufgenommenen Massenspektren von Nod-Faktor-Proben aus
S. meliloti 1021pEK327—Kulturen konnten Hinweise fur die Synthese von LCOS mit
(w-1) hydroxylierten Fettsauren mit einer Kettenlange von 18 - 26 Kohlenstoffatomen,
die in Abbildung 4.67 dargestellt sind, oder Massenzahlen flr Fettsaureketten mit
einem entsprechenden Molekulaufbau gefunden werden, wie sie von Demont
(Demont et al., 1994) postuliert wurden. Demont et al. hatten ein multi-copy Plasmid
mit den Genen nodD3 und syrM p(MH682) in verschiedene S. meliloti StAmme aus
Nordamerika, Nordafrika, Zentraleuropa und Australien eingebracht und diese
gentechnisch veranderten Stamme sekretierten dann verstarkt Nod-Faktoren mit
(w-1) hydroxylierten Fettsduren. Insbesondere die vermehrte Expression des Tran-
skriptionsaktivators nodD3 sollte die Synthese dieser besonders strukturierten Nod-
Faktoren fordern.

Auch die Cosmid-Vektoren pEK327 des in dieser Arbeit verwendeten Nod-
Faktor-Produktionsstamms Sm1021 besitzen wie die Vektoren von Demont (Demont
et al., 1994) neben den hsn-Genen je eine Kopie von nodD3 und syrM auf dem
Plasmid. Von den Cosmid-Vektoren pEK327 finden sich im Durchschnitt aber nur
5- 10 Kopien in den transfizierten Zellen von Sm1021 wieder. Ob allein die weit
hohere Kopienzahl des Plasmids p(MH682) in den von Demont transformierten
Bodenbakterien die Synthese der (w-1)-Fettsauren beeinflusst, bleibt aufzuklaren.
Dies liefert nur eine exakte Analyse der Nod-Faktor-Fettsauren, die von transfor-
mierten Sinorhizobien-Stammen mit dem Cosmid-Vektor pEK327 synthetisiert
werden.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Das Bodenbakterium Sinorhizobium meliloti hat schon seit vielen Jahrzehnten
als stickstofffixierendes Bakteroid in der Symbiose mit der Futterpflanze Luzerne
(Alfalfa; Medicago sativa) eine grof3e Bedeutung fur die Landwirtschaft Argentiniens
und Uruguays. Doch die Ertrage bei dem Anbau der Futterpflanze fir die Viehzucht
in beiden Landern sank in den vergangenen Jahren in einem starken Mal3 auf Grund
veranderter Umweltbedingungen, insbesondere aber durch den steigenden
Séauregehalt der Anbauflachen. Die Effekte eines sauren Milieus auf S. meliloti und
die Entwicklung eines Verfahrens zur Produktion von sauretoleranten Starterkulturen
aus Bodenbakterien bildeten zwei Schwerpunkte dieser Arbeit. Aul3erdem wird den
vom Bodenbakterium S.meliloti synthetisierten und sekretierten Lipochito-
oligosacchariden, den Nodulationsfaktoren, neben ihrer Funktion bei der Etablierung
der Symbiose mit der Luzerne auch in Nicht-Wirtssystemen von Pflanzen und Tieren
eine immer grol3ere Rolle zugemessen. Im dritten Teil dieser Arbeit wurde deshalb
ein Fermentationsverfahren mit einem integrierten Adsorptionskreislauf zur
Gewinnung der Glykolipide entwickelt.

Die in dieser Arbeit dargestellten Resultate belegen, dass der in Argentinien
aus einem Ackerboden mit einem pH von 5,9 isolierte (semi-)séuretolerante
Bodenbakterienstamm S. meliloti LPU63 sein Verhalten in Abhangigkeit von Anstieg
des Sauregehalt in seiner Umgebung radikal umstellt:. Es konnte gezeigt werden,
dass bei einer satzweisen Kultivierung des Bodenbakteriums S. meliloti LPUG3 in
einem Mannitol-Minimalmedium mit verschiedenen pH-Werten der Biomassegehalt
von 5,8 g% bei einem pH von 7,0 auf nur noch 1,3 g™ (@22 %) bei einem pH von
5,6 fiel. AuRerdem synthetisierte S. meliloti LPU63 unter Saurestress bei einem
pH-Wert von 5,6 die 11-fach héhere Menge an Nodulationsfaktoren als bei pH 7,0.
Die dynamische Viskositat der Fermentationsiiberstande von S. meliloti LPU63 nahm
in Folge einer ansteigenden Konzentration an Exopolysacchariden im Medium bei
einem sinkendem pH zu. Sie stieg um den Faktor 2,0 bei einem pH-Wert von 5,6 im
Vergleich zur Kultivierung von S. meliloti LPU63 unter neutralen Bedingungen.

