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Einleitung -1-

1 Einleitung

Bei der industriellen Herstellung von biotechnischen Massenprodukten wie Enzymen oder
Aminoséuren treten fiir den Fall, dass die Biomasse nicht das gewiinschte Produkt darstellt,
Biomassenabfille auf. In der Praxis existieren fiir deren Entsorgung verschiedene betriebliche

Strukturen.

Seit dem 27. September 1994 ist im Gesetz zur Forderung der Kreislaufwirtschaft und Siche-
rung der umweltvertraglichen Beseitigung von Abfillen (Kreislaufwirtschafts- und Abfallge-
setz) die Forderung der Kreislaufwirtschaft zur Schonung der natiirlichen Ressourcen und die
Sicherung der umweltvertraglichen Beseitigung von Abfillen vorgeschrieben. Nach § 4 sind
Abfille generell zu vermeiden, insbesondere durch die Verminderung ihrer Menge und
Schéadlichkeit. Dartiber hinaus sollen solche Abfille stofflich verwertet oder zur Gewinnung
von Energie zu genutzt werden. Eine geeignete Mafinahme zur Vermeidung von Abfallen ist
insbesondere die anlageninterne Kreislauffilhrung und die abfallarme Produktgestaltung. Die
stoffliche Verwertung beinhaltet die Substitution von Rohstoffen durch das Gewinnen von
Stoffen aus Abfillen (sekundére Rohstoffe) sowie die Nutzung der stofflichen Eigenschaften
der Abfille fiir den urspriinglichen Zweck oder fiir andere Zwecke mit Ausnahme der unmit-
telbaren Energieriickgewinnung. Eine stoffliche Verwertung liegt vor, wenn nach einer wirt-
schaftlichen Betrachtungsweise, unter Beriicksichtigung der im einzelnen Abfall bestehenden
Verunreinigungen, der Hauptzweck der Mallnahme in der Nutzung des Abfalls und nicht in
der Beseitigung des Schadstoffpotentials liegt. In § 5 werden die Grundpflichten der Kreis-
laufwirtschaft genannt. Es heift hier u. a., dass die Verwertung von Abfillen Vorrang vor
deren Beseitigung hat. Eine der Art und Beschaffenheit des Abfalls entsprechende hochwerti-

ge Verwertung ist anzustreben.

Im Sinne eines produktionsintegrierten Umweltschutzes (PIUS) fiihrt die betriebsinterne
Kreislauffiihrung eines Grof3teils der anfallenden Biomasse zur Schonung energetischer und
stofflicher Ressourcen. Zudem erdffnet die Nutzung von Stoffkreisldufen, durch die Reduzie-
rung von einzusetzenden Rohstoffen und die Verminderung der Abfallmengen, eine Verbes-

serung der Okonomie des Herstellungsprozesses.

Auch in Hinblick darauf, dass die weile Biotechnologie in den néchsten Jahren eine immer

stirke Rolle innerhalb der chemischen Industrie spielen und dadurch die Mengen an bakteriel-
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ler Biomasse ansteigen wird, bietet die Nutzung dieser als Rohstoff einen Beitrag zur Forde-

rung der Nachhaltigkeit von industriellen Herstellungsprozessen.

1.1 Ziel der Arbeit

Das generelle Ziel dieser Arbeit besteht darin, alternative Wege fiir die in der biotechnischen
Industrie anfallenden Abfallstrome an bakterieller Biomasse zu entwickeln. Die Idee ist,
durch den Aufschluss der Bakterien deren Inhaltsstoffe freizusetzen und in Form eines 16sli-

chen Lysates in den Fermentationsprozess als Mediumskomponente zuriickzufiihren.

Fiir die Untersuchungen sollen drei Organismen mit ganz unterschiedlichen Eigenschaften
herangezogen werden. Durch die Wahl der Stimme, der Medien und der Kultivierungsbedin-

gungen werden industrienahe und somit fiir die Praxis relevante Systeme untersucht.

Eines der Hauptziele der Arbeiten soll darin liegen, eine effiziente Methode fiir die Lyse des
jeweiligen Organismus zu finden. Dabei spielt neben den verfahrenstechnischen und 6kono-
mischen Anforderungen an das Lyseverfahren auch die Lysatqualitit eine Rolle. Wichtige
Faktoren fiir eine spitere mogliche industrielle Realisierung werden u. a. die effiziente Pro-
zessierung grofer Stoffstrome unter Einsatz eines Minimums an stofflichen und energetischen
Ressourcen sein. Aulerdem wird eine gleichbleibende Qualitét der Lysate und die daraus re-

sultierende reproduzierbare Prozessfithrung eine entscheidende Rolle spielen.

Die hergestellten Lysate sollen durch eine eingehende Lysatanalytik charakterisiert werden.
Im Vordergrund stehen hier die Bestimmung des Kohlenstoff- und Stickstoffgehaltes und die
Bestimmung des Aminosdurespektrums. Zahlreiche weitere Parameter werden die Analytik
auf Seite der Lysate abrunden. Innerhalb dieses Arbeitsblockes wird auch ein Vergleich mit

konventionell eingesetzten komplexen Substraten erfolgen.

Zur Uberpriifung der Eignung der Lysate als Mediumsbestandteil sollen zuniichst Kultivie-
rungen auf den jeweiligen Originalmedien durchgefiihrt werden. Durch eine genaue Auswer-
tung dieser Kultivierungen wird eine Beurteilungsgrundlage geschaffen, die einen Vergleich

mit Kultivierungen mit Lysat zulésst.
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AbschlieBend soll durch Kultivierungen mit Lysat, bei denen sowohl unterschiedliche Kom-
ponenten als auch deren Menge durch bakterielles Lysat ersetzt werden, der Einfluss dieses
Lysats auf wichtige ProzessgroBen wie spezifische Wachstumsgeschwindigkeiten, Produktivi-
titen oder Ertragskoeffizienten beurteilt werden. Der Einfluss des Lysateinsatzes soll dabei

iiber mehrere zyklische Riickfiihrungen verfolgt werden.
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2 Theoretischer Hintergrund

2.1 Mikrobielle Biomasseabfille und deren Entsorgung

Genaue Angaben iiber die Menge an anfallender bakterieller Biomasse bei fermentativen Pro-
zessen liegen nicht vor. Anhand der Jahresproduktion einiger wichtiger Produkte lésst sich
jedoch die Menge an anfallender Biomasse abschitzen. Tabelle 2.1 gibt einen Uberblick iiber
die Menge einiger biotechnisch hergestellter Produkte. Uber die Jahresproduktion von Enzy-
men wird in der Literatur keine Angabe gemacht. Der Marktwert aller Enzyme wird jedoch
mit 1,83 Milliarden Euro angegeben. Davon fallen 580 Millionen Euro auf die Waschmittel-
enzyme. Die Jahresproduktion der drei wichtigsten Aminoséduren liegt bei 2.230.000 Tonnen.
In der Literatur werden iiber Ertragskoeffizienten bei der Produktion von Aminosiuren keine
Angaben gemacht, so dass ein in dieser Arbeit ermittelter Wert fiir die Abschitzung des Bio-
masseautkommens herangezogen werden soll. Fiir die Herstellung der Aminosiure Threonin
durch satzweise Kultivierung eines E. coli-Stammes auf einem halbsynthetischen Medium
wurde fiir den Ertragskoeffizienten Yp/x ein Wert von 1 ermittelt. Somit ergibt sich rechne-
risch alleine fiir das Threonin ein Jahresautkommen an Biomasse von 30.000 Tonnen Biotro-
ckenmasse. Es ist jedoch davon auszugehen, dass der angegebene Ertragskoeffizient unter

Produktionsbedingungen weitaus hoher ausfallt und sich somit die Abfallmenge reduziert.

Tabelle 2.1: Jahresproduktion von ausgewidhlten durch fermentative Prozesse gewonnene

Produkte (Positionspapier der DECHEMA e. V. zur Weilen Biotechnologie, November 2004)

Produkt Jahresprqiiuktion
[ta”]
Aminosiuren
L-Glutamat 1.500.000
L-Lysin 700.000
L-Threonin 30.000
Séiuren
Zitronensiure 1.000.000
Essigsdure 190.000
Losungsmittel
Bioethanol >18.500.000
Vitamine
Ascorbinséure (Vitamin C) 80.000

Riboflavin (Vitamin B,) 30.000
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Genaue Angaben iiber die Art und Weise der Entsorgung dieser Biomassemengen lassen sich
in der Literatur nicht finden. Generell kann der Abfall entweder Deponien (Mangold et al.,
1994), nach Sterilisierung dem Abwasser (Muttzall, 1993; Atkinson & Mavituna, 1991), Tier-
futtermitteln als Supplement (Mangold et al., 1994), der Verbrennung (Mangold et al., 1994)
oder nach Kompostierung Diingemitteln (Schierl, 1995) zugefiihrt werden.

2.2 Alternative Wege zur Verwendung mikrobieller Biomasse-

abfille

In der Literatur finden sich einige Patente aus den 50er und 60er Jahren des letzten Jahr-

hunderts, die sich mit der Nutzung von Pilzmycelien beschéftigen.

Ein Patent aus dem Jahre 1951 (GB 649 818) beschreibt ein Verfahren zur Herstellung von
Streptomycin durch Streptomyces griseus unter Zugabe von Penicilliummycel in einer Kon-
zentration von 0,1 % - 5,0 % zum Produktionsmedium, welches Néhrsalze und eine assimi-
lierbare Kohlenstoffquelle enthalten muss. Dieses Verfahren wurde auch zur Gewinnung von

Riboflavin erfolgreich angewendet.

In einem Patent aus dem Jahre 1959 (DE 1 000 572) wird u. a. dargelegt, dass Schimmelpilz-
mycelien, die unter sauren Bedingungen partiell hydrolysiert wurden, sodass sie noch polyme-
re Geriist- und Inhaltsstoffe enthalten, sehr gute Ndhrboden fiir Mikroorganismen ergeben.
Dabei wurde nach der Lyse nur der 16sliche Anteil verwendet. Es musste keine weitere
Supplementierung mittels Nahrsalzen oder Kohlenstoffquellen erfolgen, was den Unterschied
zu dem bereits vorgestellten Patent aus dem Jahr 1951 darstellt. Als Ausgangsmaterial fiir die
Gewinnung der Hydrolysate werden Pilzmycelien, die bei der Produktion von Zitronenséure,
Itacon-, Gluconsdure sowie Penicillin anfallen, vorgeschlagen. Die Nachteile der vier vorge-
stellten Herstellungsverfahren sind der hohe zeitliche und apparative Aufwand, der Einsatz
von organischen Losungsmitteln wie Methanol und Dietyhlether und der Einsatz starker Siu-

ren und Laugen, was eine Anwendung im gro3en Mafistab ausschlief3t.

1968 lie3 sich die Farbwerke Hoechst AG ein Verfahren zur fermentativen Gewinnung des
Antibiotikums Moenomycin schiitzen (DE 1 247 549). Dazu wurden u. a. Mycelabfille von

verschiedenen Schimmelpilzen wie Penicillium- und Aspergillus-Arten, von Actinomyceten,
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Rhizopus-Arten, Hefen und anderen Mikroorganismen als Medium eingesetzt. Die Mycelien
dienten als alleinige Nahrstoffquelle und ersetzen sowohl die Kohlenstoft- als auch die Stick-
stoffquelle. Weiterhin enthielten sie alle fiir die Fermentation notwendigen Mineralstoffe,

Vitamine und Wuchsstoffe.

Aus einem weiteren Patent von 1968 (DE 1 467 764) iiber Verfahren zur fermentativen Her-
stellung von Antibiotika durch Streptomyces sp. werden mehrere Medien unter Zusatz von
Streptomyces-Mycel als Stickstoffquelle und Wuchststofflieferant genannt. Die Antibioti-

kumausbeute konnte dadurch deutlich gesteigert werden.

Uber die Herstellung von Silagen aus einem Gemisch von Schlempen bzw. Ablaugen und
Pilzmycelien durch den Zusatz von nisinbildenden Streptococcus lactis Bakterien berichtet
ein Patent aus dem Jahre 1961 (DE 1 103 735). Als geeignete Ablaugen werden z. B. die nach
Ausfillung der Zitronensiure anfallende Melasseschlempe und die Kristallisationsmutterlau-
gen der Calciumgluconatgewinnung genannt. Als Pilzmycellieferanten dienten Aspergillus-,

Rhizopus- und Penicillium-Stamme.

Weitere Literatur beschiftigt sich nicht mit der Verwertung der anfallenden mikrobiellen
Biomasse, sondern mit dem Recycling von Kulturiiberstinden. Das grof3te Problem hierbei ist
die Gefahr der Akkumulation von inhibierend wirkenden Substanzen, die sich negativ auf das
Wachstum und/oder die Produktbildung auswirken (Hsiao et al., 1994). Solche Inhibitoren
konnen entweder einzelne Komponenten des Mediums oder bei komplexen Substraten Be-
standteile dieser Komponenten sein. Auflerdem kénnen Inhibitoren wihrend der Kultivierung

in das Medium abgegeben oder durch Zelllyse freigesetzt werden.

Babu (Babu & Panda, 1990) berichtet tiber die Mdglichkeit Kulturiiberstinde, die bei der Pro-
duktion der Penicillin-Amidase, ein wichtiges Enzym zur Herstellung von Penicillinen, durch
Escherichia coli NCIM 2400 anfallen, in den Fermentationsprozess zuriickzufithren und dabei
den Bedarf an Prozesswasser und die anfallende Menge an Abwasser um 40 % bis 60 % zu

reduzieren.

Bei der fermentativen Lipidgewinnung durch Apiotrichum curvatum in einem definierten Me-
dium kann nach Hsiao (Hsiao et al., 1994) 64 % des Abwassers durch Recycling des Fermen-

tationsiiberstandes eingespart werden. AuBBerdem konnte der Einsatz des Wassers bei der Me-
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diumsvorbereitung auf 25 % gesenkt werden. Sieben zyklische Riickfiithrungen blieben ohne
negativen Einfluss auf das Wachstum und die Lipidproduktion. In einem weiteren Artikel
berichtet Hsiao (Hsiao & Glatz, 1996) dariiber, dass bei der L-Lysin Produktion durch Cory-
nebacterium glutamicum ATCC 21253 in einem definierten Medium 75 % des Wasser-
verbrauches durch Riickfiihrung des Uberstandes eingespart werden konnte. Dies hatte bei
drei aufeinander folgenden Fermentationen weder negativen Einfluss auf das Wachstum noch

auf die L-Lysinbildung.

Lu (Lu et al., 2003) entwickelte ein repeated fed-batch Verfahren zur Produktion von Ethanol
mit der Hefe Saccharomyces cerevisiae Y002, bei der fast 100 % des Wassers durch Kultur-
iiberstand ersetzt werden konnte. Dabei wurden nach beendeter Fermentation durch einen
Filtrationsschritt und anschlieBender Evaporation die Zellen unldsliche Inhibitoren und der
Ethanol aus dem Uberstand entfernt. Der Uberstand wurde dann in ein VorlagegefiB iiber-
fiihrt und diente dort als Losungsmittel fiir die Medienkomponenten. Uber 25 Riickfiihrungen

wurde keine Verschlechterung der wichtigsten Prozessgroflen beobachtet.

Bei den bisher aufgefiihrten Beispielen fiir die alternative Verwendung mikrobieller Biomasse
ist die Umsetzung in grofStechnisch anwendbare Prozesse fraglich und auch nicht belegbar. Im
Folgenden sollen drei Beispiele fiir die Nutzung von mikrobieller Biomasse im industriellen

Mafstab zur Gewinnung von Produkten vorgestellt werden.

Das bekannteste Verfahren zur Nutzung von Biomasseabfillen im groBBen Malstab ist die
Herstellung von Hefeextrakt aus Saccharomyces cerevisiae. Die Biomasse stammt hauptséch-
lich aus dem Brauereiwesen (Kelly, 1986). Ein Teil der bei der Bierherstellung anfallenden
Biomasse wird im Prozess zum Animpfen einer neuen Fermentation ben6étigt, jedoch bleiben
etwa drei Viertel der Biomasse als Abfallprodukt erhalten. Eine weitere Rohstoffquelle fiir die
Herstellung von Hefeextrakt sind Fermentationen auf Melasse, die das alleinige Ziel der Bio-
massebildung haben (Baltes, 1970). Neben seiner Anwendung als Bestandteil zahlreicher
Medien in der Biotechnologie findet Hefeextrakt hauptsdchlich in der Lebensmittelindustrie

als Bestandteil von Fertigprodukten Verwendung.

Diller gibt drei verschiedene Verfahren zur Herstellung von Hefeextrakt an: Autolyse, Plas-
molyse und Hydrolyse (Diller, 1941). Die genauen Parameter der Verfahren sind nicht be-
kannt. Wichtige Faktoren sind der pH-Wert, die Temperatur und die Inkubationszeiten. Nach
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Kelly gibt es jedoch einen grundsétzlichen Ablauf bestehend aus Plasmolyse, Autolyse, Pas-
teurisation, Klarung und Konzentrierung (Kelly, 1986). Wahrend der Plasmolyse werden die
Zellen aufgeschlossen und inaktiviert, deren Enzyme bleiben jedoch katalytisch aktiv. Die
Zugabe von Salzen oder organischen Losungsmitteln ist moglich (Uhlig, 1991). Wéhrend der
anschlieBenden Autolysephase erfolgt der Abbau der Zellbestandteile durch zelleigene Enzy-
me wie 1,3- und f1,6-Glukanasen, Proteasen, Mannanasen und Nukleasen (Middelberg,
1995). Eine zusitzliche Zugabe der Protease Papain kann die Autolyse unterstiitzen (Kelly,
1986). Die Pasteurisation fiihrt zum Abtoten vegetativer Zellen und zur Inaktivierung der En-
zyme. Durch die Klarung werden unldsliche Bestandteile abgetrennt, und durch die Konzent-

rierung wird das fertige Endprodukt erhalten.

Ein weiteres Beispiel flir die industrielle Nutzung von Biomasse stammt von der norwegi-
schen Firma Norferm AS. Diese stellte mit Hilfe eines Schlaufenreaktors unter Nutzung von
Methan aus Methylococcus capsulatus-Biomasse verschiedene Produkte fiir die Lebensmittel-
und Futtermittelindustrie her. Die Kapazitit der Anlage lag bei 8000 Tonnen Biomasse pro

Jahr. Seit Mérz 2006 ist der Betrieb jedoch eingestellt.

Kircher und Pfefferle (Kircher & Pfefferle, 2001) beschreiben ein Verfahren zur Herstellung
eines lysinhaltigen Futtermitteladditivs (Biolys“60) auf Basis der Kultivierung von Coryne-
bacterium glutamicum. Dabei wird die gesamte anfallende Biomasse mit in das Endprodukt
integriert. Nach beendeter Fermentation wird die Kulturbrithe konzentriert und anschlieend
granuliert. Das einzige Abfallprodukt ist das anfallende Kondensat aus dem Konzentrations-

und Granulierschritt.

Bei den folgenden Beispielen wurden aus bakterieller Biomasse Lysate gewonnen, die als
Mediumsbestandteil in den Ursprungsprozess zuriickgefiihrt wurden. Dieser Umstand steht im
klaren Gegensatz zu den am Anfang des Kapitels vorgestellten Verfahren zur Nutzung von

Pilzmycelien, die ausschlieBlich in anderen Prozessen als Nahrstoffquelle dienten.

Durch Schierl (Schierl, 1995) konnte gezeigt werden, dass sich aus der Biomasse des Escheri-
chia coli-Stammes MM294 durch Autolyse ein Extrakt gewinnen lieB, der in einem halbsyn-
thetischen Medium bei der Kultivierung des gleichen Stammes zu einer erhohten Produktivi-

tit bezogen auf die Biomasse fiihrte. Neben dem vollstindigen Verzicht auf konventionelle
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Stickstoffquellen konnte teilweise auch der Einsatz der Kohlenstoff- und Thiaminquelle ver-

ringert werden. Die Abfallmengenreduzierung betrug bis zu 87 %.

Menssing (Menssing, 1996) arbeitete wihrend seiner Untersuchungen zur Extraktherstellung
aus bakterieller Biomasse mit den Escherichia coli-Stimmen DH5a und MM294. Er stellte
eine Abhéngigkeit der Autolyse vom physiologischen Zustand der Zellen zum Zeitpunkt der
Zellernte, der Lagerungszeit und der Lagerungsform fest. Die Autolyse fiihrte zu einer maxi-
malen Abfallmengenreduzierung von 76 %. Wachstumsversuche auf definierten und halbsyn-
thetischen Medien fiihrten zu einer niedrigeren Biomassebildung im Vergleich zu konventio-
nellem Hefeextrakt und Caseinpepton. Als Grund wurde der niedrigere Gehalt an organischen

Verbindungen in den E. coli-Extrakten angegeben.

Eine weitere interessante Arbeit auf dem Gebiet der Extraktgewinnung aus bakterieller Bio-
masse und ihrer Riickfiihrung in den urspriinglichen Fermentationsprozess stammt von Risse
(Risse, 1998). Die Arbeiten wurden mit einem Bacillus licheniformis-Wildtypstamm, ein Pro-
duzent der alkalischen Protease Subtilisin Carlsberg, durchgefiihrt. Verschiedene Lyseverfah-
ren wie Plasmolyse, Autolyse und enzymatische Lysen unter Einsatz von Proteasen und Ly-
sozym fiihrten zu Lysegraden von bis zu 97 %. Wachstumsversuche zeigten die Eignung der
Lysate als Ersatz fiir konventionelle Extrakte wie Caseinpepton und Hefeextrakt. Aulerdem
erfolgten Wachstumsversuche mit der Hefe Hansenula polymorpha, Escherichia coli und
Klebsiella planticola. Alle Organismen zeigten keine negativen Auswirkungen auf das
Wachstum bei Kultivierung auf Medium mit Bacillus-Lysat. Ein besonderes Augenmerk wur-
de auf den Einfluss des Lysateinsatzes auf die Bildung der alkalischen Protease gelegt. Es
konnte gezeigt werden, dass das Lysat auf die alkalische Proteasebildung nicht repressiv wirk-

te.

2.3 Zusammensetzung bakterieller Biomasse

Neben dem Lyseverfahren spielt die Zusammensetzung der bakteriellen Biomasse eine ent-
scheidende Rolle fiir die Qualitit des Lysates. Beide Faktoren entscheiden dariiber, welche

Komponenten in welcher Form das hergestellte Lysat enthilt.
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Tabelle 2.2 gibt zuniichst einen Uberblick iiber die Elementarzusammensetzung bakterieller
Biomasse. Der Kohlenstoff ist mit 50 % das am héufigsten auftretende Element der

Bakterientrockenmasse, gefolgt vom Sauerstoff und Stickstoff.

Tabelle 2.2: Elementarzusammensetzung bakterieller Biomasse, Angaben in Prozent des Tro-

ckenstoffes (%TS)

Elementarzusammensetzung bakterieller Biomasse

Doran, Falbe & Regitz, Chmiel, Schlegel,

Quelle

1995 1992 2005 1992
C 50,0 50,0 46,0 - 52,0 50,0
0) 20,0 20,0 k. A. 20,0
N 14,0 14,0 10,0 - 14,0 14,0
H 8,0 8,0 k. A. 8,0
P 3,0 3,0 2,0-4,0 3,0
S 1,0 1,0 0,2-1,0 1,0
K 1,0 1,0 k. A. 1,0
Na 1,0 1,0 0,5-1,0 k. A.
Ca 0,5 0,5 0,01-1,10 0,5
Mg 0,5 0,5 0,1-0,5 0,5
Cl 0,5 0,5 k. A. k. A.
Fe 0,2 0,2 0,02 - 0,20 0,2
Mn k. A. k. A. 0,001 - 0,010 k. A.
Rest 0,3 k. A. k. A. k. A.

k. A.: keine Angabe

Da fiir ein Substrat weniger die elementare Zusammensetzung, sondern die Verfiigbarkeit der
Inhaltsstoffe eine Rolle spielt, zeigt Tabelle 2.3 den Anteil der wichtigsten Gruppen von
Biomolekiilen an der bakteriellen Biotrockenmasse. Der Wassergehalt von Bakterien wird mit
Werten zwischen 70 %TS und 85 %TS angegeben. Die mengenmiBig am hiufigsten auftre-
tende Gruppe ist die der Proteine. Sie macht 40 %TS - 70 %TS des Trockenstoffs der Bakteri-
enzelle aus. Nukleinsduren, die sich in die Fraktion der DNA und RNA aufspalten, sind die
am zweit hdufigsten auftretende Gruppe, wobei die RNA innerhalb dieser Gruppe stirker ver-
treten ist. Die Zellwand und die Lipide, wie die der Membranen, bilden eine weitere wichtige

Gruppe.
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Tabelle 2.3: Stoffliche Zusammensetzung bakterieller Biotrockenmasse, Angaben in Prozent

des Trockenstoffes (%TS)

Stoffliche Zusammensetzung von bakterieller Biomasse

Storhas, Falbe & Regitz, Muttzall, Schlegel,
Quelle

2002 1992 1993 1992
Proteine 40 - 50 50 50-70 50
Nukleinsduren 13-34 10 - 20 10 -20 10 -20
davon DNA 3-4 3-4 k. A. 3-4
davon RNA 10 - 20 10 - 20 k. A. 10-20
Lipide 10-15 10 2-7 10
Zellwand k. A. 10-20 k. A. k. A.
Asche k. A. k. A. 3-7 k. A.
Kohlenhydrate k. A. k. A. 5-15 k. A.

k. A.: keine Angabe

Neben den genannten Biomolekiilen ist iiber den Gehalt an Aminosiuren, Vitaminen, Cofak-
toren, Vorstufen von Coenzymen und Coenzymen nichts bekannt, obgleich deren Menge und
Erhalt wéhrend der Lysatherstellung neben dem Depolymerisationsgrad der Proteine, Nuk-
leinsduren etc., einen groBen Einfluss auf die Eignung des Lysates als Kohlenstoff- oder

Stickstoffquelle sowie als Wuchsstofflieferant hat.

24 Zellaufschlussverfahren fiir den industriellen Mafistab

Neben der Zusammensetzung der bakteriellen Biomasse spielt das Lyseverfahren eine ent-
scheidende Rolle fiir die Lysatqualitit und die Okonomie des Herstellungsprozesses. Es ent-
scheidet zunéchst dariiber in welchem Mafle die Inhaltsstoffe der Zelle freigesetzt werden.
Dartiiber hinaus wird durch das gewédhlte Aufschlussverfahren der Depolymerisationsgrad der
zelluldiren Makromolekiile bestimmt. Auferdem lassen sich durch die Wahl der Lysebedin-
gungen, wie z. B. den pH-Wert oder die Temperatur, enzymatische Prozesse und der Erhalt
wichtiger Wuchsstoffe beeinflussen. Beides entscheidet spéter dariiber, ob das hergestellte
Lysat als Kohlenstoff- oder Stickstoffquelle oder auch als Wuchsstofflieferant wie z. B. Hefe-

extrakt oder Maisquellwasser dienen kann. Der Depolymerisationsgrad hat weiterhin Einfluss
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auf physikalische Eigenschaften des Lysates wie das Verhalten bei Erhitzen oder pH-
Anderungen. All dies hat wiederum Einfluss auf die Verfiigbarkeit also die Verstoffwechsel-

barkeit der Inhaltsstoffe fiir die Zellen.

Wie ersichtlich wurde, ist die Wahl des Aufschlussverfahrens, durch seinen Einfluss auf die
Zusammensetzung und damit die Qualitit des Lysates, immens wichtig. Im Folgenden sollen
nun aus den in der Literatur zahlreich beschriebenen Moglichkeiten des Zellaufschlusses sol-
che vorgestellt werden, die fiir den industriellen Malistab geeignet sind und in dieser Arbeit
angewendet wurden. Dabei spielten bei der Wahl der Verfahren neben verfahrenstechnischen
Faktoren wie Prozessierbarkeit grofler Volumenstrome auch 6konomische Faktoren wie die

Minimierung stofflicher und energetischer Ressourcen eine entscheidende Rolle.

Tabelle 2.4 zeigt im Uberblick wichtige Zellaufschlussverfahren im Pilot- und Produktions-
mafstab. In dieser Arbeit wurden die chemische Hydrolyse, die Autolyse mit und ohne Unter-
stiitzung von Enzymen und der mechanische Aufschluss mittels Hochdruckhomogenisator

angewandt.

Tabelle 2.4: Darstellung wichtiger im Pilot- und Produktionsmaf3stab angewendeter Zellauf-

schlussverfahren
Zellaufschlussverfahren
Physikalische
Chemische Biologische
Methoden
Methoden Methoden . . .
Nicht-mechanisch mechanisch
Alkalische Hydrolyse Enzymatische Lyse Osmotischer Schock Hochdruckhomo-
genisation
Cn Mabhlen in Kugel-
Saure Hydrolyse Autolyse Einfrieren/Auftauen aten In Buge
miihlen

Behandl it .

eRAnCHng mt Phagenlyse Dekompression Prallstrahlverfahren

Detergentien
Behandl it

chandlung mi Trocknung Ultraschallaufschluf3

chaotropen Agenzien

Behandlung mit Thermolyse

Chelatbildner

Behandlung mit orga-

nischen Losungsmittel
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2.4.1 Zellaufschluss und dessen Messung

Fiir die Beurteilung des Zellaufschlusses ist seine quantitative Erfassung wichtig.

Es existieren verschiedene Messmethoden fiir die Bestimmung des Zellaufschlusses. Die ein-
fachste Form ist die Bestimmung des volumen- oder zahlenméBigen Anteils der aufgeschlos-
senen Zellen. Diese Methoden zédhlen zu den direkten Arten der Messung und kénnen optisch
u. a. nach Anfdrben bestimmt werden (Middelberg, 1995). Ein Nachteil ist die zeitintensive
Durchfiihrung, jedoch werden sie zur Modellierung von Aufschlussprozessen benotigt. Alter-
nativ gibt es indirekte Methoden. Durch sie lassen sich nur indirekt Aussagen iiber den Zell-
aufschluss machen, jedoch ermdéglichen sie die direkte Messung von spezifischen Produkten.
Dies konnen Enzymaktivititen oder die Gesamtproteinkonzentration sein. Indirekte Methoden
werden aufgrund ihrer schnellen, einfachen und apparativ wenig aufwendigen Durchfiihrung

héufig bevorzugt (Middelberg, 2000).

In dieser Arbeit wird der Aufschluss indirekt {iber die freigesetzte Proteinkonzentration und

den auf die Feststoffkonzentration bezogenen Lysegrad bestimmt.

2.4.2 Hochdruckaufschluss

Der mechanische Hochdruckaufschluss ist die in der Industrie am weitesten verbreitete Me-
thode fiir den Aufschluss nicht filamentoser Organismen (Harrison, 1991; Middelberg, 2000).
Es ist ein unspezifischer Prozess (Andrews & Asenjo, 1987), der die Freisetzung des Cy-

toplasmainhaltes durch Zerstérung der Zellwand bewirkt.

Der Hochdruckhomogenisator wurde, wie auch die Kugelmiihle, erst lange nach seinem Ein-
satz in der klassischen Dispergiertechnik innerhalb der Lebensmittel- und pharmazeutischen
Industrie, fiir den Zellaufschluss entdeckt (Middelberg, 1995). Seit etwa 100 Jahren ist das
Prinzip der Hochdruckhomogenisation zur Erzeugung stabiler Emulsionen bekannt. Trotz
zahlreicher Modifikationen hat sich das Grundprinzip der Hochdruckhomogenisation bis heu-

te jedoch nicht veridndert (Jahnke, 2000).
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Der Hochdruckhomogenisator besteht aus einer Hochdruckkolbenpumpe mit nachgeschalte-
tem Entspannungsventil. Die Kolbenpumpe hat die Aufgabe, das fiir die Entspannung not-
wendige Energieniveau aufzubringen. Ist das Homogenisierergut auf den eingestellten Druck
gebracht, 6ffnet das Ventil etwas (ca. 0,1 mm) und in sehr kurzer Zeit entspannt sich die Sus-
pension (10 - 100 us). Das Entspannungsventil besteht aus einem festen Ventilsitz und einem
einstellbaren Ventil. Beide Teile bilden einen verstellbaren radialen Spalt von etwa 10 pm bis
20 pm. Je nach Krafteinwirkung auf das Ventil dndern sich die Spaltverhéltnisse, der Wider-
stand und damit der Homogenisierdruck. Ein duflerer Prallring bildet einen definierten Aus-
trittsquerschnitt und schiitzt das Ventilgehduse vor stromungsmechanischer Beschiadigung. Es
werden Geschwindigkeiten in der GroBenordnung von 200 m s bis 300 m s erreicht (Jahn-

ke, 2000).

Das Entspannungsventil ist die fiir die Desintegration entscheidende Baugruppe. Beim Durch-
tritt durch dieses werden die Zellmembranen und -winde durch hydrodynamische Scherung
(Kleinig & Middelberg, 1998), Kavitation (Biischelberger & Loncin, 1989; Kleinig & Mid-
delberg, 1998) und Turbulenz (Middelberg, 1995) aufgeschlossen. Wéhrend des Durchtritts
konnen aber auch Makromolekiile des Cytoplasmas wie DNA in kleinere Fragmente zerfal-
len. Welche Mechanismen wihrend des Aufschlusses im Hochdruckhomogenisator jedoch
iiberwiegen, ist bis heute nicht eindeutig geklart (Middelberg, 2000), weshalb es teilweise zu
widerspriichlichen Aussagen kommt. Laut Middelberg (Middelberg, 1995) spielt beispiels-
weise der Aufprall der Zellen nach Austritt aus dem Zellaufschlussventil auf den Prallring nur
eine untergeordnete Rolle. Wohingegen Engler und Robinson (Engler & Robinson, 1981)
diesen Effekt als Voraussetzung fiir einen effektiven Aufschluss ansehen. Generell bestimmt
eine Kombination aus vielen Faktoren zusammen mit den herrschenden Stromungsverhiltnis-

sen und der Art des Organismus das Aufschlussergebnis (Jahnke, 2000).

Die Einflussgrofen auf den Aufschluss lassen sich in drei Gruppen einteilen. Erstens spielen
Stoffwerte wie die Viskositdt und die Dichte der dispersen und kontinuierlichen Phase eine
Rolle (Jahnke, 2000). Weitere wichtige Stoffwerte sind der Dampfdruck der kontinuierlichen
Phase, der Gasgehalt und die Ausgangspartikelgrof3e (Jahnke, 2000). Zweitens beeinflusst die
Geometrie des Homogenisatorventils mit Gré8en wie den effektiven Durchmesser, den Ein-
lassradius und den Anprallabstand das Aufschlussergebnis (Hetherington et al., 1971). Drit-

tens sind es die Prozessparameter wie der Aufschlussdruck, der Volumenstrom, die Anzahl
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der Durchgédnge und die Anzahl der Druckstufen, die den Aufschluss entscheidend mit-

bestimmen (Middelberg, 1995).

2.4.3 Chemische Hydrolyse

Die alkalische Hydrolyse ist eine sehr harsche aber effektive Methode des Zellaufschlusses.
Sie ist fiir die Freisetzung von intrazelluldren Produkten, die unempfindlich gegeniiber hohem
pH sind, interessant (Middelberg 1995). Weitere Vorteile der alkalischen Lyse sind ihre Un-
abhingigkeit vom Maflstab (Middelberg, 1995), die kostengiinstige Durchfiihrung (Schiitte et
al., 1990) und der geringe apparative Aufwand.

In der Literatur werden fiir die Lyse von Bakterienzellen unter alkalischen Bedingungen
(pH = 10,5 - 12,5) bereits 20 bis 30 Minuten als ausreichend beschrieben (Stanbury & Whita-
ker, 1984; Schiitte & Kula, 1990). Die wichtigsten Einflussfaktoren sind dabei der pH-Wert
und die Temperatur (Middelberg, 1995). Jedoch werden fiir die alkalische Totalhydrolyse von
Proteinen Temperaturen von 110 °C und Haltezeiten von 18 bis 70 Stunden vorgeschlagen
(Kellermann, 1998a). Als Hydrolysemedium werden 4 M Barium-, Natrium- oder Lithium-
hydroxidldsungen empfohlen. Der Einsatz starker Laugen erfordert jedoch spezielle Reakti-
onsgefille, da Glas gedtzt wird und die freigesetzten Silikate Nebenreaktionen begiinstigen.
Im Gegensatz dazu sieht die Standardmethode zur sauren Hydrolyse von Proteinen (Keller-
mann, 1998a) Temperaturen von 110 °C und Reaktionszeiten von 24 Stunden bei Verwen-
dung von 6 M Salzsédure unter Sauerstoffausschluss vor. Die Standardbedingungen sind ein
Kompromiss von Hydrolysezeit und Temperatur, wobei in Kauf genommen wird, dass einige
Aminoséduren, wie auch Aminozucker und phosphorylierte Aminosduren partiell zerstort wer-
den. Asparagin und Glutamin werden unter diesen Reaktionsbedingungen vollstindig zu den

entsprechenden Sduren Asparagin- bzw. Glutaminsdure desamidiert (Nelson & Cox, 2001).

Sowohl bei der sauren als auch bei der alkalischen Hydrolyse muss nach der Reaktion der
Ansatz neutralisiert werden. Dies kann bei Verwendung von Bariumhydroxid zu Verlusten an
Aminosduren durch Adsorption an das prézipitierte Bariumsalz fithren (Kellermann, 1998a).
AuBlerdem fiihrt es zu ungewollt hohen Salzkonzentrationen. Ein weiterer Nachteil der chemi-

schen Hydrolyse ist die Zerstorung von Wachstumsfaktoren wie Coenzymen und Vitaminen.
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Das wichtigste Beispiel fiir die Anwendung der alkalischen Hydrolyse ist die Isolierung von
Plasmid-DNA aus Bakterien im Labor- und PilotmaBstab (Clemson & Kelly, 2003; Jurk,
1998). Viele kommerziell erhiltlichen Kits zur Aufreinigung von Nukleinsduren bedienen
sich der alkalischen Hydrolyse zur Freisetzung der Nukleinsdauren. Weitere Beispiele sind die
Gewinnung von Polyhydroxybuttersdure aus Alcaligenes eutrophus (Harrison, 1991), die Ge-
winnung der L-Asparaginase aus Erwinia carotovora (Wade, 1971) und die Gewinnung eines

rekombinanten humanen Wachstumsfaktors aus Escherichia coli (Schiitte & Kula, 1990).

Der erste Schritt bei der Bestimmung der Aminosdurenzusammensetzung von Proteinen ist
die Freisetzung der einzelnen Aminosduren. Die Spaltung der Peptidbindung erfolgt dabei
hauptsédchlich durch saure Hydrolyse. Die alkalische Hydrolyse wird wie auch die enzymati-
sche Hydrolyse, nur selten und dann zur Verbesserung der Tryptophanausbeute angewandt
(Kellermann, 1998a). Ein weiteres Einsatzgebiet der sauren Hydrolyse ist die Gewinnung von

Aminosduren aus proteinogenen Rohstoffen (Peters-Wendisch et al., 2003).

2.4.4 Autolyse

Die meisten Eubakterien besitzen eine Zellwand, die das Cytoplasma von der duleren Umge-
bung abtrennt. Es handelt sich dabei um eine mehr oder weniger ausgeprigte Schicht von
Peptidoglykanen, die der Cytoplasmamembran aufgelagert ist. Hierbei handelt es sich um
parallel verlaufende unverzweigte Polysaccharidketten, alternierend S-1,4-glykosidisch ver-
kniipfte N-Acetylglucosamin- und N-Acetylmuraminsdauremolekiile, die durch kurze Peptide
miteinander vernetzt sind. Diese Peptidoglykanschicht wird auch als Mureinsacculus bezeich-
net. Bei Gram-positiven Bakterien besteht die Zellwand aus einer dicken Schicht von solchen
Peptidoglykanen. Bei Gram-negativen Bakterien folgt auf einen sehr diinnen Mureinsacculus
die duBere Membran. Diese Lipiddoppelschicht ist asymmetrisch gebaut und besteht aus
Phospholipiden und Lipopolysacchariden. Der Raum zwischen innerer und &uf3erer Membran

wird als periplasmatischer Raum bezeichnet.

Die Zellwand gibt der Zelle ihre Form und sorgt fiir eine mechanische Stabilitit. So wird z. B.
ein Platzen der Zelle aufgrund des hohen inneren osmotischen Druckes verhindert (Schlegel,
1992). Fiir das Zellwachstum und die Zellteilung ist es jedoch notwendig die kovalenten Bin-

dungen des Peptidoglykans zu hydrolysieren. Diese Aufgabe iibernehmen Autolysine, speziel-
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le Enzyme, die Peptidoglykane an spezifischen Stellen spalten konnen und in allen Bakterien
zu finden sind (Ghuysen, 1968). Sie werden in drei Gruppen aufgeteilt: Muramyl-L-alanin-
Amidasen, Glykosidasen und Peptidasen. Beispiele solcher Autolysine sind die N-Acetyl-
muramyl-L-alanin-Amidase (Harz et al., 1990) und die f-N-Acetylglycosaminidase (Calamita

et al., 2002). Autolysine konnen gelst oder membrangebunden vorliegen.

Der unkontrollierte Abbau des Peptidoglykangeriistes fiihrt zum Verlust der Zellintegritit und
der schiitzenden Eigenschaften der Zellwand (Shockman & Barret, 1983). Trotzdem ist die
Degradation des Mureinsacculus fiir das Zellwachstum und die Zellteilung essentiell. Da Au-
tolysine eine potentiell letale Wirkung auf die Zelle ausiiben, ist eine stringente Regulation
notwendig. Durch Eingriff in die Regulationsmechanismen der Autolysine ldsst sich unter
bestimmten Bedingungen eine Autolyse auslosen. Dazu sind aber Kenntnisse {iber die autoly-
tischen Systeme des jeweiligen Organismus notwendig. Nach Middelberg (Middelberg, 1995)
und Calamita (Calamita et al., 2002) sind die Mechanismen der Autolyse jedoch weiterhin nur
unvollstindig aufgeklart und scheinen fiir verschiedene Bakterien unterschiedlich zu sein.
Dies mag auch ein Grund dafiir sein, dass die Autolyse in der industriellen Praxis bisher nur
wenig Eingang gefunden hat. Die Vorteile der Autolyse sind die einfache Maf3stabsiibertra-
gung, die einfache Prozessfiihrung und der geringe apparative Aufwand. Die einzige bisher
bekannte Anwendung der Autolyse im groBen Mafstab ist die bereits erwdhnte Herstellung

von Hefeextrakt.

Da es sich bei der Autolyse um enzymatisch katalysierte Prozesse handelt, kann generell {iber
die Temperatur, den pH-Wert und die Anwesenheit von Cofaktoren, Inhibitoren und Aktiva-
toren auf die Enzymaktivitit Einfluss genommen werden. Im Folgenden werden bekannte

Regulationsmechanismen anhand von Escherichia coli und Bacillus subtilis vorgestellt.

In Escherichia coli existieren neun Mureinhydrolasen, von denen vier als Autolysine charak-
terisiert wurden. Es handelt sich um zwei Muramidasen und zwei Endopeptidasen (Calamita

etal., 2002).

Die vorgeschlagenen Regulationsmechanismen der Autolysine in E. coli sind vielfdltig. Die
Aktivitdt der membrangebundenen Autolysine scheint nur auf die Wachstumszonen begrenzt
zu sein. Es wird angenommen, dass zwischen den membrangebundenen Hydrolasen und ih-

rem Substrat dem Peptidoglykan eine Barriere vorliegt. Diese Barriere ldsst sich durch einen
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osmotischen Schock der Zellen mit 20 % Saccharose oder der Behandlung mit Natriumchlo-
rid bei 0 °C aufheben (Hartmann et al., 1974). Zusétzlich konnen Chelatbildner durch Kom-

plexierung der divalenten Kationen die Autolyse hervorrufen (Hartmann et al., 1974).

Die 16slichen Endopetidasen, Amidasen und periplasmatischen Hydrolasen werden in ihrer
Aktivitdt durch die Zellwandstruktur beeinflusst. Es wird angenommen, dass periplasmatische
Hydrolasen an der duBlersten Schicht der Zellwand binden und somit die innenliegenden
Schichten geschiitzt sind (Ho6ltje & Tuomanen, 1991). Verschiedene Inhibitoren und Cofakto-
ren beeinflussen dariiber hinaus die geldsten autolytisch wirksamen Enzyme. Ingram zeigte,
dass durch die Behandlung der Zellen mit Ethanol die Autolyse herbeigefiihrt werden kann
und erkldrte diesen Effekt damit, dass durch das Ethanol inhibierend wirkende Lipide von den
Enzymen entfernt werden (Ingram, 1981). Uber den Einfluss des pH auf die Regulationsme-

chanismen der Autolyse berichtet Lopez (Lopez et al., 1976).

In Bacillus subtilis spielen bei autolytischen Vorgingen zwei Enzyme die Hauptrolle: eine
N-Acetylmuramyl-L-alanin-Amidase (Amidase) und eine N-Acetylglycosaminidase (Calami-

taetal., 2002).

Verschiedene Mechanismen der Regelung der Autolyse in Bacillus subtilis sind vorgeschla-
gen worden. Eine Mdglichkeit ist die Regulation durch Proteasen, die die Autolyse durch Ab-
bau von extrazelluldr auftretenden Autolysinen verhindern (Calamita et al., 2002). Ein weite-
rer wichtiger Regulationsmechanismus ist der Grad der Proteinfaltung. Sekretiertes Autolysin
kann erst aullerhalb der Zelle die endgiiltige und damit katalytisch wirksame Struktur anneh-
men (Chambert & Petit-Glatron, 1999). Teichonsdure spielt hierbei im Gegensatz zur Teichu-
ronsdure eine Rolle, indem sie die Faltung von sekretierten Enzymen verbessert (Hyyryldinen
et al., 2000). Einen weiteren Einfluss auf die Mechanismen der Autolyse haben divalente Ka-
tionen. Aullerdem zeigen Untersuchungen, dass monovalente Kationen die Autolyse bei Ba-
cillus subtilis herbeifiihren, wohingegen divalente Kationen die Autolyse verhindern (Svara-
chorn et al., 1991). Diese Ergebnisse zeigen einen in der Literatur hdufig zu findenden Zu-
sammenhang zwischen enzymatischer Aktivitdt und Anwesenheit von bestimmten Ionen als

Cofaktoren.
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2.5  Projektbeschreibungen

In dieser Arbeit wurde unter anderem mit einem Escherichia coli-Stamm zu Produktion der
essentiellen Aminosdure L-Threonin und mit einem Bacillus licheniformis-Stamm, der die
alkalische Protease Subtilisin Carlsberg produziert, gearbeitet. Bei beiden Stimmen handelte
es sich um Hochleistungsstimme, die in der Industrie Einsatz fanden. In den nédchsten Kapi-
teln wird daher auf einige wichtige Aspekte aus dem Bereich der fermentativen Herstellung

von Aminosduren und Enzyme eingegangen.