In vergleichenden, kontinuierlichen Kultivierungen von S. meliloti LPU63 und
dem Wildtypstamm S. meliloti 2011 im RuUhrkessel konnte bei einer stufenweisen
Absenkung des pH-Wertes von 6,8 auf 6,2 in der Fermentationslésung gezeigt
werden, dass der S. meliloti 2011 nicht Uber die gleichen Mdglichkeiten zur
Umstellung seines Lebenzyklus verfigte wie S. meliloti LPU63. Weder die
Reduzierung seines Wachstums, noch eine stark gesteigerte Synthese der Nod-
Faktoren konnte bei S. meliloti 2011 in dem Mal} festgestellt werden, wie es bei S.
meliloti LPU63 mit zunehmendem Saurestress in den kontinuierlichen Kultivierungen
zu beobachten war. Die Verdnderungen, die in Folge des sinkenden pH bei dem
Stamm S. meliloti LPU63 im Riihrkessel beobachtet wurden, sind Belege fur
Schutzmechanismen, die dieser Stamm entwickelt hat, um sich an das saure Habitat
des Ackerbodens anzupassen. Diese Anpassungsfahigkeit ist auch bei anderen, in
der Landwirtschaft eingesetzten, Stammen von Rhizobien gefunden worden (Graham
et al., 1994).

Zur Produktion von Sinorhizobien-Starterkulturen  (Inokula) fur die
Landwirtschaft haben sich sowohl unbehandelte Zuckerrohr- wie auch
Zuckeribenmelassen aus den Produktionsstandorten Argentinien, Brasilien,
Deutschland und Uruguay als eine geeignete Basis fur ein Kultivierungsmedium
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erwiesen. In einem 3 %-igen Zuckerribenmelassemedium wurden bei
Zulaufkultivierungen des Stamms S. meliloti LPU63 mit einem 10fach-Konzentrat
Biomasseausbeuten von X = 12,7 gt bis 14,8 gk und Lebendzellzahlen von
N = 2,540 cfuxmL™ bis 4,420 cfusmL™? erzielt. Diese Werte lagen um den Faktor

2-2,8 uber den Ergebnissen parallel durchgefuhrter Kultivierungen in einem
Trypton-Hefeextrakt-(TY)-Medium und Ubertrafen auch die Resultate mit anderen
Medien fur die Starterkulturproduktion von schnellwachsenden Rhizobien um das
3 - 6-fache (Gulati, 1980; Boiardi et al., 1985 und Bissonnette et al., 1986).

Besonders auffallig bei den Zulaufkultivierungen von S. meliloti LPU63 in
einem 3 %-igen Zuckerribenmelassemedium war die verstarkte
Exopolysaccharidsynthese und eine starke Agglutination der Sinorhizobien im
Vergleich zur Kultivierung der Bodenbakterien im TY-Medium. Das Zulaufverfahren in
3 % (w/v) Zuckerriibenmelasse mit einem nach 19-22 h gestarteten, konstanten
Zulaufstrom von V = 18 mbLx™ eines 10-fach-Melasse-Konzentrats hat sich als
praktikable und ertragreiche Zufutterungsstrategie bei der Kultivierung von S. meliloti
LPUG3 im Ruhrkessel zur Erzielung hoher Biomasseausbeuten erwiesen.

Fur eine Extraktion der von S. meliloti 1021pEK327 synthetisierten
Nodulationsfaktoren aus einer wassrigen Suspen5|on hat sich von den getesteten,
spharischen Adsorptionsmatrices Amberlite® XAD-2 pract., ein Styrol-Divinylbenzol-
Copolymer, als das geeignete Material gezeigt. In den Versuchen zur
AdsorptlonsklneUk von Nodulationsfaktoren aus einer wassrigen LOsung an
Amberlite® XAD-2 pract. in einem Differenzial- Krelslauf Adsorber konnte gezeigt
werden, dass bei einem Volumenstrom von 63 mLxmin™, einer Adsorbensmenge von
40 g+ und einer Konzentration von 4402 mgxnL™? Nodulationsfaktoren in 300 mL

Flissigkeitsvolumen 9 h bendétigt wurden, bis mehr als 96 % der in der Ldosung
vorhandenen Glykolipide aus der Lodsung extrahiert waren. Die geringe
Geschwindigkeit der Adsorption an das lipophile Harz muss vor allem auf den
amphipathischen Molekilaufbau der Lipochitooligosaccharide zurtickgefuhrt werden.