2.5.1 Bedeutung von Aminosiuren

Der weltweite Verbrauch an Aminosaduren wird auf 2 Millionen Tonnen geschétzt (Kusumoto,
2001). Der jdhrliche Bedarf an Aminosduren wie Mononatriumglutamat als Geschmacksver-
starker oder L-Lysin, D,L-Methionin und L-Threonin als Futtermitteladditive wird auf {iber
eine Millionen Tonnen je Aminosdure geschitzt (Hermann, 2003). Fiir den pharmazeutischen
Bereich werden Aminosduren hauptsichlich fiir die intravendse und enterale Erndhrung vor
und nach Operationen bendtigt. Der Bedarf wird hier mit 15.000 Tonnen jahrlich angegeben
(Hermann, 2003).

Im Gegensatz zu den Aminosduren Mononatriumglutamat und L-Lysin, die hauptsdchlich
durch coryneforme Bakterien gewonnen werden, wird L-Threonin wie auch Phenylalanin

(Gerigk et al., 2002) durch Escherichia coli-Stimme gewonnen.

Die Produktion von Aminosduren kann durch drei Verfahren erfolgen: Extraktion, chemische
Synthese und mikrobielle Methoden. Letztere Gruppe wird unterteilt in fermentative und en-
zymkatalysierte Prozesse (Ikeda, 2003). Die Extraktion verliert durch die fortlaufende Ent-
wicklung biotechnischer Verfahren immer mehr an Bedeutung (Hermann, 2003). Sie ist stark
von der Verfiigbarkeit der natiirlichen Proteinquellen wie Haaren, Keratin, Federn oder Soja-
bohnen abhingig. Jedoch werden L-Tyrosin, L-Cystein, L-Leucin und L-Hydroxyprolin zur-
zeit noch von verschiedenen Herstellern durch Extraktion gewonnen (Kusumoto, 2001). Da
durch die chemische Synthese ausschlieBlich ein Gemisch aus D- und L-Form der jeweiligen
Aminosdure gewonnen werden kann, muss in einem weiteren Schritt die Trennung des Race-

mats erfolgen. Es gibt nur wenige Beipspiele fiir die Herstellung von Aminosduren durch
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chemische Synthese. Zum einen wird die achirale Aminosdure Glycin chemisch synthetisert
und zum anderen D,L-Methionin, da die optische Konfiguration auf die Wirkung als Futter-
mitteladditiv in diesem Fall keine Auswirkung hat (Kusumoto, 2001). Die Okonomie bei den
fermentativen Verfahren wird hauptsdachlich durch die Kosten der Kohlenstoffquelle und die

der Aufreinigung, die Ausbeute und die Produktivitét bestimmt.

2.5.2 Die essentielle Aminosaure L-Threonin

L-Threonin ist eine essentielle Aminosdure, die hauptsichlich als Futtermitteladditiv in der
Nutztierhaltung eingesetzt wird (Debabov et al., 1992). AuBlerdem findet sie in der pharma-
zeutischen und chemischen Industrie sowie als Vorstufe fiir die Synthese von Aminoséuren
wie L-Lysin und L-Homoserin durch Mikroorganismen Verwendung (Debabov et al., 1996).
Sie wird durch fermentative Verfahren unter Verwendung von Glucose oder Saccharose als
Kohlenstoffquelle gewonnen. Die verwendeten Stimme miissen fiir eine effiziente Produktion

in der Lage sein Threonin in groBen Mengen zu synthetisieren (Debabov, 2003).

Alle Aminosduren entstehen aus Zwischenstufen der Glykolyse, des Citratzyklus oder des
Pentosephosphatweges. Stickstoff gelangt iiber Glutamat oder Glutamin in diese Synthesewe-

ge (Nelson & Cox, 2001).

Die Threoninsynthese beginnt mit einer zentralen Verbindung aus dem Citratzyklus, dem
Oxalacetat. Durch Transaminierung entsteht daraus L-Aspartat (Nelson & Cox, 2001). Aus
dieser Verbindung kann Escherichia coli vier Aminosduren synthetisieren: L-Threonin,
L-Lysin, L-Methionin und L-Isoleucin (Debabov, 2003). Abbildung 2.1 zeigt die Synthese-

wege schematisch auf.

Der erste Syntheseschritt wird durch drei Aspartat-Kinasen (I, I1, IIT) katalysiert, diese werden
durch die Gene thrA (I), metL (II) und lysC (IIl) codiert. L-Aspartat wird unter ATP
Verbrauch zu L-Aspartylphosphat phosphoryliert. Die Gene thrA und metL codieren fiir En-
zyme, die zwei enzymatische Reaktionen durchfiihren konnen. Neben der bereits angespro-
chenen Aspartat-Kinaseaktivitidt weisen beide auch eine Homoserin-Dehydrogenaseaktivitit
auf (Patte et al., 1966). Diese Enzyme katalysieren somit auch den dritten Schritt der Synthe-

se. Im zweiten Schritt setzt eine durch das Gen asd codierte Aspartat-Semialdehyd-
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Dehydrogenase L-Aspartylphosphat zu L-Aspartatsemialdehyd um. Die letzten beiden Schrit-
te werden durch die Homoserin-Kinase (Gen thrB) und die Threonin-Synthase (Gen thrC)

katalysiert.

L-Aspartat

ATP
thrA, metL, lysC
ADP

L-Aspartylphosphat
NADPH + H"
D asd
NADP"
L-Lysin €¢———————— L-Aspartatsemialdehyd

NADPH + H"
thrA, metL
NADP"®

L-Homoserin ————————— » L-Methionin

thrB

L-Homoserinphosphat

thrC

L-Threonin

tdh/ \iIVA. tdcB

2-Amino-3-ketobutyrat a-Ketobutyrat

v
v
v

L-Isoleucin

Abbildung 2.1: Biosynthese des L-Threonins in Escherichia coli (Debabov, 2003)
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Generell kann Threonin im Stoffwechsel von Escherichia coli durch drei Enzyme abgebaut
werden (Debabov, 2003). Es handelt sich um die Threonin-Dehydrogenase (Gen tdh), die
Threonin-Desaminase (Gen ilvA) und die katabolische Desaminase (Gen tdcB) (Umbarger &
Brown, 1956). Der in dieser Arbeit verwendete Escherichia coli-Stamm B-3996 besitzt eine
Threonin-Dehydrogenase und eine Threonin-Desaminase mit abgeschwichter Aktivitét
(Hermann & Rieping, 2003). Die katabolische Desaminase entfaltet ihre Aktivitit nur unter
anaeroben Bedingungen bei gleichzeitiger Abwesenheit von Glucose und der Anwesenheit
von mindestens drei Aminosduren (Egan & Phillips, 1977) und spielt daher bei der industriel-

len Herstellung keine Rolle.

Der natiirliche Zweck einer Bakterienzelle ist die Bildung einer weiteren Bakterienzelle. Die
Synthese von Aminoséuren ist im Allgemeinen strikt reguliert, sodass nur die von der Zelle
fiir Wachstum und Teilung benotigte Menge gebildet wird. Dadurch wird eine iiberschiissige
Produktion ohne Nutzen fiir die Zelle vermieden. Im Folgenden werden Regulationsmecha-

nismen des Threoninsyntheseweges aufgezeigt.

Die Aspartat-Kinase I (Gen thrA) wird durch Threonin inhibiert. Thre Expression wird durch
die kombinierte Anwesenheit von Threonin und Isoleucin unterdriickt (Debabov, 2003). Diese
Feedback-Inhibierung der Aspartat-Kinase I bzw. Homoserin-Dehydrogenase I durch Threo-
nin ist die Schliisselstelle des Syntheseweges dieser Aminosdure. Untersuchungen zeigten,
dass durch das Einbringen einer gegeniiber Threonin insensitiven Aspartat-Kinase I eine Stei-
gerung in der Threoninsynthese ohne Akkumulation anderer Zwischenprodukte erreicht wer-
den konnte (Szczsiul & Wampler, 1976). Der in der Arbeit verwendete Escherichia coli
Stamm B-3996 besitzt eine Aspartat-Kinase I bzw. Homoserin-Dehydrogenase I mit erhShter
Resistenz gegeniiber einer Feedback-Inhibierung durch Threonin (Hermann & Rieping,

2003).

Die Aspartat-Kinase II (Gen metL) wird in ihrer Aktivitdt nicht durch Methionin beeinflusst,
obwohl hohe Konzentrationen dieser Aminosdure zu einer Repression der Expression fithren

(Patte et al., 1967).

Die Aktivitdt sowie die Expression der Aspartat-Kinase III (Gen lysC) wird durch Lysin regu-
liert (Stadman et al., 1961).
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Die Aktivitit der Aspartat-semialdehyd-Dehydrogenase (Gen asd) wird durch die Anwesen-
heit von Aminosduren nicht inhibiert, jedoch fiihren hohe Konzentrationen an Lysin, Threonin
und Methionin zu einer teilweisen Repression (Boy & Patte, 1972). Lysin kann den Enzym-
level dieses Enzyms um das Fiinfzigfache senken, Threonin und Methionin koénnen ihn hal-
bieren. Die molekularen Mechanismen sind bisher unklar. Glucose-6-phosphat iibt dariiber
hinaus auch einen regulatorischen Effekt auf die Expression der Aspartat-semialdehyd-

Dehydrogenase aus (Boy et al., 1979).

Aus biotechnologischer Sicht sind die Regulationsmechanismen, die eine Uberproduktion
einzelner Stoffe unterbinden, hochst unerwiinscht. Der biotechnologische Zweck einer Bakte-
rienzelle ist zumeist die moglichst hohe Produktion eines bestimmten Stoffes. Aus diesem
Grund gibt es ein grofes Interesse, die zugrunde liegenden Regulationsmechanismen fiir die
Synthese eines Stoffes aufzukliren und auszuschalten, um eine Uberproduktion zu erreichen

(Deregulation).

2.5.3 Klassifizierung von Proteasen

Proteasen gehdren nach den Richtlinien der Nomenklatur-Komission der [IUBMB (Internatio-
nal Union of Biochemistry and Molecular Biology) zu den Hydrolasen, die Peptidbindungen
spalten (E.C. 3.4). Aufgrund ihrer vielfdltigen katalytischen Wirkung und Struktur fallt die
Einordnung in die weiteren Untergruppen schwer. Zurzeit werden Proteasen durch drei
Hauptmerkmale charakterisiert: Art der katalysierten Reaktion, Struktur des aktiven Zentrums
und evolutiondre Verwandtschaft der Primérstruktur bestimmt durch Sequenzhomologien

(A. J. Barrett, 1994).

Proteasen werden nach dem Ort der Spaltung der Peptidbindung im Protein in zwei Haupt-
klassen unterteilt, ndmlich in Exopeptidasen und Endopeptidasen. Die Exopeptidasen kataly-
sieren die Hydrolyse von Peptidbindungen in der Nédhe des C- (Carboxypeptidasen) oder
N-Terminus (Aminopetidasen), dabei werden einzelne Aminosduren, Dipetide oder Tripetide
freigesetzt. Die Carboxypeptidasen konnen aufgrund der Struktur ihres aktiven Zentrums u. a.
in die Gruppe der Serincarboxypeptidasen, der Metallocarboxypeptidasen und der Cystein-
carboxypeptidasen unterteilt werden. Endopeptidasen spalten die Peptidkette im Inneren. Sie

werden aufgrund ihrer funktionellen Gruppen im aktiven Zentrum in vier Unterklassen ge-



Theoretischer Hintergrund - Projektbeschreibungen -24 -

gliedert: Serinproteasen, Cysteinproteasen, Aspartatproteasen und Metalloproteasen (Hartley,
1960). Diverse Proteasen lassen sich nicht eindeutig einer Gruppe zuordnen (Menon & Gold-
berg, 1987). Auf Basis der Aminosduresequenz lassen sich Proteasen in verschiedene Famili-
en (Argos, 1987) einteilen. Weiterhin werden die Familien in Gruppen unterteilt (Rawlings &
Barrett, 1993), in denen Proteasen mit gemeinsamer evolutiondrer Abstammung zusammen-

gefasst werden.

Die wichtigsten Vertreter der Proteasen mit industrieller Bedeutung sind die alkalischen Pro-
teasen. Diese zdhlen zu den Serinendopeptidasen. Wichtige Vertreter dieser Gruppe sind das
Subtilisin Carlsberg und das Subtilisin Novo (bakterielle Protease Nagase, BPN”) (Rao et al.,
1998).

2.5.4 Quellen fir die Proteasegewinnung

Da Proteasen fiir alle lebenden Organismen physiologisch notwendig sind, treten sie in einer
groBBen Vielfalt in zahlreichen Quellen wie Pflanzen, Tieren und Mikroorganismen auf (Rao et

al., 1998).

Die wichtigsten Pflanzenproteasen sind Papain, Bromelain und Keratinase. Papain ist histo-
risch gesehen eine der ersten genutzten Pflanzenproteasen (Schechter & Berger, 1967) und
wird aus dem Saft und Friichten des Melonenbaumes Carica papaya gewonnen. Papain wird
zur enzymatischen Fleischreifung (Ashie et al., 2002; Kim & Taub, 1991), zur Gewinnung
von Proteinhydrolysaten (Morais et al., 2005) sowie im medizinischen Bereich verwendet
(Ruttloff, 1994). Bromelain ist Bestandteil der Stdngel und der Frucht der Ananaspflanze.
Von Bedeutung ist Bromelain u. a. bei der enzymatischen Fleischreifung (Kim & Taub, 1991)
und im medizinischen Bereich hier vor allem in der Sportmedizin und Sporttraumatologie
(Berg et al., 2005). Keratinasen stammen aus unterschiedlichen Pflanzen und haben die Fi-

higkeit keratinhaltige Stoffe wie Haare und Wolle abzubauen (Rao et al., 1998).

Die wichtigsten Proteasen tierischer Herkunft sind Trypsin, Chymotrypsin, Pepsin und Ren-
nin (Rao et al., 1998). Die Gewinnung von Trypsin und Chymotrypsin erfolgt iiber deren
Vorstufen Chymotrypsinogen und Trypsinogen aus tierischen Bauchspeicheldriisen, vor allem

aus Rinderpankreas. Trypsin wird zur Herstellung von Mediumskomponenten fiir die Bio-
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technologie, in der Zellkulturtechnik zum Abldsen von adhirenten Zellen vom Kulturgefall
oder zum Vereinzeln von Zellen (Chiplonkar et al., 1985) und fiir medizinische Anwendun-
gen eingesetzt (Ruttloff, 1994). Chymotrypsin wird aufgrund seiner kostspieligen Herstellung
ausschlieBlich fiir diagnostische und analytische Zwecke eingesetzt (Rao et al., 1998). Die
saure Potease Pepsin wird aus dem Magensaft frisch geschlachteter Schweine und Rinder aus
deren Vorstufe Zymogen (Pepsinogen) durch Sdureeinwirkung autokatalytisch gewonnen.
Zusammen mit dem Labenzym Rennin (Chymosin), gewonnen aus den Mégen sdugender

Kilber, wird es flir die Gerinnung der Kéisereimilch verwendet (B6hm, 2003).

Der grofite Nachteil der pflanzlichen und tierischen Proteasen liegt in der Abhéngigkeit der
Herstellung von der Verfligbarkeit der Ausgangsmaterialien. Bei diesen handelt es sich haupt-
sdchlich um Schlachtnebenprodukte oder Abfallstoffe der fleischverarbeitenden Industrie oder
um Pflanzenmaterialien (Ruttloff, 1994). Der schwankende Enzymgehalt der Rohstoffe stellt
ein weiteres Problem dar. Der weltweite Bedarf an Enzymen kann daher nicht aus pflanzli-

chen und tierischen Quellen gedeckt werden (Rao et al., 1998).

Die wichtigsten Herstellungsverfahren von Proteasen beruhen auf der Kultivierung von
Mikroorganismen insbesondere von Bakterien aber auch von Pilzen (Rao et al., 1998). Durch
hohe Wachstumsgeschwindigkeiten, den geringen Platzbedarf bei der Kultivierung und die
Moglichkeit der genetischen Verdnderung bilden sie eine ausgezeichnete Basis fiir die fer-
mentative Herstellung von Enzymen. Bei 40 % der weltweit verkauften Enzyme handelt es
sich um mikrobiell gewonnene Proteasen (Rao et al., 1998). Die meisten kommerziell erhélt-

lichen Proteasen werden durch Bakterien des Genus Bacillus gewonnen.

2.5.5 [Eigenschaften der alkalischen Proteasen

Das pH-Optimum der alkalischen Proteasen liegt generell zwischen pH 9 und 11 (Kumar &
Takagi, 1999). Sie besitzen hohe isoelektrische Punkte und sind stabil zwischen pH 6 und 12.
Das Temperaturoptimum liegt zwischen 50 °C und 70 °C. Sowohl beim pH-Wert als auch bei
der Temperatur gibt es Proteasen mit abweichenden Eigenschaften. Die Molmasse der alkali-
schen Proteasen liegt bis auf wenige Ausnahmen zwischen 15 kDa und 30 kDa. Alkalische
Proteasen bendtigen divalente Kationen wie Ca>", Mg>" und Mn*" oder eine Kombination die-

ser Kationen fiir die katalytische Wirkung (Kumar & Takagi, 1999).



Theoretischer Hintergrund - Projektbeschreibungen -26 -

2.5.6 Einsatz der alkalischen Proteasen

Alkalische Proteasen besitzen einen breiten industriellen Anwendungsbereich. Sie werden in
Waschmitteln, in der Lederverarbeitung, in der Silberriickgewinnung, in medizinischen Be-
reichen, in der Lebensmittel- und Futtermittelindustrie, in der chemischen Industrie, der Ab-

wasserbehandlung sowie weiteren Bioremediationsprozessen eingesetzt.

Proteasen sind Inhaltsstoff vieler Arten von Reinigungsmitteln, wie Waschmittel fiir den
Hausgebrauch und Reinigungslosungen fiir Kontaktlinsen und Zahnprothesen. Allein 25 %
der weltweit verkauften Enzyme sind Proteasen fiir den Einsatz in Reinigungsmitteln (Rao et

al., 1998).

In der Lederindustrie werden Proteasen u. a. zum Enthaaren von Fellen und Héiuten eingesetzt
(Tang et al., 2002). Alkalische Bedingungen ermoglichen das Quellen der Haarwurzel und
den Angriff der Protease auf die Proteine des Haarfollikels (Varela et al. 1996).

Ein weiteres Einsatzgebiet ist die Riickgewinnung von Silber aus belichtetem Rontgen- und
Filmmaterial. Dieses Material enthélt etwa 1,5 % - 2,0 % Silber in der Gelatineschicht (Ku-
mar & Takagi, 1999). Bei dem konventionellen Verfahren zur Riickgewinnung wird das
Filmmaterial verbrannt, was die vorhandene Polyesterschicht einer Wiederverwertung ver-
schlieft. Die enzymatische Behandlung ermdglicht durch die Hydrolyse der Gelatineschicht
nicht nur die Riickgewinnung des Silbers sondern auch das Recycling der Polyesterschicht

(Fujiwara et al., 1991).

In der pharmazeutischen Industrie werden Proteasen z. B. auf Verbdnden immobilisiert und
damit zur Behandlung von Verbrennungen und eitrigen Wunden genutzt (Kumar & Takagi,
1999). Dariiber hinaus ist ein Einsatz zur Auflésung von Blutgerinnseln (Kim et al., 1996)
und als Inhaltsstoff in Wundsalben bekannt.

Innerhalb der Lebensmittelindustrie werden alkalische Proteasen in der Fleischindustrie zum
Zartmachen (Fleischreifung) von Rindfleisch eingesetzt (Ruttloff, 1994). AuBlerdem lassen
sich durch Proteasebehandlung aus pflanzlichen und tierischen Quellen Hydrolysate mit gut
definierter Zusammensetzung und hohem ernéhrungsphysiologischen Wert herstellen (Kumar

& Takagi, 1999). Die Bitterkeit von Proteinhydrolysaten kann durch den Einsatz alkalischer
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Proteasen gesenkt werden (Rao et al., 1998). Proteinhydrolysate werden als Bestandteil von
didtischen Lebensmitteln, als Zusatz zu Infusionen fiir die parenterale Erndhrung sowie als

Aromastoffe genutzt.

Daneben werden alkalische Proteasen zur Behandlung von Industrie- und Haushaltsabwéssern
und -abfillen eingesetzt. Ziel der Behandlung kann die Gewinnung von Proteinhydrolysaten,
Peptiden oder Aminoséduren (Kida et al., 1995), die Entfernung von keratinhaltigen Materia-
lien aus Haushaltsabwissern (Mukhopadhyay & Chandra, 1992) oder Haaren aus Abflussroh-
ren sein (Kumar & Takagi, 1999).

In der chemischen Industrie werden alkalische Proteasen zur Peptidsynthese eingesetzt (Gupta

etal., 2002).

Neben den genannten Anwendungsbereichen spielen Proteasen bei der Grundlagenforschung
eine wichtige Rolle. Deren Eigenschaft der selektiven Spaltung von Peptidbindungen wird
sich bei der Sequenzierung von Proteinen und der Aufkldrung des Zusammenhangs zwischen

Struktur und Funktion zu Nutze gemacht (Rao et al., 1998).
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3 Material

3.1 Geriite

Abgasanalysator
Autoklav

Brutraum
Einmalkiivetten
Eismaschine
Reaktionsgefilie
Gefrierschrank

Pipetten
Hochdruckhomogenisator
Keimzéhlgerit

Kiihlraum
Lyophilisationsgerit
Magnetriihrer

pH-Meter
Phasenkontrastmikroskop
Pipettenspitzen

Photometer
Probennehmer
Reinstwasseranlage
Rotationsschiittler
Rihrkesselreaktor
Sterilbank
Vakuum-Trockenschrank

Vortex-Mischer

Waagen

Wasserbad

Zentrifuge

Hartmann und Braun URAS 10E
Zirbus VST 50/70

Fedegari, 336 D79

Weiss Technik, 37 °C

Brand, Plastibrand® 1,5 mL halbmikro
Scotmann AF 10

Bottger, 1,5 und 2,0 mL

Privileg, -20 °C

Revco Scientific Inc. ULT1786-5-V-U-A, -80 °C

Gilson, 2, 20, 200, 1000 uL

Rannie, Mini-Lab 8.30 H

WTW, BZG 28

Viessmann, Kiihlzelle KS 1008, 4 °C
Christ, Beta 1-8K, Typ 100802

IKA Labortechnik, IKAMAG RCT
Metrohm, 691

Olympus BX 40

Greiner bio-one, ultratip 1000
Greiner bio-one, ultratip 200
Pharmacia LKB, Biochrom 4060
Shimadzu, UV-1202

Gilson®, Fraction collector FC 203 B
Seralpur, Pro 90 CN

Braun, Certomat R, 2,5 cm Amplitude
HT Infors AG, Aquatron, 1,25 cm Amplitude
MBR Bioreaktor, LAB 7 L

MBR Bioreaktor, LAB 30 L

Heraeus LaminAir HB 2448

Heraeus, VT 5042 EK

Scientific Industries, Vortex-genie 2"
Mettler, AE 260 Deltarange, 0,1 mg-1,5¢g
Kern, Serie 822-33,1,5g-250¢g
Mettler, PM34-K Deltarange, > 250 g
GFL, Typ 1013

IKA Labortechnik, IKA Ter 2

Julabo F10

Sigma 1-15,24x5¢
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3.2 Chemikalien

Braun, Sigma 3K20, max. 320 ml Gesamtvolu-
men, mit Kiithlung

Braun, Sigma 6K21, max. 3 1 Gesamtvolumen,
mit Kiihlung

Wenn nicht anders angegeben, wurde bei den Reinsubstanzen die Qualitdt p. A. verwendet. Im

Rahmen der Medienvorbereitung wurde Leitungswasser eingesetzt, wahrend fiir die zur Ana-

lytik eingesetzten Losungen demineralisiertes Wasser verwendet wurde.

Medien

Agar-Agar

Agarose
Ammoniumdihydrogenphosphat
Casein nach Hammarsten
Caseinpepton
Diammoniumsulfat
Dikaliumhydrogenphosphat
Dinatriumhydrogenphosphat
Eisensulfat Heptahydrat
Ethidiumbromid

Glycerin

Glucose Monohydrat
Hefeextrakt

Hefeextrakt
Kaliumdihydrogensulfat
Kartoffelstirke
Magnesiumsulfat Heptahydrat
Maltose Monohydrat
Mangansulfat Monohydrat
Maisstirke

Maisquellwasser

Natriumcaseinat aus boviner Milch

Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth

Merck

Carl Roth

Carl Roth

VWR

Merck

Merck

Carl Roth

Caldic

Carl Roth

Biospringer, Charge: 339

Ohly, Typ: KAT, Charge: EO100504
VWR

TIP

Riedel-de Haen

Fluka

Carl Roth

Sigma-Aldrich, Charge: 015K0144
Sigma-Aldrich, Charge: 045K0113
Sigma-Aldrich, Charge: 025K0050
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Natriumchlorid VWR

Pluronic® PE-8100 BASF

Saccharose Carl Roth
Sojamehl, Typ I, nicht gerdstet Sigma-Aldrich, Charge: 103K0093
Sojapepton UD Chemie, Typ: CM, Charge: 700/203
Streptomycin Gerbu
Korrekturmittel

Ammoniakwasser, technisch, 25 % VWR
Natronlauge, technisch, 50 % Carl Roth
0-Phosphorséure, technisch, 87 % VWR

Salzsédure, technisch, 32 % Fisher Scientific
Schwefelsdure, technisch, 95 % VWR
Kaliumhydroxid, p. A. Carl Roth
Natriumhydroxid, p. A. Carl Roth
Analytik

suc-L-Ala-L-Ala-L-Pro-L-Phe-p-Nitroanilid Bachem
Acrylamid Carl Roth
Ammoniumpersulfat Carl Roth
Bactident® Aminopeptidase Merck
Bisacrylamid Carl Roth
Brij®-35 Sigma diagnostics
Bromphenolblau Fluka
Commassieblau Merck
3,5-Dinitrosalicylsdure Fluka
Dikaliumhydrogenphosphat Merck
Dimethylsulfoxid (DMSO) Merck
Dinatriumhydrogenphosphat Merck
Diphenylamin Fluka
DNA-Leiter, 1 kb Fermentas

EDTA Dinatriumsalz Dihydrat Carl Roth

Essigsdure (Eisessig) VWR
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Ethanol

Isopropanol

Kalium-Natrium-Tartrat Tetrahydrat
B-Mercaptoethanol
Mercaptopropionsadure

Methanol
4-Morpholinpropansulfonsdure (MOPS)
Natriumacetat

Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumdodecysulfat (SDS)
Natriumhydroxid

Perchlorsdure, 60 %

0-Phthaldialdehyd (OPA)
Proteinmarker, prestained
Roti®-Nanoquant™, 5-fach Konzentrat
Salzsédure, 32 %

Schwefelsidure, 95 %

Tetrahydrofuran (THF)
Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Tris-Base / Tris-HCl
2,4,6-Trinitrobenzolsulfonsédure (TNBS)

Standards fiir Kalibrierungen
Glucose Monohydrat
Kalbsthymus-DNA

Maltose Monohydrat
Rinderserumalbumin (BSA)

L-Threonin

Enzyme
Alkalische Protease
Lysozym

a-Amylase

VWR
VWR
Merck
Carl Roth
Sigma-Aldrich
VWR
Merck
Carl Roth
Carl Roth
Merck
Carl Roth
Carl Roth
Fluka
Fluka
Fermentas
Carl Roth
VWR
Carl Roth
Carl Roth
Amersham
Carl Roth
Fluka

Carl Roth
Fluka
Fluka
Carl Roth

Ajinomoto

Novozymes, Alcalase® 2.4 L FG, E.C.3.4.21.62
Merck, E.C. 3.2.1.17
Novozymes, Termamyl® 120L, E.C. 3.2.1.1
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3.3 Bakterienstimme

3.3.1 Kilebsiella planticola

Bei dem verwendeten Stamm handelt es sich um den Klebsiella planticola (Raoultella planti-
cola) Stamm DSMZ 4617 (ATCC 15050), bezogen von der Deutschen Stammsammlung fiir
Mikroorganismen und Zellkulturen DSMZ, Braunschweig. Bei den Bakterien der Gattung
Klebsiella handelt es sich um Gram-negative, fakultativ anaerobe Stibchenbakterien aus der
Familie der Enterobacteriaceae. Sie sind nicht zur Sporenbildung befdhigt, unbeweglich, un-
begeiflelt und kdnnen von einer Kapsel umgeben sein. Benannt wurden sie nach dem ameri-

kanischen Bakteriologen Theodor Klebs.

3.3.2 Escherichia coli B-3996

Escherichia coli ist ein Gram-negatives, fakultativ anaerobes, stibchenférmiges und peritrich
begeifleltes Bakterium, das im menschlichen und tierischen Darm vorkommt. Es gehort wie
Klebsiella planticola zur Familie der Enterobacteriaceac. Benannt wurde es 1919 nach seinem

Entdecker Theodor Escherich.

-r""_'_r

Sm Bei dem verwendeten Threoninproduzenten handelt es
thrC i . .
sich um den Escherichia coli K12 Abkdommling

B-3996. Er ist hinterlegt in der Nationalen Russischen

pVICa0  thrB |

14.6 kb | Sammlung fiir industrielle Mikroorganismen (VKPM,
Moskau, Russland). Er enthélt das 14,6 kB grof3e

Plasmid pVIC40 (Abbildung 3.1). Als Selektions-

thrA /,

marker dient eine Streptomycinresistenz (Sm).

Hind IT

Pst1

Abbildung 3.1: Plasmid pVIC40 (Debabov et al., 1996)

Die Gene thrA (Aspartatkinase I), thrB (Homoserinkinase) und thrC (Threoninsynthase) bil-
den ein Operon und codieren fiir Enzyme des Threoninsyntheseweges. Der Stamm besitzt

eine Resistenz gegeniiber einer intrazelluliren Threoninkonzentration von circa 5 g L.
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AuBerdem verfligt er liber die Fahigkeit Saccharose als Kohlenstoffquelle zu nutzen. Genaue-
re Informationen {iber den Stamm enthalten die US Patente US 5 175 107 (Debabov et al.,
1992) und US 5 538 873 (Debabov et al., 1996).

3.3.3 Bacillus licheniformis P300

Bacillus licheniformis ist ein Gram-positives, begeifleltes, fakultativ anaerobes und zur Bil-
dung von Endosporen fahiges Stdbchen. Der verwendete Bacillus licheniformis P300 Stamm
produziert die Protease Subtilisin Carlsberg. Er besitzt kein Plasmid. Die Beweglichkeit zeigt

sich im Mikroskopbild durch eine taumelnde Bewegung der Zellen.

34 Medien und Stammhaltung

3.4.1 Medien zur Kultivierung von Klebsiella planticola

Fiir die Kultivierungen wurden zwei unterschiedliche Medien ausgewéhlt. Zum einen diente
das Terrific-Broth (TB-Medium) (Tabelle 3.1) zur Biomassengewinnung fiir die Lyseversu-
che im Schiittelkolbenmal3stab. Zum anderen wurde ein halbsynthetisches Medium (bezeich-
net als modifiziertes A1-160, Tabelle 3.2) mit Glucose und Maltose als Hauptkohlenstoff-

und Energiequellen fiir die Wachstumsversuche genutzt.

Tabelle 3.1: Zusammensetzung des TB-Mediums

Komponente g L]

Sojapepton 12,0
Hefeextrakt, ohly 24,0

Glycerin 4,0
KH,PO4 2,3
K>;HPO4 11,5

Der Kaliumphosphatpuffer des TB-Mediums musste, um Prézipitatbildung vorzubeugen, se-

parat autoklaviert werden. Ebenso wurde mit der Glucose- / Maltoselosung des halbsyntheti-
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schen Mediums verfahren, um eine Reaktion dieser reduzierenden Zucker mit Aminosiuren,

Peptiden und Proteinen des Hefeextraktes zu vermeiden (Maillard-Reaktion).

Tabelle 3.2: Zusammensetzung des halbsynthetischen Mediums (modifiziertes A1-160)

Komponente g L'l]
Glucose 40,0
Hefeextrakt, ohly 2,0
(NH4),SO4 6,0
KH,PO4 2,0
MgSO4 - 7 H,O 0,40
FeSO, - 7 H,O 0,02
MnSO;, - H,O 0,02
Maltose 10,0

Als Korrekturmittel wurden bei Verwendung des TB-Mediums 2 M Natronlauge und 10 %ige
Phosphorsédure und bei Verwendung des halbsynthetischen Mediums 20 %ige Schwefelsdure

und 25 %iges Ammoniakwasser eingesetzt.

3.4.2 Medien zur Kultivierung von Escherichia coli B-3996

Das wihrend der Arbeiten mit diesem Stamm verwendete Medium zdhlt zu den halbsyntheti-
schen Medien (Tabelle 3.3). Es enthilt Saccharose als Hauptkohlenstoff- und Energiequelle.
Als anorganische Stickstoffquelle dient Ammoniumsulfat. Nach dem Autoklavieren wurde

zur Erhohung der segregativen Plasmidstabilitdt Streptomycin sterilfiltriert hinzugegeben.

Als Korrekturmittel wurde 20 %ige Schwefelsdure und 25 %iges Ammoniakwasser verwen-
det. Die Base wurde gleichzeitig als zusitzliche Stickstoffquelle genutzt. Das Ammoniakwas-
ser war fiir dieses Medium als externe Stickstoffquelle essentiell. Es war darauf zu achten,
dass das Ammoniakwasser nicht autoklaviert wird und die Schwefelsédure aufgrund ihrer kor-

rosiven Wirkung wéhrend der Hitzesterilisation nicht mit Stahl in Kontakt kommen durfte.
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Tabelle 3.3: Zusammensetzung des Mediums A1-160 (Hermann & Rieping, 2003)

Komponente [g L™
Saccharose 40,0
Hefeextrakt, Biospringer 2,0
(NH4)2SO4 5,0
KH,PO4 2,0
MgSO4 - 7 H,O 0,40
FeSO, - 7 H,0O 0,02
MnSO; - H,O 0,02
Streptomycin 0,10

3.4.3 Medien zur Kultivierung von Bacillus licheniformis P300

Fiir die Kultivierungen wurden verschiedene Medien eingesetzt. Zum einen diente das HSG-
Medium (Tabelle 3.4) zur Biomassengewinnung fiir die Lyseversuche im Schiittelkolben-
mafstab. Zum anderen wurden unter Produktionsbedingungen zwei Medien (Tabelle 3.5 und
Tabelle 3.6) cingesetzt, die aus zahlreichen komplexen Einzelsubstraten bestanden. Aufgrund
der Unloslichkeit bzw. der geringen Loslichkeit einiger Komponenten besal3en beide Medien

einen erheblichen Feststoffanteil (breiige Konsistenz).

Tabelle 3.4: Zusammensetzung des HSG-Mediums

Komponente [g L]
Glycerin 14,9
Sojapepton 13,5
Hefeextrakt, ohly 7,0
NacCl 2,5
K,HPO, 2,3
KH,PO4 1,5

MgSO, - H,O 0,14
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Tabelle 3.5: Zusammensetzung des Vorkulturmediums (KV-Medium)

Komponente [g L]
Kartoffelstirke 40,0
Casein nach Hammarsten 4,0
Sojamehl 2,0
Maisquellwasser 8,0
NH4H,PO4 1,6

Tabelle 3.6: Zusammensetzung des Fermentationsmediums (KF-Medium)

Komponente [g L]
Maisstirke 90,0
Na-Caseinat 26,0
Sojamehl 19,0
Maisquellwasser 7,0
NH4H,PO4 0,5
Na,HPO4 0,5
KH,PO, 0,2

FeSO, - 7 H,0O 0,048

MnSO; - H,O 0,020

Herstellung des Vorkulturmediums

Zur Herstellung des Vorkulturmediums musste zundchst die Kartoffelstirke verkleistert und
anschlieBend verfliissigt werden. Dazu wurde sie in einem Viertel der Gesamtmenge an beno-
tigtem Wasser suspendiert, der pH-Wert durch Zugabe einer 2 M Kaliumhydroxidlésung auf
6,5 eingestellt, mit einer a-Amylase (Termamyl® 120 L, E.C. 3.2.1.10, Novozymes) versetzt
und bei 90 °C in einem Wasserbad mit integriertem Magnetriithrer bis zur vollstindigen
Hydrolyse unter stindigem Riihren inkubiert. Das Natriumcaseinat wurde in einem weiteren
Viertel Wasser suspendiert, mit der Kaliumhydroxidldsung auf pH = 8,5 eingestellt und unter
Riihren und Erwarmen auf 60 °C gelost. Alle librigen Komponenten wurden in der angegebe-
nen Reihenfolge im restlichen Wasser geldst und mit dem Stérkehydrolysat und der Caseinlo-
sung vermischt. Nach der pH-Werteinstellung auf pH = 7,0 wurde das Medium fiir 30 Minu-
ten bei 121 °C autoklaviert.
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Herstellung des Hauptkulturmediums
Das Hauptkulturmedium schdumte aufgrund des hohen Proteinanteils wihrend der thermi-
schen Inaktivierung sehr stark. Daher wurden dem Fermenter vor der Sterilisation mehrere

Tropfen Antischaummittel hinzugegeben.

Zur Hydrolyse der Maisstérke, die als wichtigste C-Quelle wéhrend der Kultivierung diente,
wurden dieselben Parameter wie fiir die Kartoffelstirke gewéhlt. Durchgefiihrt wurde die
Verkleisterung und Verfliissigung jedoch in einem 7 L Bioreaktor. Dazu wurde die fiir zwei
Kultivierungen bendtigte Menge an Stirke (720 g) in 4 L Wasser suspendiert und entspre-
chend behandelt. Das Caseinat und das Sojamehl wurden zusammen unter Riihren und Er-
wiarmen auf 60 °C in einem Viertel des Gesamtvolumens Wasser geldst. Alle librigen Kom-
ponenten wurden in der angegebenen Reihenfolge im restlichen Wasser geldst und mit Star-
kehydrolysat sowie der Casein- und Sojamehllésung vermischt. Das Medium wurde im Fer-
menter fiir 60 Minuten bei 121 °C sterilisiert. Aufgrund der hohen Keimbelastung des Mais-

quellwassers ist eine Haltezeit von einer Stunde gewéhlt worden.

Im Gegensatz zum industriellen Prozess wurde im Labormalistab der pH-Wert {iber eine Re-
gelung konstant gehalten. Als Korrekturmittel kamen 2 M Schwefelsdure und 2 M Natronlau-

ge zum Einsatz.

3.4.4 Stammhaltung

Zur Stammhaltung der Mikroorganismen wurden Glycerinkulturen fiir eine Lagerung bei
-80 °C hergestellt. Dazu wurden zu 870 pL Bakterienkultur 130 pL 88 %iges Glycerin gege-

ben. Die Proben wurden gemischt und in fliissigem Stickstoff schockgefroren.

3.5 Bioreaktoren

Die Kultivierungen wurden in einem 7 L und 30 L Riihrkesselbioreaktor der Firma MBR
(Wetzikon, Schweiz) durchgefiihrt. Die Bioreaktoren besaflen standardisierte Abmessungen,
die die DECHEMA Norm fiir Bioreaktoren (DECHEMA, 1991) erfiillten. Der 7 L Bioreaktor

wies ein Hohe-Durchmesser-Verhéltnis von 3:1 auf. Die geometrischen Abmessungen der
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Riihrkesselreaktoren sind der Abbildung 3.2 sowie der dazugehorigen Tabelle 3.7 zu ent-

nehmen.

Abbildung 3.2: Standardisierte Abmessungen von Bioreaktoren
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Tabelle 3.7: Abmessungen der verwendeten Bioreaktoren

|
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MBR 30 L Laborreaktor | MBR 7 L Laborreaktor
Reaktordurchmesser (D) 240 mm 150 mm
Reaktorhohe (H) 700 mm 400 mm
Riithrerdurchmesser (d) 79 mm 70 mm
Breite der Blatter (a) 20 mm 15 mm
Hohe der Blitter (b) 14 mm 14 mm
Scheibendurchmesser (c) 50 mm 50 mm
[Anzahl der Blatter 6 6
Anzahl der Riihrer 3 2
Abstand d. Bodenriihrers v. 120 mm 125 (110)mm
Abstand d. 2. Riihrers v. Boden 240 mm 250 (220) mm
[Abstand zwischen den Riihrern 120 mm 125 mm
[Abstand Riihrerblatt- 60 mm 60 mm
Riithrwellendurchmesser 20 mm 20 mm
[Anzahl Stromstorer 4 4
Hohe (g) 550 mm 330 mm
Breite (e) 20 mm 20 mm
[Wandabstand (f) 5 mm 3 mm
[Abstand v. Fermenterboden (h) 5 mm 5 mm
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Abbildung 3.3 zeigt schematisch den Aufbau der Bioreaktoren mit der Peripherieausriistung.
Der 7 L Riihrkesselreaktor bestand aus einem doppelwandigen Stahlunterteil, welches An-
satzstutzen fiir die Messsonden enthielt und einem Glaszylinder als Oberteil. Der 30 L Biore-
aktor bestand aus einem durchgehenden doppelwandigen Stahlgefd3. Die Deckel beider Bio-
reaktoren waren aus Edelstahl und enthielten Durchgiinge fiir die Zuluftleitung, die Abluft-
kiihlung sowie diverse Stutzen zum Anschluss von Messsonden bzw. zur Ankopplung von
Vorlagegefdllen zur Dosierung von Séure, Lauge und Antischaummittel. Die Bioreaktoren
enthielten seitlich vier Stromstérer und zwei (7 L) bzw. drei (30 L) 6-Blatt-Scheibenriihrer.
Die Riihrerwelle war iiber eine Magnetkupplung mit dem Riihrermotor verbunden. Die Tem-
perierung der Reaktoren erfolgte iiber die Doppelméntel durch das geregelte Einleiten von
Kiihlwasser oder Sattdampf. Die Begasung des Kulturmediums wurde iiber einen Begasungs-
ring realisiert. Keimfreie Bedingungen wurden durch Sterilfilter in der Zu- und Abluftstrecke
gewdhrleistet. Die Abluftstrecke des 30 L Reaktors enthielt zusdtzlich ein Nadelventil fiir die
Regelung des Reaktorinnendrucks. Uber ein dampfsterilisierbares Probenahmeventil, welches

im Boden des Bioreaktors eingebaut war, konnten Proben manuell entnommen werden.

s=+— 7 Dampf 1,5 bar

Zuluft-

regelung

=<3 Zuluft
C> Abwasser
- @@@“ & C> Kondensat

edien- U0 1 %
vorlage = R <3 Kiihlwasser
i e {2 Dampf 2,4 bar

Saure / Base / Antischaum

Abbildung 3.3: Schematische Darstellung der eingesetzten Riihrkesselreaktoren mit Periphe-

ricausriistung
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Die Bioreaktoren waren mit einer Reihe verschiedener Messsonden und -instrumente ausges-
tattet. StandardmifBig erfolgte die Messung des Reaktorinnendrucks iiber einen Druckauf-
nehmer und die Messung der Temperatur iiber ein Pt100-Widerstandsthermometer. Eine kon-
duktometrisch arbeitende Schaumsonde diente zur Schaumkontrolle. Fiir die Uberwachung
des pH-Wertes diente eine hitzesterilisierbare pH-Einstabmesskette (Fa. Mettler Toledo), die
vor der Sterilisation mit Pufferldsungen kalibriert und mit einem Uberdruck von ca. 2 bar ver-
sehen wurde. Die relative Geldstsauerstoftkonzentration (pO,) wurde mit Hilfe eines pola-
rographischen O,-Sensors (Fa. Mettler Toledo) gemessen, der durch Begasung des Mediums
im Reaktor mit Stickstoff und Luft unter Kultivierungsbedingungen kalibriert wurde. Die
Kontrolle des Luftvolumenstroms erfolgte iiber eine Luftzufuhr-Regelungseinheit. Zuséitzlich
wurde bei einigen Fermentationen die zudosierte Laugemenge durch eine Waage dokumen-

tiert.

Die Bestimmung der Sauerstoff- und der Kohlendioxidkonzentration in der Abluft wurde
entweder mittels des kombinierten Abgasanalysesystems URAS 10E der Firma Hartmann und
Braun oder nur die Kohlendioxidkonzentration mit Hilfe des CO,-Transmitters der Firma

Vaisala (Typ GMT221) gemessen.

Die Steuerung der Bioreaktoren erfolgte durch eine direkte, digitale Kontrolleinheit (DDC),
die analoge Mess- und Regeleinschiibe besal, in Verbindung mit einem VME-Bus-
Prozessrechner. Die wichtigsten Funktionen der DDC waren die Erfassung und Regelung von
Temperatur, pH, pO,, Rithrerdrehfrequenz, Reaktorinnendruck, Luftvolumenstrom und Zuga-

be von Antischaummittel.

Der VME-Bus-Rechner libernahm die iibergeordnete Steuerung des Prozesses. Digitale Steu-
ereinheit, Waagen, Abgasanalytik und Pumpen waren mit diesem Rechner verbunden, so dass
alle Prozessparameter und Prozessdaten kontinuierlich erfasst, gespeichert und entsprechend
visualisiert werden konnten. Die Eingabe der Sollwerte erfolgte ebenfalls iiber diesen Pro-
zessrechner. Auflerdem wurden die Sdure-, Base- und Antischaumpumpen angesteuert und

der pO; z. B. iiber die Riihrerdrehfrequenz geregelt.

Die Visualisierung erfolgte auf einem VT340-Terminal mit zwei voneinander getrennten,

umschaltbaren Benutzerebenen. Das Betriebssystem des Rechners war OS9, wihrend die
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Kontrolle und Steuerung des Prozesses vom Prozessleitsystem Caroline II (Fa. PCS, Schweiz)

ausgefiihrt wurde.

Die Hitzesterilisation des mit Kulturmedium befiillten Bioreaktors wurde fiir 25 Minuten bzw.
60 Minuten (KF-Medium, Bacillus licheniformis) bei 121 °C automatisch durchgefiihrt.
Gleichzeitig erfolgte die Sterilisation der Zu- und Abluftstrecke. Nach dem Abkiihlen wurde
das gewlinschte Startvolumen durch Zugabe von separat autoklaviertem sterilen Wasser ein-
gestellt. Hitzempfindliche Mediumsbestandteile wurden durch Septen sterilfiltriert in den Bio-
reaktor gegeben. Uber ein Septum im Deckel wurde das getrennt autoklavierte Korrekturmit-

telbesteck angeschlossen.