In  Schiittelkolbenexperimenten von S.meliloti 1021pEK327 in Mannitol-
Minimalmedium konnte der Nachweis erbracht werden, dass der erste Schritt einer
Aufarbeitung der von den Mikroorganismen hergestellten Lipochitooligosacchariden,
die Adsorption von Nodulationsfaktoren an ein lipophiles Harz, in einen laufenden
Kultivierungsprozess integriert werden konnte. Bei der Ubertragung auf den 20 L
Pilot-Mal3stab erfolgte auf Grund der Ergebnisse in den Schiittelkolbenexperimenten
die Zuschaltung des Adsorptionskreislaufs in Satzprozessen von S. meliloti
1021pEK327 zur Gewinnung von Nodulationsfaktoren erst in der spéaten
exponentiellen Wachstumsphase nach 21,8 h- 25 h. Von den Bodenbakterien wurde
in dieser Fermentation mit der Adsorptionskolonne bis zu 50 % mehr
Nodulationsfaktoren von den Mikroorganismen gebildet, obwohl die Menge der
Biotrockenmasse am Ende des Satzprozesses mit einem Wert von 2,9 gx™* um 14 %
unter den erzielten Werten in einem Satzverfahren ohne integrierte
Aufkonzentrierung der Nodulationsfaktoren lag. Eine Ursache fur diese verstarkte
Produktbildung in diesem Prozess konnte die in der Fermentation aufgetretene
Sauerstofflimitierung gewesen sein.

In dem Verfahren mit integrierter Adsorptionskolonne konnten bei einer
Bypasslaufzeit von 20 h und einer Gesamtverfahrenszeit von 67,3 h fiir Fermentation
und Aufarbeitung 610 mg an Nodulationsfaktoren Lyophilisat aus den 20 L
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Arbeitsvolumen gewonnen werden. Mit dem neu entwickelten Herstellungs- und
Aufarbeitungsverfahren durch die Integration des Aufreinigungsschritts in die
Fermentation konnte der Verfahrensablauf im Vergleich zu bisherigen Verfahren um
30 h verkirzt werden, was einer Zeitersparnis von 26,3 % entspricht. Der apparative
Aufwand wurde gleichzeitig reduziert, da ein bisher bendtigter Filtrationsprozess in
dem neuen Verfahren entfiel. Die Resultate der massenspektrometrischen
Untersuchungen von aufgereinigten Nodulationsfaktoren aus einem herkémmlichen
Satzprozess und Fermentationen mit zugeschalteter Adsorptions-Kolonne belegten,
dass von S. meliloti 1021pEK327 in beiden Verfahren das gleiche Molekul-Spektrum
an Nodulationsfaktoren gebildet wurde.

Die Reduktion des Wachstums und der verstarkte Schutzmantel aus
Exopolysacchariden erhoht fir S. meliloti LPU63 seine Uberlebenswahrscheinlichkeit
unter ungunstigen Umweltbedingungen im Boden. Durch seine verstarkte
Exopolysaccharid- und Nodulations-Faktorensynthese verbessert S.meliloti LPU63
aulRerdem die Chancen bei der Etablierung einer Symbiose mit der Luzerne und
sichert Bodenbakterien dieses Stamms damit einen Wettbewerbsvorteil gegentber
anderen Sinorhizobien. Im Hinblick auf die Anwendung in der Landwirtschaft besitzt
dieser Stamm zudem eine hohe Stickstofffixierungsleistung (Segundo et al., 1999)
und ist somit ein potenzieller Kandidat fur die Starter-(Inokula-)kulturen, die auf
sauren Ackerbdden eingesetzt werden kdnnen.

Die hohe Exopolysaccharidsynthese und Agglomeration bei der
Zulaufkultivierung in Melassemedien kdnnten sich als vorteilhaft bei der Ausbringung
von S. meliloti LPU63 Starterkulturen auf den Ackerboden erweisen, da der gebildete
Schleimmantel um die Zellen die Bodenbakterien vor verschiedenen Stressfaktoren
wie Saure und Trockenheit schitzt und die gebildeten Bakterienaggregate die
Uberlebenswahrscheinlichkeit im Boden verbessern. Mit einer Optimierung der in
dieser Arbeit gezeigten Zuflutterungsstrategien in Zulaufkultivierungen von S. meliloti
LPU63 im Melassemedium konnte nach den vorliegenden Ergebnissen die
Produktivitat des Prozesses weiter gesteigert werden (Wang et al., 1999). Es bleibt
dabei nachzuweisen, ob es bei den bereits erreichten Zelldichten von bis zu
N = 4,440 cfuxL™? in den Zulaufkultivierungen von S. meliloti mit Melassemedien
zu einem ,quorum sensing“ kommt, und ob ein solcher Effekt noch hdhere
Biomasseausbeuten verhindern wirde.