Nach Einstellung und Erreichen der Sollwerte wurde die Kultivierung durch Animpfen mit

Inokulationskultur durch ein Septum gestartet.
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4 Methoden

4.1

Kultivierungsparameter

Die gewihlten Fermentationssollwerte lassen sich Tabelle 4.1 entnehmen.

Tabelle 4.1: Ubersicht iiber die Fermentationsparameter

Stamm

Parameter ESCh]gg%hgig coli Klebsiella planticola Bacillus}l)i;: (r)](e)niformis
Vorkulturmedium Al-160 modifiziertes A1-160 | LB-/KV-Medium
Kulturmedium Al1-160 modifiziertes A1-160 KF-Medium
Animpfvolumen 50 mL 50 mL 40 mL
Bioreaktor 7 L analog 7 L analog 7 L analog
Beliiftung 1 vvi 1 vvin 2 vvim
pH 6,9 7,0 7,0
Temperatur 37°C 37°C 39°C
pO1-Sollwert 20 % 60 % 60 %
Arbeitsvolumen 5L 5L 4L
Riihrerdrehfrequenz 500 min™' < n < 2000 min™

Als Inokulum fiir alle Kultivierungen wurden iiber Nacht inkubierte Schiittelkolbenkulturen
verwendet. Vor dem Animpfen wurde die Vorkultur mikroskopisch auf eine Kontamination
untersucht und die optische Dichte bestimmt. Aulerdem wurden die Vorkulturen fiir die Ba-
cillus licheniformis P300 Kultivierungen mit Hilfe eines Teststreifens (Bactident® Aminopep-

tidase, Merck) auf die Abwesenheit der L-Alanin-Aminopeptidase liberpriift.

Die L-Alanin-Aminopetidase ist ein in der Bakterienzellwand lokalisiertes Enzym, das in re-
levanter Aktivitdt praktisch nur bei Gram-negativen Bakterien gefunden wurde. Dieses En-
zym spaltet die Aminosdure L-Alanin aus unterschiedlichen Substraten heraus. Bei den Test-
stibchen wird das Substrat L-Alanin-4-nitroanilid bei Anwesenheit der L-Alanin-
Aminopeptidase in 4-Nitroanilin und L-Alanin gespalten. Aufgrund der Gelbfarbung durch

das 4-Nitroanilin wird die Anwesenheit der L-Alanin-Aminopeptidase nachgewiesen.
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Um eine Sauerstofflimitierung wihrend der Kultivierung zu vermeiden, wurde der pO,-Wert

durch stufenweise Erhéhung der Rithrerdrehfrequenz (npmax = 2000 min™") konstant gehalten.

Die Probennahme wihrend der Kultivierungen im Bioreaktor erfolgte durch einen automati-
schen Probennehmer der Firma Gilson. In regelmiBigen Abstand wurde durch einen seitli-
chen Stutzen im Bioreaktor jeweils ein Volumen von 24 mL entnommen. Die ersten 12 mL
wurden als Vorlauf verworfen. Die erhaltenen Proben wurden in einem Kiihlblock auf 4 °C

gekiihlt und dann der Analytik zugefiihrt.

4.2 Zellernte

Wenn nicht anders angegeben, wurde die fest-fliissig Trennung nach beendeter Fermentation
durch einen Zentrifugationsschritt bei 17.000g fiir 10 Minuten durchgefiihrt. Das gewonnene
Zellpellet wurde bis zu seiner Verwendung bei -20 °C gelagert.
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4.3 Fermentationsanalytik

4.3.1 Ubersicht

Dieses Kapitel stellt die wihrend der Arbeiten benotigten Methoden vor. In Tabelle 4.2 wer-
den zur schnellen Orientierung die verschiedenen Analysen den drei untersuchten Systemen
(Klebsiella planticola, Escherichia coli B-3996, Bacillus licheniformis P300) zugeordnet. Die
tabellarisch aufgefiihrten Methoden werden anschlieBend in den folgenden Kapiteln im Ein-

zelnen vorgestellt.

Tabelle 4.2: Ubersicht iiber die durchgefiihrten Analysen

Stamm
Analyse Escherichia coli Klebs:iella _ Bacillgs
B-3996 planticola licheniformis P300
Optische Dichte + + +
Biotrockenmassekonzentration +/- + -
Trockenmasse - - +
Zellzahldichte - - +
Seg. Plasmidstabilitét + - -
Glucose + + +
Saccharose + - -
Glycerin - +/- -
Reduzierende Zucker - + +
L-Threonin + - -
a-Aminogruppen +/- - -
Proteaseaktivitat - - +
Kohlenstoff / Stickstoff + + +
Proteinkonzentration - - +
Protein, qualitativ +/- +/- +/-
DNA, qualitativ +/- +/- +/-
L-Aminopeptidase - - +

+: durchgefiihrt; -: nicht durchgefiihrt; +/-: teilweise durchgefiihrt

Die Analytik umfasste neben Methoden zur direkten und indirekten Verfolgung des Wachs-
tums auch Methoden zur Bestimmung von Substrat- und Produktkonzentrationen oder
-aktivititen. Aullerdem ist fiir eine Charakterisierung der Kultivierungen eine Bilanzierung

des Kohlenstoffs und des Stickstoffs durchgefiihrt worden. Zusétzlich wurden Methoden ein-
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gesetzt, mit deren Hilfe ein qualitativer als auch quantitativer Nachweis von genomischer

DNA und RNA sowie von Proteinen moglich war.

Die Probennahme erfolgte gewohnlich stiindlich, am Anfang der Fermentation verldngerte

sich das Intervall und am Ende verkiirzte es sich meist.

Bei den Kultivierungen mit Bacillus licheniformis P300 wurde am Ende der Kultivierung ein
Nachweis der L-Alanin-Aminopeptidase durchgefiihrt (Bactident® Aminopeptidase, Merck).

Damit sollte eine Kontamination durch Gram-negative Organismen ausgeschlossen werden.

4.3.2 Bestimmung der optischen Dichte

Fiir die Bestimmung der optischen Dichte wurde ein Einstrahlphotometer (UV-1202, Shimad-
zu) bei einer Wellenldnge von A = 600 nm verwendet. Die Messung erfolgte gegen Leitungs-
wasser als Referenz. Verdiinnungen wurden ab einer optischen Dichte grofer 0,8 mit Lei-

tungswasser vorgenommen. Fiir alle Proben wurden Doppelbestimmungen durchgefiihrt.

4.3.3 Bestimmung der Biotrockenmassekonzentration

Die Bestimmung der Biotrockenmassekonzentration diente neben der Bestimmung der opti-
schen Dichte zur Verfolgung der Zelldichte. In getrocknete und gewogene 2 mL Reaktionsge-
fale wurden 1,8 mL Bakteriensuspension pipettiert und gewogen. Die fest-fliissig Trennung
erfolgte durch einen Zentrifugationsschritt (10 Minuten, 14.000 rpm). Der Uberstand wurde
fiir weitere Analysen bei -20 °C gelagert und das Zellpellet mit Wasser gewaschen und erneut
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet bis zur Gewichtskonstanz bei
60 °C im Vakuumtrockenschrank getrocknet und anschlieend erneut gewogen. Es wurden
jeweils Dreifachbestimmungen durchgefiihrt. Abbildung 4.1 und Abbildung 4.2 zeigen die
Korrelation der optischen Dichte mit der Zelltrockenmasse fiir die beiden Enterobacteriaceae.
Fiir die Bestimmung der Korrelation wurde im Fall des E. coli-Stammes die optische Dichte

gegen A1-160-Medium gemessen, sodass die Gerade durch den Nullpunkt geht.
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Abbildung 4.1: Korrelation der Biotrockenmassekonzentration mit der optischen Dichte

(Klebsiella planticola, modifiziertes A1-160)
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Abbildung 4.2: Korrelation der Biotrockenmassekonzentration mit der optischen Dichte

(E. coli B-3996, A1-160)
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4.3.4 Bestimmung der Zellzahldichte

Die Bestimmung der Zellzahldichte erfolgte mit Hilfe einer Thomakammer. Dazu wurde ein
Tropfen gegebenenfalls verdiinnter Bakteriensuspension auf die Kammer gegeben und min-
destens fiinf Felder ausgezihlt, der Mittelwert gebildet und mit dem Kammer- (4 - 10° mL™)

und Verdiinnungsfaktor multipliziert.

4.3.5 Bestimmung der segregativen Plasmidstabilitat

Die Bestimmung der segregativen Plasmidstabilitdt wurde durch Ausplattieren auf antibioti-
kahaltigen und antibiotikafreien TB-Agarplatten bestimmt. Es wurden jeweils zwei Platten
von drei Verdiinnungen ausplattiert. Die Verdiinnungen wurden so gewdhlt, dass die zu er-
wartende Keimzahl 1, 10 und 100 betrug. Die Verdiinnung erfolgte in Zehnerschritten mit

steriler 0,9 %iger NaCl-Losung. Das ausplattierte Volumen betrug 100 pL.

4.3.6 Enzymatische Glucose- und Saccharosebestimmung

Die Bestimmung der Saccharose- und Glucosekonzentration erfolgte mit Enzymtests der Fir-
ma Scil Diagnostics. Genaue Informationen zur Probenvorbereitung, Durchfithrung, Berech-

nung etc. sind den Herstellerangaben des jeweiligen Tests zu entnehmen.

4.3.7 Bestimmung der Glycerinkonzentration

Mit der Bestimmung der Glycerinkonzentration wurde der Verlauf der Hauptkohlenstoffquel-

le wihrend der Fermentation auf TB-Medium verfolgt. Diese erfolgte mittels HPLC.

Die Trennung der l6slichen Mediumskomponenten fand auf einer Kationenaustauscherséule
(Nucleogel ION 300 OA Séule Art. Nr. 719 501) statt. Die Steuerung des Chromatographie-
ablaufes, die Datenaufnahme und die Auswertung erfolgte automatisch mit dem Programm

ChromStar der Firma SCPA. Als Elutionsmittel diente 2,5 mM Schwefelsdure. Dieses wurde
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mittels einer Pumpe (IRICA PUMP X 871, IRICA Instruments INC., Kyoto, Japan) mit einem
Volumenstrom von 0,4 mL min" durch das System gefdrdert. Die Probeninjektion (20 pL)
erfolgte durch einen Autosampler (Marathon, Spark Holland). Bei der Detektion kam ein RI-
Detektor (ERC-7515 A, ERMA CR. INC., Tokio, Japan) zum Einsatz. Zur Temperierung der
Sdule auf 70 °C wurde ein Séulenofen (ERC Gecko 2000, ERMA CR. INC., Tokio, Japan)

verwendet.

Vor der Probenaufgabe musste die Sdule und die Referenz- sowie die Messkammer des RI-
Detektors ausreichend mit Eluent gespiilt und die Sdule dquilibriert werden. Um einen Druck-
anstieg durch Verstopfen des Sdulenmaterials zu vermeiden, mussten die Proben partikelfrei
in die Probeentnahmegefifie gegeben werden. Zusétzlich wurde der Eluent filtriert (0,45 um)
und entgast (Degasser ERC-3612, ERMA CR. INC., Tokio, Japan).

4.3.8 DNS-Methode zur Bestimmung der Konzentration an re-

duzierenden Zuckern

Zur Bestimmung des Anteils reduzierender Zucker kommt die Methode nach Miller (Miller,
1959) zum Einsatz. Erstmals wurde die Dinitrosalicylsdure 1921 von Sumner fiir den Nach-

weis von reduzierenden Zuckern in Urin eingesetzt (Sumner & Graham, 1921).

Der Nachweis erfolgt tiber die photometrische Bestimmung der 3-Amino-5-nitrosalicylsdure
bei ithrem Absorptionsmaximum von 540 nm. Diese entsteht durch die im alkalischen Milieu
stattfindende Reduktion der Dinitrosalicylsdure bei vorheriger Oxidation der freien Alde-

hydgruppe der reduzierenden Zucker zur Carboxylgruppe.

Durch Bailey erfolgte eine Uberarbeitung der Zusammensetzung des bisher eingesetzten
DNS-Reagenzes (Bailey, 1988). Es wurde aufgrund der gesundheitsschiadlichen Wirkung des
Phenols auf dieses verzichtet. Das Reagenz enthélt neben der Dinitrosalicylsdure noch Nat-
ronlauge und Kaliumnatriumtartrat (Rochelle-Salz). Die Natronlauge ist notwendig, um das
alkalische Milieu fiir die Reduktion bereitzustellen und das Rochellesalz schiitzt das Reagenz
vor Oxidation durch geldsten Sauerstoff. Die Zusammensetzung der DNS-Stopplosung zeigt

Tabelle 4.3.
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Tabelle 4.3: Herstellung des DNS-Stoppreagenzes zur Bestimmung der Konzentration an

reduzierenden Zuckern

Substanz Menge in [g] oder [mL]
3,5-Dinitrosalicylsdure 1.0g
dem. Wasser 40 mL
2 N NaOH 20 mL
Kaliumnatriumtartrat-Tetrahydrat 300¢g
dem. Wasser ad 100 mL

Die DNS-Methode nach Miller findet hdufig in der enzymatischen Aktivitdtsbestimmung
Anwendung. Thr Vorteil liegt in der schnellen und einfachen Durchfiihrung. Ein groBer Nach-
teil ist die fehlende Stochiometrie der Reaktion. Verschiedene Zucker fiihren zu unterschied-
lichen Farbintensititen, deshalb ist fiir jeden Zucker eine separate Kalibrierung notwendig.
Ein weiterer zu beachtender Punkt ist, dass mit dieser Methode alle reduzierenden Substanzen

nachgewiesen werden.

Vor der eigentlichen Probenanalyse erfolgte die Kalibrierung der DNS-Methode. Dazu wurde
eine Glucose- und Maltosestammlosung (beide 2 g L") angesetzt. Verschiedene Verdiinnun-
gen dieser Stammldsungen wurden nach Tabelle 4.4 bearbeitet. Ein Referenzwert musste
mitlaufen, bei dem anstelle der Probe Wasser verwendet wurde. Abbildung 4.3 zeigt die Er-

gebnisse der Kalibrierung.

Tabelle 4.4: Arbeitsvorschrift zur Bestimmung der reduzierenden Zucker

Leerwert Probe
Probe - 220 pL
Wasser 220 pLL -
DNS-Stopreagenz 100 pLL 100 pLL

Im Wasserbad bei 100 °C 5 Minuten erhitzen

Abkiihlen auf Raumtemperatur

Wasser 1 mL 1 mL

Absorption bei 540 nm gegen dem. Wasser messen
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Abbildung 4.3: Kalibrierung der Methode zur Bestimmung der Konzentration an reduzieren-
den Zuckern durch Analyse verschiedener Konzentrationen einer Glucose- und Maltose-

stammldsung

4.3.9 L-Threonin-Nachweis durch Hochleistungsfliisssigkeits-

chromatographie

Die Bestimmung des L-Threonins erfolgte nach Vorsdulenderivatisierung mit 0-Phthal-
dialdehyd durch anschlieBende Trennung auf einer HPLC-Sédule und Nachweis mittels Fluo-

reszenzdetektor (Biintemeyer, 2000).

Zum Nachweis und auch zur chromatographischen Trennung von Aminoséuren war eine De-
rivatisierung erforderlich. Die Zusammensetzung des Derivatisierungsreagenzes zeigt
Tabelle 4.5. Phthalaldehyd (o-Phthaldialdehyd, OPA) reagiert nur mit primdren Aminen
(Abbildung 4.4). Zusammen mit einem Thiol (z. B. 3-Mercaptopropionsdure) reagiert es mit
der Aminosdure zu einem fluoreszierenden 1-Alkylthio-2-alkyl-substituierten Isoindol. Die
Thiole sind fiir die Stabilitit und die Hydrophobizitit der Derivate verantwortlich. Die entste-
henden Derivate erlauben eine Identifizierung der Aminosédure. Sekundire Amine kénnen mit
OPA nicht nachgewiesen werden. Die Reaktion erfolgt im alkalischen Milieu bei Raumtem-

peratur innerhalb weniger Minuten. Die Derivate konnen sowohl durch UV-Absorption als
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auch durch Fluoreszenzemission detektiert werden. Das Reagenz selbst fluoresziert nicht und
stort somit nicht im Chromatogramm. Die Detektion im UV-Bereich kann jedoch durch UV-

absorbierende Kontaminanten gestort sein.

Tabelle 4.5: Zusammensetzung des Reagenzes zur Vorsdulenderivatisierung fiir die Bestim-

mung der L-Threoninkonzentration

Substanz Menge
Phthaldialdehyd 67,4 mg
Methanol 1250 uL
0,2 M K,HPO4 pH =9,5 12,5 mL
Brij"®-35 40 pL
Mercaptopropionsdure 125 uL
S—R'
CHO
pH 9,5 o
©i + R—NH, + R—SH ———— N—R + 2H,0
1-2 min N
CHO
OPA R'=—CH,—CH,OH

Abbildung 4.4: Darstellung der Derivatisierungsreaktion zwischen 0-Phthaldialdehyd und

primédren Aminen

Durch die Derivatisierung werden die chromatographischen Eigenschaften der Aminosduren
deutlich verdndert. Die polaren Aminosduren werden durch die Kopplung mit einem aromati-
schen Rest wesentlich hydrophober und lassen sich so durch Chromatographien an Reversed-
Phase-Materialien trennen. Die unterschiedliche Stabilitdt der einzelnen Aminosdurenderivate
setzt eine genau definierte und moglichst kurze Zeitspanne von der Derivatisierung bis zur

Detektion voraus.

Die Trennung fand auf einer mit einem Reversed-Phase Material (Kromasil 100 C-18,
dp = 5um, L = 14 cm, Eka Nobel) gefiillten Sdule statt. Die Steuerung des Chromatographie-
ablaufes, die Datenaufnahme und die Auswertung erfolgte automatisch mit dem Programm
ChromStar der Firma SCPA. Alternativ war es moglich, die Chromatogramme manuell zu
bearbeiten. Als Elutionsmittel dienten 99 % 85 mM NaAc-Puffer mit 1 % THF pH = 7.5 (Puf-
fer A) und 85 % Methanol mit 15 % 85 mM NaAc-Puffer pH = 5,2 (Puffer B). Diese wurden
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mittels zwei Pumpen (HPLC Pump BT3020, Biotronik) durch das System gefordert. In Ta-
belle 4.6 sind die Aquilibrierungs-, Elutions- und Waschbedingungen aufgefiihrt. Die Proben-
injektion erfolgte von einem Probenteller (Marathon, Spark Holland). Zur Detektion kam ein
Fluoreszenzdetektor (RF-551, Shimadzu) mit einer Anregungswellenlédnge von Aex = 340 nm

und einer Emissionswellenlédnge von Ay, = 455 nm zum Einsatz.

Tabelle 4.6: Darstellung der Aquilibrierungs-, Elutions- und Waschbedingungen zur Bestim-
mung der L-Threoninkonzentration durch Vorsdulenderivatisierung mit 0-Phthaldialdehyd

und anschlieender Trennung auf einer HPLC-Séule

. Prozentualer Anteil | Prozentualer Anteil
Zeit nach Proben-| Volumenstrom
aufgabe t [min] [mL min™'] Puffer A Puffer B
[70] [70]
0,00 1 100 0
13,00 1 100 0
13,01 2 100 0
15,00 2 75 25
16,00 2 58 42
22,90 2 58 42
23,00 2 42 58
26,01 2 30 70
28,00 2 30 70
28,01 2 0 100
33,00 2 0 100

Vor der Derivatisierung und der Aufgabe der Probe auf die Sdule mussten die Proteine mit
10 % Perchlorsdure gefdllt werden. Dazu wurden Probe und Sdure im Verhéltnis 1:1 ver-

mischt und die Féallungsprodukte bei 14.000 rpm fiir 3 Minuten abzentrifugiert.

Eine Verdiinnung der Proben war erforderlich, da durch die Behandlung mit Perchlorsdure der
pH-Wert in den sauren Bereich sank, eine Umsetzung mit OPA fand aber nur im alkalischen
Milieu statt. Es war deshalb notwendig, mit einem pH-Teststreifen den pH-Wert der Probe zu
kontrollieren. Von der verdiinnten Probe wurden anschliefend 200 uL zu 800 uL OPA-
Reagenz (Tabelle 4.5) gegeben und kurz gevortext. Die Derivatisierungszeit betrug 5 Minu-

ten. Dann erfolgte die Aufgabe von 20 pL Probe auf die Séule.
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Vor der Probenaufnahme war es wichtig, die Saule ausreichend mit Puffer B zu waschen und
mit Puffer A zu dquilibrieren. Die Eluenten wurden vor Erreichen des Systems kontinuierlich

filtriert und entgast (Degasser ERC-3612, ERMA CR. INC., Tokio, Japan).

Vor der eigentlichen Probenanalyse erfolgte die Uberpriifung der Linearitit der Methode.
Dazu wurde eine 0,1 M L-Threoninstammldsung angesetzt. Ein Teil dieser Losung wurde in
1,5 mL ReaktionsgefdBe aliquotiert und bei -20 °C gelagert. Wie Tabelle 4.7 zeigt, wurden
drei Verdiinnungen der Stammldsung angesetzt und jeweils dreimal auf die Sdule gegeben. Es
ergab sich in dem untersuchten Konzentrationsbereich ein linearer Zusammenhang zwischen
der Threoninkonzentration und der Peakfliche (Abbildung 4.5). Die Fermentationsproben
wurden spéter soweit verdiinnt, dass sich die Peakfldche innerhalb der Kalibrierung befand.
Vor dem ersten Lauf wurde zweimal ein Standard auf die Sdule gegeben. Die Berechnung der

Konzentration in der Probe erfolgte durch Beziehung auf den Standard.

Tabelle 4.7: Ergebnisse der Uberpriifung der Reproduzierbarkeit und Linearitit der Methode
zur Bestimmung der L-Threoninkonzentration durch Vorsdulenderivatisierung mit 0-Phthal-

dialdehyd und anschlieBender Trennung auf einer HPLC-Saule

Verdiinnungsfaktor fy | Retentionszeitt |Peakfliche @ Molaritit
-] [min] [Vs'] [mM]
400 10,92 5886 0,25
400 10,85 5789 0,25
400 10,90 5825 0,25
2000 11,25 1176 0,05
2000 11,22 1148 0,05
2000 11,07 1134 0,05
4000 11,17 574 0,025
4000 10,92 591 0,025
4000 11,05 595 0,025
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Abbildung 4.5: Uberpriifung der Reproduzierbarkeit und Linearitit der Methode zur Be-
stimmung der L-Threoninkonzentration durch mehrfache Analyse verschiedener Konzentrati-

onen einer L-Threoninstamml&sung

4.3.10 Bestimmung der a-Aminogruppenkonzentration

Neben der chromatographischen Bestimmung der L-Threoninkonzentration wurde die
a-Aminogruppenkonzentration zusitzlich nach der Methode von Adler-Nissen (Adler-Nissen,

1979) bestimmt.

Das Prinzip des Assays (Abbildung 4.6) beruht auf der Reaktion von 2,4,6-Trinitrobenzol-
sulfonsdure (TNBS) mit a-Aminogruppen im alkalischen Milieu unter Ausbildung von gelb-
gefarbten Trinitrophenylderivaten, die photometrisch bei 340 nm vermessen werden kdnnen
(Izco et al., 2000). Da bei der Reaktion auBerdem schweflige Saure (H,SO;) entsteht, werden
die anfallenden Protonen durch die Verwendung eines Phosphatpuffers abgefangen. Gestoppt
wird die Reaktion durch Absenkung des pH-Wertes nach Zugabe von Salzsdure auf Werte
zwischen 3,7 und 3,9. Werte unter 3,5 fithren zu einer Triibung der Probe und miissen deshalb
vermieden werden. Die Reaktion findet in einem abgedunkelten Wasserbad statt, da TNBS

unter Lichtanregung auch mit Hydroxidionen reagiert.
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2,4,6-Trinitrobenzolsulfonsdure  a-Aminogruppe

Abbildung 4.6: Reaktion von 2,4,6-Trinitrobenzolsulfonsdure mit a-Aminogruppen

Zu 200 pL der Probe wurden 200 pL 2 %-ige SDS-Losung gegeben. Diese Verdiinnung ist
dann fiir 15 Minuten bei 75 °C temperiert worden. Zu 40 puL dieser Losung wurden anschlie-
Bend 320 pL 0,21 M NaH,PO4/Na,HPO,-Puffer (pH = 8,2) und 320 pL 0,1 %-ige TNBS-
Losung gegeben. Nach 60-miniitiger Inkubation in einem abgedunkelten Wasserbad bei 50 °C
ist die Reaktion durch Zugabe von 640 uL 0,1 N HCI gestoppt worden. Die Absorption der
Probe wurde, nachdem sie 30 Minuten auf Raumtemperatur abkiihlen konnte, bei 340 nm
gegen einen Referenzwert, der statt Probe 1 %-ige SDS-Ldsung enthielt, gemessen. Zur Be-
stimmung der a-Aminogruppenkonzentration wurde eine Standardreihe mit L-Threonin auf

die gleiche Weise vermessen (Abbildung 4.7).
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Abbildung 4.7: Kalibrierung der Methode zur Bestimmung der Konzentration an
a-Aminogruppen durch Analyse verschiedener Konzentrationen einer L-Threoninstamm-

16sung
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4.3.11 Bestimmung der Proteaseaktivitat

Die Proteaseaktivitidt im Kulturiiberstand wurde anhand der Hydrolyse des Peptidsubstrates
AAPF-pNA (suc-L-Ala-L-Ala-L-Pro-L-Phe-p-Nitroanilid) bestimmt. Subtilisin spaltet AAPF-
pNA in AAPF und p-Nitroanilin. Die Freisetzung des p-Nitroanilins aus dem Peptidsubstrat
verursacht eine Zunahme der Absorption bei 410 nm, die iiber einen Zeitraum von 5 Minuten

verfolgt wird.

Die Enzymaktivitit ist eine kinetische Groe und daher immer abhéngig davon, zu welchem
Zeitpunkt und unter welchen Bedingungen bei der Reaktion gemessen wurde. Daher wird eine
Protease-Einheit definiert als die Enzymmenge, die bei 25 °C und einem pH-Wert von 8,6 pro

Minute 1 umol p-Nitroanilin freisetzt.

Gleichbleibende Bedingungen wihrend der enzymatischen Katalyse wurden durch die Ver-
wendung eines 0,1 M Tris/HCI Puffers (pH = 8,6) und der Temperierung der Kiivette auf
25 °C gewdéhrleistet. Zur Herstellung des Puffers wurden 6,05 g Tris in 300 mL Wasser ge-
16st. Der pH-Wert wurde mit 1 M HCI auf 8,6 eingestellt und anschlieBend mit Wasser auf ein
Volumen von 500 mL aufgefiillt. Fiir die 110 mM Substratlosung wurden 70 mg AAPF-pNA

in 1 mL DMSO geldst. Diese Losung war im Dunkeln mindestens eine Woche haltbar.

Der 0,1 M Tris-HCI Puffer wurde in einem Wasserbad auf 25 °C vorgewédrmt. Der Test wurde
fiir jede Probe dreimal durchgefiihrt und jeweils gegen einen Referenzwert mit Wasser anstatt
Probe gemessen. Tabelle 4.8 zeigt die Durchfiihrung des Testes. Es wurde mit Halbmikrokii-

vetten gearbeitet.

Tabelle 4.8: Durchfiihrung der Proteaseaktivitidtsbestimmung

Leerwert Probe

Substratlosung 10 uL 10 uL

0,1 M Tris-HCl pH=8,6 | 1000 uL | 1000 pL

Probe - 10 uL

Wasser 10 uL -

Mischen und Absorptionsmessung starten
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Durch Zugabe der Probe zur Substratlosung wurde die Reaktion gestartet, daher sollte der
Reaktionsansatz unverziiglich gemischt und das Kinetikprogramm des Photometers gestartet
werden. Die Messzeit sollte 10 Minuten betragen, mindestens jedoch zehn Messungen im

linearen Bereich beinhalten.

Die Berechnung der Proteaseaktivitit erfolgte nach folgender Gleichung:

dA

U . Vi - fv umol .

a {mL} = o Vard {min-mL} (Gleichung 4.1)
dA/dt : Absorptionsinderungsgeschwindigkeit in min™
Vi : Volumen der Losung in der Kiivette (1,02 mL)
fv : Verdlinnungsfaktor der Enzymlosung
€410 : Absorptionskoeffizient bei 410 nm (8480 M'em! = 8,48 cm? pmol'l)
d : Lichtweg durch die Kiivette (1 cm)
Ve : Volumen der zugegebenen Enzymldsung (0,01 mL)

4.3.12 Bestimmung des Kohlenstoff- und Stickstoffgehaltes

Fiir die Bestimmung der Elemente Kohlenstoff und Stickstoff wurde der Analysator Vario EL
von Elementar verwendet. Die zu analysierende Substanz wurde durch oxidative Verbrennung
aufgeschlossen. Der quantitative Substanzaufschluss beruht auf dem Prinzip der explosionsar-
tigen Verbrennung in mit Sauerstoff hoch angereicherter Heliumatmosphdre in einem mit

Kupferoxid gefiillten Verbrennungsrohr bei einer Temperatur von ca. 950 °C - 1000 °C.

Die Bestimmung erfolgte in den Laboratorien der Experimentellen Okologie und Okosystem-

biologie der Fakultit fiir Biologie der Universitdt Bielefeld.
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4.3.13 Proteinbestimmung mit dem modifizierten Bradford-Test

Im Mittelpunkt des von M. M. Bradford 1976 verdffentlichten Protein-Assays stehen blaue
Saurefarbstoffe, die als Coomassie-Brillantblau bezeichnet werden (Bradford, 1976). In Ge-
genwart von Proteinen und im stark sauren Milieu verschiebt sich das Absorptionsmaximum

des Coomassie-Brillantblau von rot nach blau.

Bei dem in dieser Arbeit verwendeten Proteinassay handelt es sich um eine Modifikation der
Proteinbestimmung nach Bradford (Bradford, 1976) durch Zor und Seliger (Zor & Seliger,
1996). Die proteingebundene, blaue Form des Coomassie-Brillantblau ist als unprotonierte
Form am stabilsten und besitzt ein Absorptionsmaximum bei 590 nm, wihrend die ungebun-
dene, rote Form als doppelt protoniertes Molekiil in der stark sauren Umgebung am stabilsten
ist und bei 465 nm ein Absorptionsmaximum aufweist. Der urspriingliche Bradford-Test
(Messung der Absorption nur bei 590 nm) lieferte eine Standardkurve, die keine exakte Line-
aritat aufwies. Die Linearitdt ergibt sich jedoch, wenn die Probe bei 590 nm und bei 450 nm

vermessen und die Proteinkonzentration gegen den Quotienten Asqo/A4so aufgetragen wird.
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Abbildung 4.8: Kalibrierung der Methode zur Bestimmung der Proteinkonzentration durch

Analyse verschiedener Konzentrationen einer Rinderserumalbuminstammldsung
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Die Arbeitslosung wurde durch Verdiinnung des Konzentrats mit Wasser hergestellt. Zur Ka-
librierung der Methode wurde eine Stammldsung mit Rinderserumalbumin angesetzt und ent-
sprechend verdiinnt. Fiir den Nullwert der Kalibriergeraden wurden 200 pl. Wasser zu
800 puL Arbeitslosung pipettiert (Abbildung 4.8). Ansonsten wurden 200 pL verdiinnter
Stammlosung bzw. Probe zu 800 puL. Arbeitsreagenz gegeben, gut gemischt und gegen Wasser
zunichst bei einer Wellenldnge von A = 590 nm und dann bei A = 450 nm gemessen. Die

Nachweisgrenze dieses Tests lag bei 20 mg Protein pro Liter.

4.3.14 Qualitativer Proteinnachweis mittels Disk-SDS-PAGE

Der qualitative Proteinnachweis wurde mittels diskontinuierlicher SDS-Polyacrylamidgel-
elektrophorese (Disk-SDS-PAGE) durchgefiihrt. Tabelle 4.9 zeigt die Zusammensetzung des
Trenngels und Tabelle 4.10 die des Sammelgels.

Tabelle 4.9: Zusammensetzung des Trenngels zum qualitativen Proteinnachweis mittels dis-

kontinuierlicher SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Komponente [nL]
Wasser 1500,0
1 M Tris pH = 8,8 2800,0

Bis/Acrylamid (0,8 % /30 %)  3000,0
5% SDS 150,0
10 % Ammoniumpersulfat 37,5
TEMED 2,5
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Tabelle 4.10: Zusammensetzung des Sammelgels zum qualitativen Proteinnachweis mittels

diskontinuierlicher SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Komponente [nL]
Wasser 775,0
0,25 M Tris pH = 6,8 1250,0

Bis/Acrylamid (0,8 % /30 %)  425,0

5% SDS 500,
10 % Ammoniumpersulfat 25,0
TEMED 2,5

Die Proben wurden im Verhiltnis 1:1 mit zweifach konzentriertem Lammli-Puffer
(Tabelle 4.11) verdiinnt und 5 Minuten bei 96 °C in einem Heizblock inkubiert. Anschlieend
wurden 20 puL in die Taschen des Gels gegeben. Nicht mit Proben gefiillte Taschen mussten
mit einem Gemisch aus Wasser und Ladmmli Puffer (1:1) gefiillt werden. In die erste Proben-
tasche wurde der Proteinmarker direkt pipettiert. Tabelle 4.12 zeigt die Zusammensetzung
des Elektrophoresepuffers. Der Lauf wurde mit 14 mA gestartet und bei Ubertritt der Probe in
das Trenngel auf 20 mA erhoht. Erreichte die blaue Lauffront das untere Ende des Trenngels,

wurde der Lauf beendet.

Nach Trennung des Sammelgels vom Trenngel, wurde dieses fiir mehrere Stunden in eine
Coomassie-Blau Losung (0,2 g in 100 mL Wasser) gelegt. Die Entfarbung erfolgte in einem
Gemisch aus 25 % (v/v) Isopropanol, 10 % (v/v) Essigsdure und 65 % (v/v) Wasser.

Tabelle 4.11: Zusammensetzung des zweifach konzentrierten Lammli Puffers zum qualitati-

ven Proteinnachweis mittels diskontinuierlicher SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Komponente
Tris-HCl 250 mM
SDS 8 %
Glycerin 40 %
Bromphenolblau 0,004 %

B-Mercaptoethanol 20 %
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Tabelle 4.12: Zusammensetzung des Elektrophoresepuffers zum qualitativen Proteinnachweis

mittels diskontinuierlicher SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Komponente
Tris-HCl 25 mM
Glycerin 192 mM
SDS 0,1 %

4.3.15 Qualitativer Nukleinsaurenachweis

Mit dieser Methode sollte sowohl in ausgewihlten Fermentationsiiberstdnden als auch in den
gewonnenen Zelllysaten genomische DNA und RNA qualitativ nachgewiesen werden. Dazu
wurden die Nukleinsduren zunéchst gefillt, in Puffer resuspendiert und mit Hilfe einer
Anionenaustauschersiule aufgereinigt. Anschliefend erfolgte die Auftragung auf ein Agaro-

segel.

Zunichst wurden 200 pL. Fermentationsiiberstand bzw. Lysat mit 20 pL. 3 M Natriumacetat
und 650 pL kaltem Ethanol vermischt. Dieser Ansatz ist dann fiir 5 Minuten in fliissigem
Stickstoff inkubiert und anschlieBend 6 Minuten bei 14.000 rpm abzentrifugiert worden. Der
Uberstand wurde verworfen und das Pellet mit 1000 pL 70 % Ethanol gewaschen. Nach ei-
nem weiteren Zentrifugationsschritt und erneutem Verwerfen des Uberstandes ist das Pellet
unter dem Abzug getrocknet worden. Dann wurde das Pellet in 1 mL TE-Puffer aufgenom-

men.

Die weitere Aufreinigung erfolgte mit einem Qiagen-tip 20 Kit. Zundchst musste die Séule
durch Zugabe von 1 mL QBT-Puffer dquilibriert werden. Dann wurde 1 mL der Probe auf die
Sdule aufgegeben. Anschlieend wurde die Séule viermal mit 1 mL QC-Puffer gewaschen
und mit 0,8 mL QF-Puffer eluiert. Das Eluat wurde aufgefangen und mit 560 uL Isopropanol
versetzt und dann 30 Minuten bei 14.000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen
und das Pellet mit 500 pL. 70 % Ethanol gewaschen und erneut fiir 10 Minuten zentrifugiert.
Nach Abzug des Alkohols wurde das Pellet in 20 uLL TE-Puffer (Tabelle 4.13) aufgenommen.

6 uL der Probe wurden mit 2 pL Ladepuffer (Tabelle 4.14) in die Geltaschen eines 1 %igen
Agarosegels (0,3 g Agarose in 30 mL 0,75-fach TAE-Puffer (Tabelle 4.15) pipettiert. Mit
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10 pL eines GroBenstandards (1 kb DNA-Leiter) ist ebenso verfahren worden. Die
elektrophoretische Auftrennung wurde durch Anlegen einer Spannung von 50 V durchgefiihrt

und das fertige Gel in einem Ethidiumbromidbad fiir 30 Minuten geférbt.

Tabelle 4.13: Zusammensetzung des TE-Puffers

Komponente
Tris-HCI pH = 8,0 10 mM
EDTA I mM

Tabelle 4.14: Zusammensetzung des Ladepuffers

Komponente
EDTA 100
Bromphenolblau 0,25 %
Saccharose 40 %

Tabelle 4.15: Zusammensetzung des TAE-Puffers, 50fach Konzentrat

Komponente
Tris-Base pH = 7,5 2M
Essigsédure 2M
EDTA 50 mM

4.4 Lyseverfahren

Im Folgenden miissen immer zwei Lysevorginge unterschieden werden. Zundchst wurden mit
dem jeweiligen Bakterium Lysen im SchiittelkolbenmaRstab durchgefiihrt. Dadurch konnten
effizient verschiedene Verfahren aber auch Einflussgrofen auf die Verfahren untersucht und
bewertet werden. Auf Basis der Auswertung dieser Versuche sind dann einzelne Verfahren
ausgewdhlt worden, um mit diesen groflere Mengen Lysat herzustellen. Diese Lysate wurden

dann einer genaueren Analytik unterzogen und fiir Wachstumsversuche herangezogen.
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4.4.1 Lyseversuche im Schiittelkolbenmalistab

Tabelle 4.16 zeigt das fiir den jeweiligen Stamm verwendete Medium zur Biomassengewin-

nung fiir die Lyseversuche im Schiittelkolbenmafstab.

Tabelle 4.16: Eingesetztes Medium zur Biomassegewinnung im Riihrkesselreaktor

Stamm Medium Art des Mediums
Escherichia coli B-3996 Al-160 halbsynthetisches Medium
Klebsiella planticola Terrific-Broth | halbsynthetisches Medium
Bacillus licheniformis P300 | HSG-Medium | halbsynthetisches Medium

Das nach der Ernte bei -20 °C gelagerte Zellpellet wurde in Leitungswasser bei Raumtempe-
ratur vollstindig resuspendiert, sodass Biofeuchtmassekonzentrationen von circa 150 g L
(Biotrockenmassekonzentration zwischen 24 g L™ und 30 g L) erhalten wurden. Wihrend
des Einfrier- und Auftauprozesses kam es bereits zu einer partiellen Lyse der Zellen. Die Ly-
seversuche fanden in 300 mL und 1000 mL Schiittelkolben mit und ohne Strombrecher statt.
Um Verdunstung zu vermeiden, wurden die Gefdfle mit Aluminiumkappen verschlossen. Die
Fiillmenge betrug 150 mL bis 200 mL. Zur Temperierungen bis 60 °C fand ein mit einem
Schiittler ausgestattetem Wasserbad der Infors AG Verwendung, fiir die chemischen Hydroly-
sen ein Wasserbad der Firma GFL. Die Einstellung des pH-Wertes erfolgte mit 2 M Natron-
lauge bzw. 2 M Salzsédure. Im Falle eines mechanischen Zellaufschlusses, wurde der pH-Wert
erst nach diesem Schritt korrigiert. Die Reaktionen in den Schiittelkolben liefen nicht pH-
statisiert ab. Die Lyse ist liber die Bestimmung der Feststoftkonzentration und der Protein-
konzentration verfolgt worden. Es wurden mindestens Doppelbestimmungen, meistens jedoch

Dreifachbestimmungen durchgefiihrt.

Der Lysegrad L ist wie folgt definiert:

L=1-F (Gleichung 4.2)
Pxo
pPx : Feststoffkonzentration zum Zeitpunkt t

pxo : Feststoffkonzentration zum Zeitpunkt t =0
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Im Rahmen der Auswertung findet sich zu jedem durchgefiihrten Lyseversuch auch die gra-
phische Darstellung des zeitlichen Lyseverlaufs und der Proteinkonzentration. Die dort darge-
stellten Messpunkte sind durch Geraden miteinander verbunden worden. Bei kurz aufeinander
folgenden Messpunkten ergeben diese Geraden noch in etwa die Lyseentwicklung zwischen
den Messpunkten wieder. Werden die Zeitabstinde zwischen den Punkten grofBer, so geben
die Geraden in diesem Bereich keinesfalls den realen Lyseverlauf wieder. Hier reduziert sich
ihre Funktion zur simplen Verbindungslinie, die zusammengehorige Messpunkte eines Lyse-

versuchs besser erkennen ldsst.

4.4.2 Lysatherstellung fiir Kultivierungen

An dieser Stelle werden nur Unterschiede zu den unter Kapitel 4.4.1 gemachten Angaben
beziiglich der Lyse aufgezeigt. Wenn nicht anders erwéhnt, gelten die bereits gemachten An-

gaben.

Es wurde jeweils das gesamte bei -20 °C gelagerte Zellpellet einer Fermentation 1 Liter -
2 Liter Leitungswasser bei Raumtemperatur resuspendiert und fiir die anschlieBende Lyse
eingesetzt. Die Lyseversuche fanden in vier 1000 mL Schiittelkolben ohne Strombrecher statt.

Die Fiillmenge betrug 550 mL - 700 mL.

Die Abtrennung der unloslichen Bestandteile nach beendeter Lyse erfolgte durch Zentrifuga-
tion fiir 30 Minuten bei 17.000g. Das so erhaltene klare Lysat wurde dann entweder in fliissi-
ger Form bei 4 °C gelagert, bei -20 °C eingefroren oder nach der Gefriertrocknung als Pulver

luftdicht verschlossen bei Raumtemperatur gelagert.

4.5 Lysatanalytik

Die wihrend der Lyseversuche im Schiittelkolbenmafistab gewonnenen Lysate wurden aus-
schlieBlich auf ihren Protein- und Feststoffgehalt untersucht. Die in diesem Kapitel gemach-
ten Aussagen zeigen daher weitgehend die Methoden zur Charakterisierung der geklarten Ly-

sate fir die Wachstumsversuche auf. Folgende analytischen Stationen wurden passiert:
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% Proteinkonzentration : modifizierter Bradford-Test

¢ Feststoffkonzentration : Wagung

% Acetatkonzentration : HPLC

% Kohlenstoffgehalt : Elementaranalyse

% Stickstoffgehalt : Elementaranalyse

¢ Aminosaurespektrum : RP-HPLC

% DNA-Gehalt : Farbreaktion mit Dische Reagenz

>

Proteingrof3enverteilung : Disk SDS-PAGE

o
A

Da es sich bei den drei zuerst genannten Konzentrationen sowie bei den Ergebnissen der
Aminosdureanalytik um volumenabhédngige Gréfen handelt, wurde das Volumen des Lysats,

nach der im Rahmen der Kldrung durchgefiihrten fest-fliissig Trennung, bestimmt.

4.5.1 Proteinbestimmung mit dem modifizierten Bradford-Test

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mit Hilfe des modifiziertem Bradford

Tests wie in Kapitel 4.3.13 beschrieben.

4.5.2 Bestimmung der Feststoffkonzentration

Die Bestimmung der Feststoffkonzentration erfolgte analog zur Bestimmung der Biotrocken-
massekonzentration gravimetrisch bei 60 °C im Vakuumtrockenschrank wie in Kapitel 4.3.3

beschrieben.

4.5.3 Bestimmung der Acetatkonzentration

Die Bestimmung der Acetatkonzentration erfolgte analog zur Bestimmung der Glycerinkon-
zentration mittels Trennung auf einer Kationenaustauschersidule wie in Kapitel 4.3.7 be-

schrieben.
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4.5.4 Bestimmung des Kohlenstoff- und Stickstoffgehaltes

Fiir die Bestimmung der Elemente Kohlenstoff und Stickstoff wurde der Analysator Vario EL

von Elementar verwendet wie in Kapitel 4.3.12 beschrieben.

4.5.5 Bestimmung des Aminosaurespektrums

Die Bestimmung erfolgte in den Laboratorien der Arbeitsgruppe Zellkulturtechnik der Tech-
nischen Fakultéit der Universitit Bielefeld nach der in Kapitel 4.3.9 beschriebenen Methode.

4.5.6 Bestimmung der DNA-Konzentration

Saure Hydrolyse setzt aus DNA Desoxyribose frei, die durch die sogenannte Dische-Reaktion
mit Diphenylamin nachgewiesen werden kann (Dische, 1955). Aus Desoxyribose entsteht
unter Saureeinwirkung unter Elimination von Wasser und weiteren Umlagerungen
o-Hydroxylavulinaledhyd. Dieses Aldehyd reagiert mit Diphenylamin zu einer Mischung aus
festen Komplexen, von denen einer unter sauren Bedingungen eine typisch blaue Fiarbung
zeigt. Deren im sichtbaren Bereich charakteristische Absorption lésst sich photometrisch bei

A =600 nm bestimmen.

Das Dische Reagenz wurde durch Losen von 1 g Diphenylamin in 2,5 mL konzentrierter
Schwefelsdure und Auffiillen mit Eisessig auf 100 mL hergestellt. Diese Losung war im Dun-

keln eine Woche haltbar.