Weitere Untersuchungen muissen den Nachweis erbringen, ob durch die
Sauerstoff limitierenden Bedingungen bei der Satzkultivierung von S. meliloti
1021pEK327 die Synthese von Nodulationsfaktoren gesteigert wurde und ob es zu
einer Produkt-Inhibierung der Nodulationsfaktoren-Synthese bei S. meliloti
1021pEK327 auf Grund der hohen Konzentrationen an Lipochitooligosacchariden in
den Zellen und im Medium kommt. Mit einer groRer dimensionierten Glassaule, die
im Wirbelschichtbetrieb die 3 —4-fache Menge an Adsorbens aufnehmen kann,
lieRen sich nach den Resultaten dieser Arbeit die Ausbeuten der
Lipochitooligosaccharide aus einem laufenden Satzprozess zur Gewinnung von Nod-
Faktoren mit einer integrierten Wirbelschichtkolonne noch erheblich steigern.
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7 Anhang

7.1 Programme zur Steuerung der Zufutterungspumpe beim Infors-
Fermenter

Zufltterung Uber das Steuerungssignal der Saurepumpe

#0, init

acid pump.ct = on
base pump.ct = on
feed pump.ct = on
acid pump.v =0
base pump.v =0
feed pump.v =0
seq=1

ph.sp=6.8

#1, control

if (ph.v > ph.sp+0.1) {acid pump.sp=5 AND feed pump.sp = acid pump.v*0.25} else {acid
pump.sp =0 AND feed pump.sp =0}

if (ph.v <= ph.sp-0.1) {base pump.sp=2} else {base pump.sp =0}

Zufltterung tUber den pO,-Wert

1l Futterung Gber pO2

1l Wenn der pO2 unter den pO2-Setpoint féllt, springt die Regelung an.

1l Dann lauft die Feed-Pumpe mit 20 s/min sobald der pO2 wieder

1l Uber den pO2-Setpoint steigt.

1l Die RPM erhéht sich um 2% sobald der pO2 um 20% unter den pO2-Setpoint fallt.

#0, Initialisierung
po2.sp=50 //pO2-Setpoint

po2.ct=off //pO2-Regelung AUS

stirrer.sp=150 //Anfangsruhrerdrehzahl

feed pump.sp=0 //Pumpensetpoint , Sekunden pro Minute, die die Pumpe an ist

feed po2_st.v=0 /Variable zum Aktivieren der Feed-Regelung

seqg=1

#1, controll

if (po2.v < po2.sp) {seq=2}

if (po2.v < (po2.sp-20)) {stirrer.sp=stirrer.sp*1.02} /IRUhrerdrehzahl um 2%
erhdéhen

#2, control2

if (po2.v >= po2.sp) {feed pump.sp=20}else {feed pump.sp=0}

if (po2.v < (po2.sp-20)) {stirrer.sp=stirrer.sp*1.02} /[Ruhrerdrehzahl um 2%
erhohen

1/l #2,wait_5
1l if(seq_time>time(00:05)){seq=0}
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7.2 Verwendete Chemikalien

Alle in der nachfolgenden Tabelle 7.1 aufgeflihrten Chemikalien entsprechen
dem Reinheitsgrad p.A. (fir die Analyse), so fern sie nicht anders deklariert sind:

Tabelle 7.1 Auflistung der in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien

Chemikalie Hersteller Art.-/ Chargennr.
Aceton J.T.Baker 8002
Acetonitril (HPLC grade) Roth 8825.2
ACTH Sigma A-2407
Agar-Agar (f. biol. Zwecke) Roth 5210.2
Amberchrom® cg-161 ms TOSOHAAS 060700
Amberlite® XAD-2 pract. Rohm & Haas 391400000900
Ammoniumacetat J.T.Baker 0011
Ammoniumchlorid Fluka 09702
Angiotensin II, 98 % Sigma A-9525
Antischaummittel (Pluronic), techn. BASF PC 8100
Bernsteinsaure-Dinatriumsalz Sigma S-2378
Borsaure J.T.Baker 0055
Calciumchlorid-Dihydrat J.T.Baker 0504
Citronensaure-Monohydrat Merck 1.00244.1000
D-Biotin (Vit. H; f. biochem. Zwecke, > 98 %) GERBU lot 180199
2,5-Dihydroxybenzoesaure Sigma G-5254
Eisen-Ammoniumcitrat Sigma F-5879
Ethanol Roth 9065.2
Glutaminsaure-Mononatriumsalz Fluka 49621
Glutaraldehyd grade II, (25 % w/v in H,O) Sigma G-5882
Glycerin (> 99 %) Merck 4094
Harnstoff (Urea) J.T.Baker 0345
Hefeextrakt (f. biol. Zwecke) Oxoid L21
di-Kaliumhydrogenphosphat-Trihydrat Merck 105099
Kaliumhydroxid Roth 6751.1
Kaliumdihydrogenphosphat J.T.Baker 0240
Kaliumnitrat Merck 105063
Kaliumsulfat-Heptahydrat Merck 105153
Kobaltsulfat-Heptahydrat Merck 102556
Kristallviolett (Hexamethylen- Merck 101408
Pararosanilinchlorid; > 98 %)