Die Kalibrierung der Methode erfolgte mit Kalbsthymus-DNA (Abbildung 4.9). Dazu wur-
den 10 mg in 10 mL 1 M Schwefelsdure geldst und anschlieend 10 Minuten bei 100 °C
hydrolysiert. Das Hydrolysat ist anschlieBend iiber einen Faltenfilter gegeben worden. Durch
Verdiinnung mit 1 M Schwefelsdure wurden verschiedene Konzentrationen Thymus-DNA
hergestellt. Diese sind zusammen mit der unverdiinnten Stammldsung jeweils mit 1 mL Di-

sche Reagenz versetzt und fiir 15 Minuten auf 100 °C erhitzt worden. Nach 25-miniitiger Ab-
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kiihlphase wurde die Absorption bei A = 600 nm gegen einen Referenzwert mit 1 M Schwe-

felsdure gemessen.
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Abbildung 4.9: Kalibrierung der Methode zur Bestimmung der DNA-Konzentration durch

Analyse verschiedener Konzentrationen einer Kalbsthymus-DNA-Stammlsung
Zur Vermessung von Proben wurden ungeféhr 25 mg Trockenstoff in 5 mL 1 M Schwefelséu-

re hydrolysiert, iiber einen Faltenfilter gegeben und nach Reaktion mit Dische Reagenz ver-

messen.

4.5.7 Qualitativer Proteinnachweis mittels Disk-SDS-PAGE

Der qualitative Proteinnachweis erfolgte mittels diskontinuierlicher SDS-PAGE wie in Kapi-

tel 4.3.14 beschrieben.
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5 Ergebnisse und Diskussion - Klebsiella planticola

5.1 Fermentationen zur Biomassegewinnung auf TB-Medium

Das Ziel dieser Fermentationen lag in der Gewinnung von Klebsiella planticola-Biomasse fiir
die Lyseversuche im Schiittelkolbenmafstab. Dazu wurden mehrere Kultivierungen auf TB-
Medium in einem Riihrkesselreaktor durchgefiihrt. Es handelt sich dabei um die Fermentatio-
nen mit den Abkiirzungen F75, F76 und F78. Die Zahl gibt dabei die laufende Nummer der
durchgefiihrten Fermentation an und ermdglicht eine zweifelsfreie Zuordnung der Kultivie-

rung.

Die optische Dichte der verwendeten Vorkulturen lag zwischen ODgpo = 17,3 - 19,6. Aus Ab-
bildung 5.1 geht der Verlauf der optischen Dichte ausgewihlter Fermentationen im Riihrkes-
selreaktor hervor. Bei diesen lag die maximal erreichte ODgp zwischen 34 und 39. Damit war
diese hoher als bei den Vorkulturen. Die Griinde hierfiir liegen vermutlich in einer friihzeiti-

gen Sauerstofflimitierung in den Schiittelkolben und der fehlenden pH-Statisierung.
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Abbildung 5.1: Satzweise Kultivierung von Klebsiella planticola auf TB-Medium, links:

Verlauf der optischen Dichte; rechts: Adaptionsphasenkorrigierte ODggo-Verldufe

Anhand des Verlaufes der optischen Dichte in der halblogarithmischen Auftragung (Abbil-
dung 5.2) lieBen sich sehr kurze Adaptionsphasen von 0,5 Stunden erkennen. AuBlerdem
konnten zwei exponentielle Wachstumsphasen unterschieden werden. Die erste wies eine spe-
zifische Wachstumsgeschwindigkeit von 1,4 bis 1,5 h”' auf. Das entsprach einer Verdopp-
lungszeit t; von 0,46 bis 0,50 Stunden. In der zweiten lag die spezifische Wachstumsge-
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schwindigkeit um 1,0 h™' (ty = 0,69 h). Diese Wachstumsphasen korrelierten mit den Verénde-

rungen der Kohlendioxidkonzentration in der Abluft.
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Abbildung 5.2: Satzweise Kultivierung von Klebsiella planticola auf TB-Medium (F76)

Abbildung 5.3 zeigt exemplarisch den Verlauf einiger Betriebsvariablen der Fermentation
F76. Es zeigte sich, dass nach Verbrauch des Glycerins zwei weitere kurze Wachstumsphasen
auftraten. Aufgrund der Komplexitit der Zusammensetzung des Mediums lieen sich keine

eindeutigen Aussagen iiber die Vorgénge in den einzelnen Wachstumsphasen machen.
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Abbildung 5.3: Satzweise Kultivierung von Klebsiella planticola auf TB-Medium (F76)

Der Verlauf der Zelldichte wurde mit Hilfe des logistischen Wachstumsmodells modelliert
(Stephan et al., 2003). Gleichung 5.1 beschreibt die Verdnderung der Zelldichte im Verlauf
der Zeit. Die unbekannten GréBen t (charakteristische Zeitkonstante des Wachstums) und g
(relative Zelldichte zu Beginn der Kultivierung) lieBen sich mit Hilfe des Levenberg-
Marquardt-Algorithmus (Origin®) numerisch bestimmen, so dass die Funktion méglichst gut

dem realen Verlauf angepasst werden konnte.

OD = b0 — 0D m (Gleichung 5.1)
do+ (1—do) exp(— (- d)o)TJ

Tabelle 5.1 gibt die durch das Modell bestimmten Parameter wieder. Zusétzlich sind die ex-
perimentell erreichten maximalen Zelldichten (ODpax real) denen des Modells (ODpax) gegen-

iibergestellt.
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Tabelle 5.1: Gegeniiberstellung der ermittelten GroBen des logistischen Wachstumsmodells

bei der Kultivierung von Klebsiella planticola auf TB-Medium

. (PO ODmax real ODmax T
Fermentation ’
[-] [-] [-] [h]
F75 0,00184 38,8 41,1 0,505
F76 0,00434 33,6 38,5 0,554
F78 0,00002 38,9 40,0 0,374
44 -
40 ] R*=1,00 )
- 36‘_ 9, = 0,00184 +0,0005
8 32 1= 0,505 +0,0248
S 1 OD, _ = 41,12 0,7564
- 28—_ max
S 24-
D 4
© 20
S |
2 16
o _
O 1
g
4]
0—- T T T T T

00 05 10 15 20 25 30 35 40 45 50
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Abbildung 5.4: Modellierung der Wachstumskurve mit Hilfe des logistischen Wachstums-
modells der satzweisen Kultivierung von Klebsiella planticola auf TB-Medium (F75)

Obwohl das benutzte Modell die schon erwédhnten Polyauxieeffekte nicht beriicksichtigen
kann, ermdglichte es eine gute Anpassung des Kurvenverlaufes (Abbildung 5.4) an die realen
Bedingungen. Es ergab sich eine sigmoide Kurve, die der maximalen Zelldichte entgegen-

strebte.
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5.2 Lyseversuche

Ein Hauptziel der Lyseversuche lag darin, eine effiziente Methode fiir die Lyse der Klebsiella
planticola-Zellen zu finden. Die Auswahl der eingesetzten Aufschlussverfahren konzentrierte
sich in Hinblick auf den Durchsatz groBer Stoffstrome ausschlieBlich auf solche Methoden,
die fiir den groBtechnischen MafBstab geeignet sind. Dariiber hinaus wurden bei der Auswahl
der Verfahren 6konomische Gesichtspunkte nicht aufler Acht gelassen. Es wurden ausschliel3-
lich solche Methoden in Erwdgung gezogen, bei denen der Einsatz an stofflichen und energe-
tischen Ressourcen auf ein Minimum reduziert werden konnte. Dadurch sollte die wirtschaft-
liche Anwendung der Biomasseriickfithrung nicht schon im Vorhinein ausgeschlossen wer-
den. Ein weiterer zu beriicksichtigender Aspekt war die Qualitdt des Lysats. Zu harsche Be-

handlungen sowie der Einsatz von toxischen Substanzen kamen nicht in Betracht.

5.2.1 Ermittlung der optimalen Passagenanzahl und des optima-
len Aufschlussdruckes fiir die Klebsiella planticola-Zellen

bei Verwendung des Hochdruckhomogenisators

Dieser Versuch diente zur Abstimmung der Parameter Aufschlussdruck und Anzahl der Pas-
sagen durch den Hochdruckhomogenisator. Laut Jahnke (Jahnke, 2000) existiert fiir jeden
Organismus eine untere Druckgrenze, die erst liberschritten werden muss, um einen effizien-

ten Aufschluss zu erzielen.

Wichtigster Einflussfaktor auf das Aufschlussergebnis ist, neben der Geometrie des Homoge-

nisierventils, der Arbeitsdruck (Hetherington et al., 1971).

Der Aufschluss wurde indirekt {iber den auf die Feststoffkonzentration bezogenen Lysegrad
verfolgt. Es wurde mit Biofeuchtmassekonzentrationen von 150 g L™ (Biotrockenmassekon-
zentration 28,6 g L) gearbeitet. Abbildung 5.5 zeigt die auftretenden Verdnderungen des
Lysegrades in Abhéngigkeit von der Anzahl der Passagen und dem Aufschlussdruck durch
den Hochdruckhomogenisator. Der Lysegrad nahm durch in Losung gehen von Zellbestand-
teilen liber den gesamten Verlauf zu. Wie zu erkennen ist, fiihrten wéhrend der ersten Passage

hohere Driicke zu hoheren Lysegraden (11,2 % bei 200 bar gegeniiber 51,2 % bei 800 bar).
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Jedoch glichen sich die Ergebnisse im Druckbereich von 600 bar bis 800 bar innerhalb der
ersten drei Passagen an. Unter 600 bar zeigte sich ein geringerer Lysegrad. Ein Arbeitsdruck

von 200 bar fiihrte nach fiinf Passagen lediglich zu einem Aufschluss von 29,3 %.

Generell traten die groften Verdnderungen innerhalb der ersten drei Passagen auf. Nach dem
dritten Durchlauf kam es in allen untersuchten Féllen nur noch zu geringen Verdnderungen.
Wihrend des Aufschlusses nahm die Viskositét aufgrund freigesetzter Nukleinsduren deutlich

zu. Zusétzlich konnte eine Authellung der Zellsuspension beobachtet werden.
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Abbildung 5.5: Hochdruckaufschluss von Klebsiella planticola mit unterschiedlichen Auf-

schlussdriicken (Biotrockenmassekonzentration 28,6 g L™)

Im Homogenisierventil wird die in der Hochdruckpumpe aufgewendete Energie zur Erzeu-
gung neuer Grenzflichen zwischen disperser und kontinuierlicher Phase verwendet. Der
tiberwiegende Teil der aufgewendeten Energie dissipiert jedoch und erhéht somit die Tempe-
ratur der Suspension (Jahnke, 2000). Diese Temperaturerhhung ist bei temperaturempfindli-
chen Produkten sowohl bei der Wahl der Eintrittstemperatur als auch zur Auslegung der
Kiihlsysteme zu beachten. Ein Vorteil niedriger Driicke ist die geringere Energiedissipation.
Nach Schiitte (Schiitte & Kula, 1990) betrdgt die Erwdrmung 2,5 °C pro 10 MPa. Das heifit,
dass bei einem Druck von 600 bar die Temperatur der Zellsuspension um 15 °C je Passage

zunehmen miisste. Unter Vernachlissigung des Wéarmeverlustes sollte sich die Suspension
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nach drei Passagen um 45 °C erwirmen. Dies konnte durch Temperaturmessung bestétigt
werden. Bei einer Ausgangstemperatur des Homogenisierguts von 15 °C, musste die Tempe-
ratur, in Hinblick auf die anschlieBende Behandlung mit einer alkalischen Protease, die ein
Temperaturoptimum von 55 °C aufwies, nur um 5 °C gesenkt werden. Die Erwdrmung der

Zellsuspension war somit von Vorteil und erwiinscht.

Fir kommende mechanische Aufschliisse wurde ein Arbeitsdruck von 600 bar und eine Pas-

sagenanzahl von drei gewihlt.

5.2.2 Autolyse nach Hochdruckaufschluss unter Variation des

pH

Autolyse ist die Féhigkeit von Zellen sich unter bestimmten Umstinden durch endogene En-

zyme selbst zu lysieren (Middelberg, 1995).

In dem hier untersuchten Fall wurde eine Kombination aus mechanischem Aufschluss (drei
Passagen bei 600 bar) und Autolyse gewéhlt. Durch den vorangestellten mechanischen Auf-
schluss sollten die autolytisch wirkenden Enzyme der Zelle freigesetzt und damit die Autoly-
se, die als ein sehr langsamer Prozess beschrieben wird (Kelly, 1986), beschleunigt werden.
Dabei sollten neben den Proteinen auch langkettige Kohlenhydrate, Lipide und Nukleinsduren
einem enzymatischen Abbau zu kiirzeren Einheiten unterliegen. Es wurden fiinf Schiittelkol-
ben in einem pH-Bereich von 7,0 bis 9,0 untersucht. Das Temperaturprogramm wurde so ge-
wihlt, dass die Temperatur, ausgehend von 25 °C, jede Stunde um 5 °C erhoht wurde. Die
maximale Temperatur ist auf 45 °C festgelegt worden, da davon ausgegangen wurde, dass
hohere Temperaturen zu einer abnehmenden enzymatischen Aktivitét fithren und die Gefahr
der Denaturierung der Proteine steigt. Durch das sukzessive Durchlaufen verschiedener Tem-
peraturbereiche sollten die jeweiligen Temperaturoptima vieler an der Autolyse beteiligter

Enzyme erreicht werden.

Die Ergebnisse dieser Autolyse sind Abbildung 5.6 zu entnehmen. Die Biotrockenmassekon-
zentration vor dem mechanischen Aufschluss betrug 33,7 g L. Durch den Zellaufschluss
nahm der Lysegrad erwartungsgemal bis auf 70 % zu (t = 0 h). In einem Temperaturbereich

von 25 °C bis 35 °C traten in allen Schiittelkolben kaum Verénderungen beim Lysegrad auf.
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Jedoch sank er ab einer Temperatur von 40 °C auf ungefiahr 40 % - 50 %, d. h. die Feststoft-
konzentration stieg erneut an. Der abnehmende Lysegrad liel sich mit der Prizipitation der
Proteine erkldren. Ab einer Temperatur von 40 °C nahm die Proteinkonzentration stark ab.
Die zelleigene Enzymausstattung vermochte die Zellinhaltsstoffe unter den gegebenen Reak-
tionsbedingungen nicht ausreichend abzubauen, um ein Ausfallen zu verhindern. Der Ly-
segrad lag nach fiinf Stunden in einem Bereich zwischen 40 % und 50 %. Eine eindeutige

Abhéngigkeit zwischen Ausgangs-pH-Wert und Lysegrad konnte nicht festgestellt werden.
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Abbildung 5.6: Hochdruckaufschluss von Klebsiella planticola mit anschlieBender Autolyse

bei verschiedenen Ausgangs-pH-Werten (Biotrockenmassekonzentration 33,7 g L)

Die Ermittlung der optimalen Lysebedingungen erfordert durch die Vielzahl der beteiligten
Enzyme und die Fiille moglicher Enzymwirkungen eine intensive Auseinandersetzung mit
den Autolysevariablen. Nach Schiitte (Schiitte & Kula, 1990) miissen die Autolyseparameter
Temperatur und Linge der Inkubation, pH-Wert, Molaritit des Puffers und Stoffwechselzu-
stand der Zellen empirisch fiir jeden Organismus ermittelt werden, um optimale Bedingungen
fiir die Lyse zu erhalten. Generelle Aussagen lassen sich nicht machen, und eine Extrapolation

auf neue Systeme ist daher schwierig (Hughes et al., 1971).
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Aufgrund dessen wurden keine weiteren Untersuchungen auf dem Gebiet der Autolyse von
Klebsiella planticola-Zellen unternommen. Auf Literaturwerte konnte nicht zuriickgegriffen

werden.

5.2.3 Enzymatische Lyse nach Hochdruckaufschluss unter Vari-

ation der Enzymkonzentration

Bei diesem Versuch wurde bei einem pH von 8,5 gearbeitet. Die Zugabe der alkalischen Pro-
tease (Subtilisin Carlsberg, Alkalase) erfolgte nach dem mechanischen Hochdruckaufschluss
und einer einstiindigen Autolysephase bei 37 °C. Vor der Zugabe wurde der pH-Wert erneut

korrigiert. Die Biotrockenmassekonzentration betrug zu Beginn 31,7 g L™".

Es lieB sich feststellen, dass die Lyse in Bezug auf die Proteinkonzentration und die am End-
punkt erreichten Lysegrade in den Schiittelkolben &hnlich verlief (Abbildung 5.7). Die Men-
ge an Enzym war in allen Ansétzen ausreichend, um die vorhandenen Proteine abzubauen.
Durch die Erhéhung der Temperatur auf 55 °C kam es innerhalb der ersten Stunde der Alka-
lasebehandlung zur Prézipitation von Proteinen und moglicherweise anderen Zellbestandtei-
len. Dies war an den abnehmenden Lysegraden bei gleichzeitig abnehmenden Proteinkonzent-
rationen in diesem Zeitintervall zu erkennen. Und zwar je mehr, desto geringer die eingesetzte
Konzentration an Alkalase war. Im weiteren Verlauf der Lyse wurden jedoch sowohl die ge-
16sten und als auch die ausgefallenen Proteine abgebaut, wodurch der Lysegrad wieder bis auf

seinen Endwert stieg.

Die anfingliche Proteinkonzentration reduzierte sich in allen Féllen um 95 %. Eine hdhere
Enzymkonzentration fiihrte lediglich zu einer schnelleren Reduzierung der Proteinkonzentra-
tion und zu einem fritheren Erreichen des maximalen Lysegrades. Es stellten sich Lysegrade

zwischen 72 % und 77 % ein.
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Abbildung 5.7: Hochdruckaufschluss von Klebsiella planticola mit anschlieBender enzymati-

scher Lyse wunter Variation der Enzymkonzentration (Biotrockenmassekonzentration

31,7gL™

Durch die milden Reaktionsbedingungen wéhrend der Lyse werden Coenzyme und Wachs-
tumsfaktoren wie Vitamine, die als Vorstufe fiir die Bildung bestimmter Coenzyme bendtigt
werden, hochstwahrscheinlich erhalten. Diese Coenzyme sind hdufig Derivate von Vitaminen
(z. B. Pyridoxalphosphat aus Pyridoxin; Thiamindiphosphat aus Thiamin; FMN und FAD aus
Riboflavin).

Dieser Versuch zeigte, dass eine Enzymkonzentration von 1 L tgry ' ausreicht, um die Prote-
inkonzentration effektiv zu senken und dadurch ein in Bezug auf die Proteine hitzestabiles

Lysat herzustellen.

5.2.4 Alkalische und saure Hydrolyse ganzer Zellen

In Gegenwart von starken Sduren und Laugen lassen sich zahlreiche chemische Bindungsar-
ten hydrolytisch spalten. Neben den nicht kovalenten Bindungen, die z. B. durch hydrophobe
oder ionische Wechselwirkungen hervorgerufen werden, spielen die kovalenten Bindungen

die groBte Rolle. Wichtige Bindungstypen sind die Peptidbindungen zwischen den Aminoséu-
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ren der Proteine, die Phospodiesterbindungen zwischen den Nukleotiden der DNA und RNA
und die Esterbindungen innerhalb der Phospholipide der Membranen. Jede dieser Bindungen

lasst sich entweder sdure- oder alkalihydrolytisch spalten.

Innerhalb dieses Versuches wurden die Schiittelkolben mit der resuspendierten Biomasse fiir
sechs Stunden in siedendes Wasser (100 °C) gestellt. Eine stiindliche Probennahme sollte den
Verlauf des Aufschlusses aufzeigen. Schon wihrend der Zugabe der Natronlauge kam es
durch die Verseifung der Phospholipide der Zellmembran (Belter et al., 1988) zur Freisetzung
des Cytoplasmainhaltes und damit zur Lyse der Zellen, was durch eine plotzliche Viskositits-
zunahme und Klirung der Suspension zu beobachten war. Im Gegensatz dazu fiihrte die Zu-
gabe der Salzsdure zu einem massiven Ausfall von makromolekularen Zellbestandteilen, was
sich durch eine starke Flockenbildung bemerkbar machte. Die Prézipitation von Makromole-

kiilen bei sauren pH-Werten ist ein bekanntes Phdnomen (Harrison, 1991).

Abbildung 5.8 zeigt die Ergebnisse der alkalischen und sauren Hydrolyse ganzer Zellen.
Sechs Hydrolyseansitze fanden unter alkalischen (pHo =12,5/12,0/11,5/11,0/10,5/ 10,0,
Feststoffkonzentration 32,3 g L) und sechs Ansitze unter sauren Bedingungen (pHo = 2,0 /

2,5/3,0/3,5/4,0/4,5, Biotrockenmassekonzentration 33,7 g L']) statt.
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Abbildung 5.8: Alkalische und saure Hydrolyse von Klebsiella planticola unter Variation des
Ausgangs-pH (Biotrockenmassekonzentration 33,7 g L)
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Die groBiten Verdnderungen traten innerhalb der ersten Stunde auf. Die alkalische Hydrolyse
verlief schneller und fiihrte zu hoheren Lysegraden als die saure Hydrolyse. Es lie3 sich beo-
bachten, dass im sauren Bereich niedrigere pH-Werte und im alkalischen Bereich héhere pH-
Werte zu hoheren Lysegraden flihrten. Der Lysegrad unter alkalischen Bedingungen betrug
bis zu 65 %, wihrend im sauren Bereich maximal 30 % erreicht werden konnten. Unter den
gewihlten Bedingungen war die saure Hydrolyse ineffektiv. Wahrend der alkalischen Hydro-

lyse kam es zu einer zunehmenden Kldrung der Zellsuspension.

Durch die Bestimmung der Proteinkonzentration konnte gezeigt werden, dass durch die alka-
lische Hydrolyse bereits nach einer Stunde Proteine mit einer Konzentration von 11 g L™ und
damit in der gleichen GroBenordnung wie durch einen mechanischen Aufschluss freigesetzt
worden sind. Jedoch kam es im weiteren Verlauf der Hydrolyse zu keiner Reduzierung der
Proteinkonzentration. Die Bestimmung in den Ansdtzen der sauren Hydrolyse zeigte eine sehr
niedrige Proteinkonzentration von unter 1 g L™, was auf die Prizipitation der EiweiBe hindeu-
tete. Der fehlende Abbau der Proteine lieB sich in beiden Féllen mit den zu milden Reaktions-

bedingungen erkliren.

Nach beendeter Lyse kam es beim Abkiihlen der Schiittelkolben dazu, dass die Ansitze im
alkalischen Bereich eine gallertartige Konsistenz aufwiesen. Je hoher der pH-Wert, desto
starker war dieses Phdnomen ausgeprigt. Dies lieB3 auf die Anwesenheit von hochpolymeren
organischen Verbindungen schlieen, die durch die alkalische Hydrolyse nicht ausreichend
depolymerisiert werden konnten. Bei den Substanzen handelte es sich vermutlich um genomi-
sche DNA. Bei hohen Temperaturen trennen sich die Stringe der DNA in ihre Einzelstrénge,
da die Wasserstoftbriicken zwischen den komplementéren Basenpaaren geldst werden. Zur
Einzelstrangbildung kommt es auch durch Sdure- oder Laugezugabe, die eine lonisation der
Basen zur Folge hat. Bei diesem Schmelzvorgang éndern sich die physikalischen Eigenschaf-
ten der DNA (u. a. die Viskositit). Die RNA wird durch das alkalische Milieu im Gegensatz
zur DNA fragmentiert. Ursache dafiir ist die reaktive 2°-OH-Gruppe der Ribose. Durch basen-
induzierte Deprotonierung der 2’-OH-Gruppe erfolgt der nukleophile Angriff des 2°-O auf das
benachbarte Phosphat-Atom, wodurch das Phosphat-Riickgrat aufgebrochen wird (Nelson &
Cox, 2001). Die Phosphodiesterbindungen der DNA werden dagegen nur im sauren pH-
Bereich hydrolysiert. Vorhandene Plasmid-DNA wird im alkalischen Milieu kaum in ihrer
Struktur beeinflusst, da sie, wenn sie in der supercoiled Form vorliegt, dicht verknéuelt ist und

sich Hydroxidionen nicht anlagern kénnen.
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Abschlielend betrachtet konnte die chemische Hydrolyse in Hinblick auf den Lysegrad in der
hier durchgefiihrten Form mit dem Hochdruckaufschluss mit anschlieBender Proteasebehand-
lung nicht mithalten. Der Lysegrad lag mit ungefdhr 65 % um 10 % niedriger, die Lyse-
geschwindigkeit jedoch deutlich hoher. Bereits nach einer Stunde war die Lyse weitgehend

abgeschlossen, und es traten im folgenden Zeitraum nur noch minimale Verdnderungen auf.