Kupfersulfat-Pentahydrat Merck 102790
Luteolin (> 90 %) Roth 9046.1
Magnesiumchlorid-Hexahydrat J.T.Baker 0163
Magnesiumsulfat-Heptahydrat J.T.Baker 0168
Mangansulfat-Monohydrat Merck 105963
D-Mannit Riedel de Haen 15719
Megabond Elut C18 Analytichem Int.  1225-6015
Methanol (HPLC-grade) Roth 4627.2
Natriumchlorid Baker 0278
Natriummolybdat-Dihydrat Merck 106521
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Tabelle 7.1 Fortsetzung

Chemikalie

Hersteller

Art.-/ Chargennr.

ortho-Phosphorsaure (87 %)
D-Panthotenséaure-Calciumsalz (> 98 %)
Bakerbond Phenyl SPE

Polygoprep 100-30C;g

Substance P

Streptomycin-Sulfat (Pharmac. grade)
Tetra-N-Acetyl-Chitotetraose
Tetrazyklin-Trihydrat (> 98 %)
Thiaminhydrochlorid (Vit. B1; > 98 %)
ToyoPearl®-Phenyl 650M
Tri-N-Acetyl-Chitotriose
Trypton-Extrakt (f. biochem. Zwecke)
Zinksulfat-Heptahydrat

Riedel-de-Haen
Fluka

J.T.Baker
Macherey-Nagel
Sigma

GERBU
Seikagaku
Fluka

GERBU
TOSOHAAS
Seikagaku
Sigma

Merck

7.3 Verwendete Gerate, Materialien und Ausristung

04107
21210
7095-09
711032.100
S-6883
1121
400423
87128

lot 190199
14477
400412
T-1503
108883

In der Tabelle 7.2 auf den folgenden Seiten sind die in dieser Arbeit

verwendeten Gerate,

Materialien
Verbrauchsmaterialien wie Petrischalen,

und Ausristungen
Eppendorf-Reaktionsgefalle, Einmal-

aufgefuihrt. Standard-

Kunstoffkiivetten, Einmal-Kantlen, Sterilfilter u.a., die im Rahmen dieser Arbeit von
verschiedenen Herstellern bezogen wurden, sind in dieser Tabelle nicht aufgefihrt

Tabelle 7.2 Liste der in dieser Arbeit verwendeten Gerate, Materialien und Ausristungen
Gerat Hersteller Ser.Nr./Typ-Bezeichn.
Autoklav - grof3 Zirbus VST 50/70
- klein KSG KSG 112
Blockthermostat Kleinfeld BT 100
Digitalkamera Olympus C-2000 Zoom
Druckaufnehmer WIKA 891.13.500
Druckmessumformer WIKA Tronic Line
Edelstahl-Speichertank Thielmann 2063424
Exsikkator Glaswerk Wertheim 5L
Exzenterschuittler | (fur Kolben) B. Braun Biotech Int. Certomat R
Exzenterschuttler Il (fir Kolben) New Brunswyk Innova 4300
Fermenter MBR Lab7L
MBR Lab30L
-Fermentersteuerung MBR IMCS 2000
-steuerungsoftware MBR Caroline 2
Fraktionssammler Ferm. Gilson FC 204
Gefriertrocknungsanlage Christ Beta 1-8K
Gefrierschrank | (-80°C) Revco ULT1786-5-VUA
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Tabelle 7.2 Fortsetzung
Gerat Hersteller Ser.Nr./ Typ-Bezeichn.
Gefrierschrank Il (-30°C) Privileg Senator
Glasflaschen f. HPLC,- weil3 Techlab 910005006
,- braun  Techlab 910005007

-Septen Techlab 910005010

-Deckel Techlab 910005009
Glassaule QVF BF 1,5 500

-konische Adapterflansche Eigenbau mechanische
oben und unten, Edelstahl Werkstatt, Universitét

Auslass: je 8 mm |.D.
HPLC1-Autosampler

HPLC1-Datenerfassungseinh.

HPLC1-Degasser

HPLC1-Dynamische Mischstat.

HPLC1-Fraktionssammler |
HPLC1-Fraktionssammler I
HPLC1-Pumpe
HPLC1-Software
HPLC1-Steuereinheit
HPLC1- UV-vis Detektor
HPLC2-Pumpeinheit
HPLC2-UV-vis Detektor
HPLC2-Probenaufgabeventil
HPLC2-Software
HPLC-Probeschleifen

HPLC-Saulen
- RP-18 endcapped
- Vertex-Leersaule
- Glas-Leersaule
Koloniezahler
Kihlbad
-steuerung
Magnetrihrer |
Magnetruhrer Il
Massenspektrometer
Mikro-Kugelfallviskosimeter
Mikroskop
-Videokamera
-Bilderfassung
pH-Elektroden

pH-Meter
Photometer

Bielefeld
Spark
Autochrom
ERMA
Knauer
Gilson
BioRad
Irika
Autochrom
Autochrom
Applied Biosystems
Beckman
Beckman
Rheodyne
Beckman
Rheodyne

Knauer-Merck
Knauer

Latek

Bioblock Scientific
Julabo

Julabo
IKA-Labortechnik
IKA-Labortechnik
Bruker Biflex™iI
Haake

Olympus

JvVC

Hauppauge
Mettler Toledo
Mettler-Toledo
Methrom
Pharmacia
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Marathon 810.990
CSI-160-256-I
ERC-3612

28909

FC 205

2128

S871

Apex 625-4, Vers. 2.06

CIM-114-3

API 757

126

166
7010-RI-6-Kanal
System Gold
7125 RL (20 L)
7135 RL (100 ni)
7145 RL (200 ni)

B6-Y-248

A-12

M2-48

50971

F10

HC

IK Mag REO
IKHTR 8068
Br 1562-2
284-0001

BX 40
TK-C1381E6
Win TV 32 Vers.
Inlab 412
InLab 423

691

Biochrom 4060
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Tabelle 7.2 Fortsetzung

Gerat

Hersteller

Ser.Nr./ Typ-Bezeichn.

Pipettierhilfen
-1-20 nL
- 20-200
- 200-1.000 nL

Polyamidgewebe

Reagenzglas-Exzenterschuttler

Reinraumwerkbank
Reinstwasseranlage
Rotationsverdampfer
-Heizelement
-Vakuumpumpe
Schlauchpumpe
-Schlauch
Schlauchpumpe
Schlauchpumpe
-Schlauch
Schlauchpumpe
-Schlauch
Silikonschlauch
Tischfermenter 1

-Datenubertragungseinh.
-Steuerungssoftware

Tischfermenter 2

-Steuerungssoftware

Tischfermenter 3

Tribungsmessgerat
-Messsonde

Ultrafiltrationseinheit
-Filterkassetten

Ultraschallwasserbad

Vorratsflasche (Kunststoff)

Vortex-Mixer
Waagen

Wasserbad
Zahnradpumpe
-Steuereinheit
-Keypad
Zentrifuge 1
Zentrifuge 2

Gilson/Abimed
Gilson/Abimed
Gilson/Abimed
Spoérl GmbH

IKA Labortechnik
Clean Air Woerden
Seral

RESONA Technics
RESONA Technics
KNF

Heraeus

Pharmed

LKB Pharmacia
Ismatec

Karmann & Ellerbrock

Ismatec
Ismatec

Karmann & Ellerbrock

B.Braun Biotech Int.
B.Braun Biotech Int.
B.Braun Biotech Int.
Infors HT

Infors HT

New Brunswyk
Aguasant
Aguasant

Pall Filtron

Pall Filtron

Bandelin
Nalge
Bender&Hobein
Kern

Kern
Mettler
Mettler
Julabo
IWAKI
LUST
LUST
SIGMA
Eppendorf
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Pipetman® P20
Pipetman® P200
Pipetman®* P1000
PA-150/ 38

KS 125

DLF/RS4

Seralpur Pro 90CN
S-300

S-200

726.3 FT 18
Pericor SR1.5000
NSF-51

FP-50

MC-MS CA4/8
I1x1mm
MV-Ca/04
Ismapren (2.54 1.D.)
3x1mm

Biostat B 2L
MFCS/win IFB RS-422
MFCS-win 2.0
LABFORS 2L
Windows IRIS NT
Bioflow C 30

AS82

AF 44S
Centrasette
0OS005C05

(5kDa MWCO)
RK106S Sonorex
228722343

Genie 2

822-65

822

AE 260 Deltarange
PM 34-K Deltarange
HC5/9
MDG-M456B
Smartdrive VF 1000
KP100

6 K-10

5415C
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7.4  Abkirzungen

Abklrzung Bedeutung

ac aul3erer Cortex

ACP Acyl-Carrier-Protein

ADP Adenosindiphosphat

ADS Adsorbens

AHL Acyl-homoserin-lacton

AMP Adenosinmonphosphat

AN Acetonitril

APS Adenosin-5‘-phosphosulfat

ATP Adenosintriphosphat

ATR Adaptive Acid Tolerance Response (Adaptive
Sauretoleranzantwort)

AUS Australien

bv biovar

Biom Biomasse

BNF (Biological Nitrogen Fixation) Biologische Stickstofffixierung

BR Brasilia

CE Clemente Estable (Forschungseinrichtung in Montevideo (ROU))

cfu colony forming units (Lebendzellzahl)

cmc critical micellar concentration (kritische Mizellbildungs-
konzentration)

COSs Chitooligosaccharide

D Deutschland

DHB Dihydroxybenzoesaure

DNA Desoxyribonukleinséaure

EPS Exoploysaccharide

EPSI Succinoglucan

EPSII Galactoglucan

eq Index fur Gleichgewicht

EtOH Ethanol

GIcNAC N-Acetyl-Glucosamin

HMW High Molecular Weight (hochmolekular)

HPLAC High Performance Liquid Affinity Chromatography
Hochleistungs-Flissig-Affinitditschromatografie

HPLC High Pressure Liquid Chromatography
(Hochleistungs-Flussigchromatografie)

ic innerer Cortex

ID Innendurchmesser

kdo Keto-Deoxy-Oktuluronsaure

konst konstant

KPS Capsular Polysaccharide (Kapsulares Polysaccharid)

Lb Leghdmoglogin

LB Leitbindel

LCOS Lipochitooligosaccharide

LDF linear driving force (lineare Triebkraft)

[ links

LMW Low Molecular Weight (niedermolekular)

In Logarithmus naturalis
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Abklrzung Bedeutung

LPS Lipopolysaccharide

LPU La Plata Universidad

Lut Luteolin

MALDI Matrix Assisted Laser Desorption / lonisation

Mbp Megabasenpaare

MB Megabytes

Mel Melassemedium

MeOH Methanol

MES 3-[N-Morpholino]-Ethansulfonséure]

MGT Mean Generation Time (mittlere Verdopplungszeit)
Min Minimalmedium

Mio Million

MMM Mannitol-Minimal-Medium

MOPS 2-[N-Morpholino]-Propansulfonsaure]

MS Massenspektromet-(er)-rie

MSE Malt Sprout Extract (Malzkeim-Extrakt)

Mt Metric Tons (Metrische Tonnen: Gewichtseinheit)
MW Molecular Weight (Molmasse)

MWCO Molecular Weight Cut-Off (Molekulare Ausschlussgrenze)
Nod Nodulation

NTA Nitrilotriessigsaure

ODsgp Optische Dichte bei 580 nm

pA pro analysis (fur die Analyse)

PAPS 3'-Phosphoadenosine-5‘Phosphosulfat

PC Personal Computer

PCR Polymerase Chain Reaction (Polymerase-Kettenreaktion)
pH Potentium Hydrogenium (Waserstoffionenaktivitat)
pO, Sauerstoffpartialdruck

pSym-a (pSym)
pSym-b (pEx0)
RA

re

REM
Rhiz.spec.
Rm

RNA

RP

ROU
rRNS

RNS

RP

RSA

Sm

Sm

SPE

spec
SSuU

Tet

TFA

Megaplasmid 1 (Sinorhizobium meliloti)
Megaplasmid 2 (Sinorhizobium meliloti)
Repulica Argentina

rechts

Rasterelektronenmikroskop(-ie)
Rhizobium species

(Sino)-Rhizobium meliloti
Ribonukleinsaure

Reversed Phase (Umkehrphase)
Republica Oriental Uruguay
ribosomale Ribonukleineséure
Ribonukleinesaure

Reversed Phase (Umkehrphase)
Rinderserumalbumin

Sinorhizobium meliloti

Streptomycin

Solid Phase Extraction (Festphasenextraktion)
species (Art)

small subunit (kleine Untereinheit der rRNS)
Tetrazyklin

Trifluoressigsaure
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Abklrzung Bedeutung

ToF Time of Flight (Flugzeit Massenspektrometrie)

TY Trypton-Yeast (Trypton-Hefe-Extrakt)

UDP Uridindiphosphat

uN Uber Nacht

uv Ultraviolett

vis visible (sichtbar)

w-t Wildtyp

YEM Yeast Extract Mannitol Medium (Standardmedium fir Rhizobien)
ZTM Zelltrockenmassekonzentration

75 Verwendete Formelzeichen

Dimensionszeichen

M Masse

L Lange

N Stoffmenge

T Zeit

E Energie

Q Temperatur

Formelzeichen Bedeutung Dimension
A Peakflache L2
As aul3ere Oberflache (Stoffaustauschflache) L2

ay volumenbezogene aulRere Oberflache Lt

c Konzentration N3
Co Anfangskonzentration (t =0) N3
Ceq Konzentration im Gleichgewicht N%3
CNF Konzentration an Nod-Faktoren N3
CNF.eq Konzentration an Nod-Faktoren i. Gleichgew. Nx
CLf Konzentration freier Liganden N3
CLb Konzentration gebundener Liganden N3
Cr Konzentration am Kornrand N3
Ct Konzentration zum Zeitpunkt t N 3
d Grenzfilmdicke L

D Raumgeschwindigkeit T!
Deff Effektiver Diffusionskoeffizient im Korn L2t
D, Diffusionskoeffizient (fliissige Phase) L2t
Ds Durchmesser der Saule L2

dp Partikeldurchmesser L2

e Lickengrad

) Lickengrad des Festbetts

f Expansion
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Formelzeichen Bedeutung Dimension
feq Beladungsverhéltnis i. Gleichgewicht
DGags molare freie Enthalpie der Adsorption EN

g Erdbeschleunigung L2

h dynamische Viskositat Mt
h Hohe der Wirbelschicht in der Saule L

ho Hohe des Festbetts in der Saule L

CHags molare Adsorptionsenthalpie ExN?

Ky wachstumsunabh. Proportionalitatsfaktor

K1 ord Geschwindigkeitskonstante Prozess 1. Ordn. ---

ko wachstumsabh. Ptroportionalitatsfaktor

Kads Geschwindigkeitskonstante f. Adsorption

Kdes Geschwindigkeitskonstante f. Desorption

K Konstante fiur Adsorptionsgleichgewicht

K Konstante fiir Mess. der dyn. Viskositét L4372
Ks Affinitdtskonstante limitierendes Substrat N3
Mma Masse des Adsorbens M

Ms Koeffizient des Erhaltungsstoffwechsels

m spezifische Wachstumsgeschwindigkeit T!

Nihax maximale spez. Wachstumsgeschwindigkeit Tt

n Richardson-Zaki-Koeffizient

n Stoffmenge des Adsoprtivs N

n molare Stoffstromdichte NS 1x2
Ne molare Stoffstromdichte in der Fliissigkeit NS 12
Nk molare Stoffstromdichte im Korn N 12
N molarer Stoffstrom NSt
no Verdopplungsgeschwindigkeit T!

P Produktkonzentration N% 3

Pr Produktivitat N3t
p spez. Produktbildungsgeschwindigkeit T!

q Beladung N2
db Konzentration belegter Platze N
Ob,eq Konzentration belegter Platze i. Gleichgew.  NM™
Qmax Beladungskapazitat N2

ar Beladung radiale Position N2
Js spez. Substratverbrauchsgeschwindigkeit T!

O Beladung zum Zeitpnkt t N

r Dichte M3

re Dichte der Fliissigkeit M3

rk Korndichte Mx3

re Dichte Partikel Mx3
Re Reynolds-Zahl

r Radius L

Fads Beladungsgeschwindigkeit N<t

Ik Radius des Adsorbens-Korns L

p Produktbildungsgeschwindigkeit M3
I'v.ads Reaktionsgeschw. Adsorption / Desorption ~ NX?
rv.s volumenbez. Substratverbrauchsgeschw. M3
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Formelzeichen Bedeutung Dimension
I'v.X volumenbez. Wachstumsgeschwindigkeit M 357t
'x Wachstumsgeschwindigkeit Mt

S Konzentration limitierendes Substrat N3

So Startkonzentration limitierendes Substrat N3
CBads molare Entropie der Adsorption ENTQ?
S Standardabweichung

T absolute Temperatur Q

t Zeit T

to Startzeitpunkt T

tr Startzeitpunkt Fermentation T

to Verdopplungszeit T

O Zeitdifferenz T

t Raumzeit T!

UF Umrechnungsfaktor M43

u lineare Strémungsgeschwindigkeit L3t

uL Lockerungsgeschwindigkeit L3t

ur Fallgeschwindigkeit L
Uy Austragsgeschwindigkeit L3t

\Y; Volumen L3

Ve Zwischenkornvolumen L3

Vi gesamtes zugangl. Flissigkeitsvolumen L3

Vp Gesamtporenvolumen L3

VR Leervolumen Rohr L3

VR Arbeitsvolumen Bioreaktor L3

Vs Gesamtvolumen Feststoff (inklusive Poren) L3

\Y; Volumenstrom L3q2

v Volumenstromdichte L3252
X Biomassekonzentration N3
Xo Biomassekonz. Ende Anpassungsphase N3

Xt Biomassekonzentration zum Zeitpunkt t N3
Yxis Ausbeutekoeffizient, bez. auf das Substrat NN
Y'yis wahrer Ausbeutekoeffizient BV
Yepis Produktausbeutekoeffizient, bez. a. Substrat NN
Yeix Produktausbeutekoeffizient, bez. a.d. Biom. NN*
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