5.2.5 Alkalische und saure Hydrolyse nach Hochdruckauf-

schluss

Mit diesem Versuch sollte der Frage nachgegangen werden, inwieweit sich die Geschwindig-
keit bei der alkalischen Hydrolyse durch einen vorgeschalteten mechanischen Aufschluss er-
hohen liel3. Dariiber hinaus sollte geklart werden, ob sich dadurch bei der sauren Hydrolyse

hohere Lysegrade einstellten.

Dazu wurde die Zellsuspension mechanisch aufgeschlossen (drei Passagen bei 600 bar) und
anschliefend mit 2 M Natronlauge oder 2 M HCI versetzt und in siedendes Wasser gegeben.
Die Ausgangs-pH-Werte betrugen wie gehabt unter alkalischen Bedingungen pHo = 12,5 /
12,0 /11,5 /11,0 / 10,5 / 10,0 (Biotrockenmassekonzentration 32,1 g L'l) und unter sauren
Bedingungen pHy=2,0/2,5/3,0/3,5/4,0/4,5 (Biotrockenmassekonzentration 33,5 g L']).
Die Ergebnisse der alkalischen Hydrolyse (Abbildung 5.9) zeigten, dass sich der Lysegrad
auf maximal 89 % verbesserte. Nach nur einer Stunde war bereits in allen Ansdtzen ein Ly-
segrad von mindestens 80 % erreicht. Bereits nach wenigen Minuten konnte eine fast voll-
standige Klarung der Ansitze beobachtet werden. In den folgenden Stunden ergaben sich nur
noch minimale Verdnderungen des Lysegrades, sodass die Inkubationszeit fiir spitere Lysen
auf eine Stunde gesenkt werden kann. Der vorherige Aufschluss erlaubt es dariiber hinaus, die
alkalische Lyse mit nur geringen Einbuflen in Bezug auf den Lysegrad schon bei einem pH-
Wert von 11,0 durchzufiihren. Eine Reduzierung der Proteinkonzentration konnte auch in

diesem Fall nicht beobachtet werden.
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Abbildung 5.9: Hochdruckaufschluss von Klebsiella planticola mit anschlieBender alkali-
scher und saurer Hydrolyse unter Variation des Ausgangs-pH-Wertes (Biotrockenmassekon-

zentration 32,1 g L™ bzw. 33,5gL™")

Wie Abbildung 5.9 zeigt, fiihrte die saure Hydrolyse nach dem Hochdruckaufschluss zu ei-
nem Lysegrad von wiederum maximal 30 %. Schon wihrend der Einstellung des pH-Wertes
kam es zu dem bereits unter Kapitel 5.2.4 beobachteten massiven Ausfall von Zellbestandtei-
len. Dieser Ausfall konnte innerhalb des untersuchten Zeitraumes durch die chemische Hyd-
rolyse nicht ausgeglichen werden. Hier zeigte sich, dass niedrigere Ausgangs-pH-Werte zu

hoheren Lysegraden fiihrten.

Es ldsst sich abschlieBend feststellen, dass die alkalische Hydrolyse mit vorgeschaltetem
Hochdruckaufschluss in Hinblick auf den Lysegrad und die Lysegeschwindigkeit gegeniiber
dem mechanischen Aufschluss mit anschlieBender Alkalasebehandlung im Falle von Klebsiel-
la planticola effektiver war. Die erzielten Lysegrade lagen mit {iber 85 % hoher als die durch
Enzymbehandlung erhaltenen (72 % - 77 %). Die saure Hydrolyse hingegen zeigte sich auch
in dieser Variante sowohl in Bezug auf den Lysegrad als auch auf die Lysegeschwindigkeit

als ineffektives Verfahren zum Aufschluss der Zellen.
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5.2.6 Zusammenfassende Betrachtung der Lyseversuche

Abbildung 5.10 gibt noch einmal in grafischer Ubersicht die verschiedenen Lyseversuche im
Schiittelkolbenmafstab wieder. Die maximal erreichten Lysegrade sind iibersichtshalber mit
in das Schema aufgenommen worden. Durch Prézipitatbildung konnte sich der Lysegrad in-

nerhalb eines Aufschlussgangs auch wieder reduzieren.

Klebsiella planticola - Suspension

Hochdru%a;zfschluss Chemische Hydrolyse
[ I ]
Alkalische Hydrolyse Saure Hydrolyse
65 % 30 %
I ]
Alkalische Hydrolyse Autolyse Saure Hydrolyse
89 % 50 % 30 %
|
Alliase | Lyse=f(t, pe, T, pHo)

Abbildung 5.10: Schiittelkolbenversuche mit Klebsiella planticola mit Angabe der maximal
erreichten Lysegrade. Die Biomasse fiir die Lyseversuche wurde durch Fermentationen auf

dem halbsynthetischen modifizierten Medium A1-160 im Riihrkesselreaktor gewonnen.

Die Abstimmung der Aufschlussparameter fiir den Hochdruckaufschluss fiihrten zu einem
optimalen Arbeitsdruck von 600 bar und einer Passagenanzahl von drei. So konnte bereits ein

Lysegrad von 70 % erreicht werden.

Die hochsten Lysegrade und -geschwindigkeiten konnten mit der alkalischen Hydrolyse nach
einem mechanischen Hochdruckaufschluss erzielt werden. Bereits nach einer Stunde konnten
Lysegrade von knapp 90 % (pH 12,5, 100 °C) erzielt werden. Die Behandlung des Homoge-
nisats mit einer alkalischen Protease fiihrte bei Inkubation iiber Nacht zu Lysegraden von
77 %. Durch Einbeziehung der Proteinkonzentration in die Beurteilung der Lyseergebnisse,
lag die enzymatische Lyse klar im Vorteil. Durch den proteolytischen Abbau sank die Kon-

zentration an Proteinen um 95 %. Bei der alkalischen Hydrolyse konnte keine Reduzierung
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der Proteinkonzentration erreicht werden (siche Kapitel 5.2.4). Es zeigte sich, dass bei der
Hitzesterilisation ein Grofteil der Proteine durch Denaturierung ausfiel. Die Restproteine und
Peptide der enzymatisch behandelten Lysate hingegen blieben in Losung. Die Behandlung des
Klebsiella planticola-Lysates mit der Protease fiihrte, wie spéter gezeigt wird, zu einem Ami-
nosduregehalt der Extrakttrockenmasse von 31 % - 41 %. Einen weiteren Vorteil stellten die
milden Lysebedingungen dar. Durch sie konnten wichtige Wachstumsfaktoren wie Vorstufen

fiir Coenzyme und auch die Coenzyme selbst erhalten bleiben.

Fiir die Wachstumsversuche wurde daher fiir die Herstellung mittels Hochdruckhomogenisa-

tion und anschlieBender Proteasebehandlung gewéhlt.
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5.3  Fermentationen von Klebsiella planticola auf einem halb-

synthetischen Medium

Ziel dieser Fermentationen war es, das vorliegende System bestehend aus dem Klebsiella
planticola-Stamm und dem halbsynthetischen Medium zu charakterisieren. Dabei sollten Da-
ten gewonnen werden, die spéter als Vergleichsgrundlage bei Kultivierungen mit Lysat dien-

ten.

Es folgt zunichst die Auswertung einer charakteristischen Fermentation von Klebsiella plan-
ticola auf einem halbsynthetischen Medium mit Glucose und Maltose als Kohlenstoffquelle
und Hefeextrakt als komplexem Bestandteil in einem Riihrkesselreaktor. Es handelt sich um

die Fermentation mit der Nummer 84; sie wird im Folgenden mit F84 abgekiirzt.

Nach einer kurzen Adaptions- und Beschleunigungsphase trat die Bakterienkultur in eine erste
Phase mit exponentiellem Wachstum ein. Dies war am linearen Kurvenverlauf in der halblo-
garithmischen Auftragung der optischen Dichte (Abbildung 5.11) zu erkennen. Die spezifi-
sche Wachstumsgeschwindigkeit betrug in diesem Zeitraum p = 0,92 h™'.
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Abbildung 5.11: Satzweise Kultivierung von Klebsiella planticola auf dem modifizierten
A1-160-Medium (F84)
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Das Ende dieser Phase nach fiinf Stunden lie8 sich durch das Abknicken der Kohlendioxid-
konzentration in der Abluft und dem Anstieg der Sauerstoffséttigung gut erkennen (Abbil-
dung 5.12). In dieser ersten Wachstumsphase kam es zur Verstoffwechselung der Aminosiu-
ren des Hefeextraktes. Sowohl die Glucosekonzentration als auch die Konzentration der redu-
zierenden Zucker verdnderten sich in diesem ersten Abschnitt kaum. Durch Bestimmung des
Aminosaurespektrums zu diesem Zeitpunkt der Fermentation konnte der vollstdndige Abbau

der Aminosduren nachgewiesen werden.

Die CO,-Kurve zeigte im weiteren Kultivierungsverlauf zwei ausgepragte Anstiege mit dar-
auffolgendem Abfall. Durch das Vorliegen von zwei C-Quellen, Glucose und Maltose, kam es

zu diesen zwei Wachstumsphasen.

Diese Diauxie, die nach 5,5 Stunden auftrat, lie} sich auch anhand der optischen Dichte gut
verfolgen (Abbildung 5.12). In der Phase mit dem stirksten Anstieg der Kohlendioxidkon-
zentration wurde die Glucose vollstindig abgebaut. Dies geht aus der Bestimmung der Gluco-
sekonzentration hervor. Die spezifische Wachstumsgeschwindigkeit betrug 0,67 h™. Der
Verbrauch der Kohlenstoffquelle fiihrte nach etwa 9,5 Stunden zu einem starken Abfall des
CO,-Signals und zu einer neuerlichen 45-miniitigen Adaptionsphase. In dieser stieg die opti-

sche Dichte nur geringfiigig an.
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Abbildung 5.12: Satzweise Kultivierung von Klebsiella planticola auf dem modifizierten
A1-160-Medium (F84)
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Innerhalb dieses Zeitraumes wurden die fiir den Maltosetransport und -stoffwechsel benotig-
ten Proteine synthetisiert. Maltose gelangt {iber das Porin LamB durch die dullere Membran in
das Periplasma (Greller, 2001). Dort wird sie durch ein spezifisches Maltosebindeprotein ei-
nes ABC-Transporters (ATP binding cassette) gebunden und iiber die Cytoplasmamembran
gebracht (Austermuhle et al., 2004). Der Glucosetransport iiber die innere Membran erfolgt
hingegen durch das Phosphoenolpyruvat-abhéngige Phosphotransferase System (Meadow et
al. 1990; Meadow et al. 2005).

Der erneute Anstieg des CO,-Signals nach 10,5 Stunden zeigte die Verstoffwechselung der
Maltose an. Es war auch ein Anstieg der optischen Dichte zu beobachten. Dieser war jedoch
weitaus geringer als in der vorherigen Phase. Mit Hilfe der DNS-Methode wurde die Summe
aller reduzierender Verbindungen im Medium nachgewiesen. Nach 9,5 Stunden war die Glu-
cose zwar verstoffwechselt und damit ein GroBteil der reduzierenden Substanzen, jedoch la-
gen letztere noch in einer Konzentration von 12 g L7 (berechnet als Maltose) vor

(Abbildung 5.12). Dabei handelte es sich hauptsédchlich um Maltose.

Durch den Verbrauch der letzten Néhrstoffquelle (Konzentration an reduzierenden Substan-
ZeN Pred. Zucker = 0 g L'l) trat die Kultur nach 12 Stunden in die stationdre Phase ein. Die Be-
stimmung der spezifischen Wachstumsgeschwindigkeit in der Maltoseabbauphase konnte
aufgrund der geringen Datendichte nicht erfolgen. Durch die Analyse der letzten Probe der
Fermentation auf ihre Aminosdurezusammensetzung konnte gezeigt werden, dass keine nen-
nenswerten Konzentrationen an diesen vorlagen. Ebenso zeigte ein diskontinuierliches SDS-

Gel keine Proteinbanden im zellfreien Fermentationsiiberstand.

Die oben dargestellte Fermentation wurde nun mehrfach unter gleichen Bedingungen im
Riihrkesselreaktor wiederholt. Gekennzeichnet werden die Kultivierungen durch die Abkiir-

zungen F85, F86 und F90.

Die optische Dichte der iiber Nacht inkubierten Vorkulturen betrugen ODgpo = 2,0 - 3,4. Im
Vergleich zu den Vorkulturen auf TB-Medium (Kapitel 5.1) wiesen die Vorkulturen auf dem
halbsynthetischen Medium optische Dichten mit bis zu zehnfach niedrigeren Werten auf. Ein
Grund dafiir konnte eine frithzeitige Stickstofflimitierung durch die fehlende pH-Statisierung

mit Ammoniakwasser sein.
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Wie aus Abbildung 5.13 ersichtlich, zeigte die optische Dichte eine Ubereinstimmung so-
wohl in den Verldufen als auch in den maximal erreichten ODggo-Werten (ODgop = 44 - 49).
Ein Vergleich mit den auf TB-Medium erzielten maximalen optischen Dichten ldsst erkennen,
dass auf dem halbsynthetischen Medium die OD-Werte um zehn Einheiten hoher lagen. Je-
doch lagen die spezifischen Wachstumsgeschwindigkeiten (1,4 h' - 1,5 h™' und 0,9 h' -
1,1 h™") auf TB-Medium deutlich hoher, was neben den sehr viel kiirzeren Adaptionsphasen

(0,5 Stunden) zu Fermentationszeiten von maximal 5,5 Stunden beitrug.
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Abbildung 5.13: Satzweise Kultivierung von Klebsiella planticola auf dem modifizierten
A1-160-Medium: links: Verlauf der optischen Dichte; rechts: Adaptionsphasenkorrigierte
ODéoo-Verléiufe

Tabelle 5.2 zeigt die bestimmten spezifischen Wachstumsgeschwindigkeiten fiir die Phasen

des Aminosaduren- und Glucoseabbaus.

Tabelle 5.2: Gegeniiberstellung der ermittelten spezifischen Wachstumsgeschwindigkeiten

bei der Kultivierung von Klebsiella planticola auf dem modifizierten Al-160-Medium im

Riihrkesselreaktor
spezifische Wachstumsgeschwindigkeit p
[h']

Fermentation | Aminosdurenabbau Glucoseabbau
F84 0,92 0,67

F85 1,14 0,66

F86 0,97 0,68

F90 0,94 0,62
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Abbildung 5.14 stellt die Verdanderungen der Kohlendioxidkonzentrationen dar. Deutlich zu
erkennen sind die jeweiligen anfianglichen Schwankungen, die auf die Verstoffwechselung der
Aminosduren des Hefeextraktes zuriickzufiihren waren. Aullerdem zeigten alle Kultivierun-
gen zwei ausgeprigte Peaks, die jeweils fiir den Verbrauch der beiden Kohlenstoffquellen

Glucose und Maltose standen. Die groBten Ubereinstimmungen zeigten F84 und F85.
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Abbildung 5.14: Satzweise Kultivierung von Klebsiella planticola auf dem modifizierten

A1-160-Medium

Die beiden Fermentationen F86 und F90 wiesen einen veridnderten Verlauf im Endbereich der
Glucoseverstoffwechselung auf. Dort kam es nach ungefédhr 7,5 Stunden zu einem verlang-
samten Anstieg der CO,-Konzentration und in der Phase des Maltoseabbaus zu deutlich hohe-
ren CO,-AusstoBen. Die verlangsamte Kohlendioxidbildung nach 7,5 Stunden deutete auf
eine beginnende Limitierung oder die Bildung von wachstumshemmenden Stoffwechselpro-
dukten innerhalb der Phase des Glucoseabbaus hin. Abbildung 5.15 zeigt, dass nach dem

Abknicken der CO,-Kurven auch die exponentielle Wachstumsphase verlassen wurde.
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Abbildung 5.15: Satzweise Kultivierung von Klebsiella planticola auf dem modifizierten

A1-160-Medium (F90)

Abbildung 5.16 zeigt mit der Acetatkonzentration eine weitere analytisch bestimmte Grofe.

Der Acetatgehalt stieg zusammen mit der optischen Dichte an. Auch nach Verbrauch der Glu-

cose in der Phase des Maltoseabbaus kam es zu einem weiteren Anstieg des Acetats im Medi-

um.
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Abbildung 5.16: Satzweise Kultivierung von Klebsiella planticola

A1-160-Medium (F90).
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Die verringerte spezifische Wachstumsgeschwindigkeit in der Mitte der Phase des Glucose-
abbaus nach etwa 7,5 Stunden (Abbildung 5.15), die sich auch im Abknicken des CO,-
Signals zu diesem Zeitpunkt wiederspiegelte, lieB sich mit der Acetatkonzentration von etwa
1,4 g L' erkldren. Im Gegensatz zu den Fermentationen mit Lysat, bei denen das gebildete
Acetat in einer letzten Wachstumsphase reduziert wurde (Kapitel 5.6), konnte bei den Fer-

mentationen auf dem halbsynthetischen Medium kein solcher Abbau beobachtet werden.

Die Acetatbildung hatte ihren Ursprung in der verwendeten Kohlenstoffquelle. Durch hohe
Wachstumsgeschwindigkeiten und einen Substratiiberschuss wurde bei Escherichia coli auch
unter strikt aeroben Bedingungen die Bildung von Acetat beobachtet (Kleman & Strohl,
1994). Die Aufnahme der Glucose erfolgt schneller als thre Umsetzung in Biomasse und
Energie, was im Stoffwechsel zur Bildung von Acetat fiihrt. Als limitierende Stoffwechsel-
wege konnen im Fall von Escherichia coli der Zitronensdurezyklus (Han et al., 1992) und die
Atmungskette genannt werden (Majewski & Domach, 1992). Durch die nahe Verwandtschaft
von Klebsiella planticola mit Escherichia coli scheinen die Griinde der Acetatbildung auch in
diesem Fall in einer hohen spezifischen Wachstumsgeschwindigkeit und einem Substratiiber-

schuss zu liegen.
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5.4  Bilanzierungen fiir die Fermentationen von Klebsiella plan-

ticola auf einem halbsynthetischen Medium

Das Ziel der Bilanzierung lag darin, die Verteilung des Kohlenstoffs und Stickstoffs zu Be-
ginn der Fermentation und zum Zeitpunkt der Zellernte festzustellen. Dadurch sollte eine

Vergleichsmoglichkeit fiir die spiteren Fermentationen mit Lysat geschaffen werden.

Der Kohlenstoftbilanzierung lag die Annahme zu Grunde, dass sich der zu Beginn der Kulti-
vierung vorliegende Kohlenstoff anteilig aus dem der Glucose, dem der Maltose und dem des
Hefeextraktes zusammensetzte. Am Kultivierungsende befand sich der Kohlenstoff entweder
in der Biomasse oder er war dem Fermenter {iber die Abluft in Form von Kohlendioxid entwi-
chen. AuBlerdem lag in der fliissigen Phase ein Teil des Kohlenstoffes entweder als unver-
wertbarer Rest (Restanteil Medium) oder als Stoffwechselendprodukt (z. B. Acetat) vor.
Nachfolgende Gleichung verdeutlicht die gemachte Aussage:

fliissige Phase
mc, Gle + M, Mal + Mc, g = Mc, x + Mc, coz + hnc Rest T Mc, SEP‘

Der zum Startzeitpunkt vorliegende Stickstoff setzte sich anteilig aus dem des Ammoniumsul-
fats und dem des Hefeextraktes zusammen. Zusitzlich zu diesen Stickstoffquellen trat eine
weitere in Erscheinung. Der pH-Wert wurde vor und wihrend der Kultivierung mit 25 %igem
Ammoniakwasser geregelt. Dieser Umstand erschwerte die Bilanzierung des Stickstoffs. Am
Ende der Kultivierung verteilte sich der Stickstoff auf die gebildete Biomasse, auf Stoffwech-
selendprodukte und auf nicht verwertete stickstofthaltige Verbindungen (Restanteil Medium).
Die zuletzt genannten Gruppen bildeten zusammen die fliissige Phase. Innerhalb des Restan-
teils im Medium befand sich auch das hinzudosierte Ammoniakwasser. Es ergab sich fiir die
Bilanzierung folgender Ausdruck:

fliissige Phase

MmN, aMs T My, gg T My, aw = M, x ‘mN Rest T MN, SEP‘

Die Differenzierung innerhalb der fliissigen Phase am Ende der Kultivierung konnte sowohl

fiir den Kohlenstoff als auch fiir den Stickstoff nur teilweise durchgefiihrt werden.

Fiir die Bestimmung der Kohlenstoff- und Stickstoffmasse in der Kultivierungssuspension

wurden je zwei Proben direkt vor dem Animpfen sowie zum Zeitpunkt der Zellernte entnom-
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men und durch Zentrifugation geklart. Bei den Proben nach der Kultivierung wurde sowohl
im Pellet (Biomasse sowie evtl. Fillungsprodukte) als auch im Uberstand (Restanteil Medi-
um, Stoffwechselendprodukte) der C- bzw. N-Gehalt bestimmt. Bei den Proben vor dem An-
impfen wurde nur der Uberstand der Analyse zugefiihrt, da die Masse des Pellets (wenn vor-
handen) verschwindend gering war und so fiir eine Elementaranalyse nicht ausreichte. Die
Uberstinde wurden fiir die Analyse gefriergetrocknet. Die Trocknung der Zellpellets erfolgte

hingegen bei 60 °C im Vakuumtrockenschrank.

Die Bilanzierung erfolgt nun fiir fiinf auf dem halbsynthetischen Medium durchgefiihrten

Fermentationen.

Startbedingungen (t = 0 h) fiir die Kultivierung von Klebsiella planticola auf
dem halbsynthetischen modifizierten A1-160-Medium in einem Riihrkessel-

reaktor

Rechnerisch ergaben sich bei einem Arbeitsvolumen von 5 L fiir den Kohlenstoff folgende

Startbedingungen:

Einwaage Glucose :200,0 g Einwaage Maltose :50,0 g
Anteil Kohlenstoff  : 40,0 % Anteil Kohlenstoff : 42,1 %
Masse Kohlenstoff : 80,0 g Masse Kohlenstoff :21,1g

Einwaage Hefeextrakt: 10,0 g
Anteil Kohlenstoff : 45,0 %
Masse Kohlenstoff :4,5¢g

Theoretisch befanden sich damit vor dem Animpfen 105,6 g Kohlenstoff im Fermenter. Die-

ser Wert wurde analytisch tiberpriift. Tabelle 5.3 zeigt die Ergebnisse.
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Tabelle 5.3: Theoretische und analytisch ermittelte Kohlenstoffmenge (absolut und relativ)
vor dem Animpfen bei der satzweisen Kultivierung von Klebsiella planticola auf dem modifi-

zierten A1-160-Medium und einem Arbeitsvolumen von 5 L

Fermentation F84 F85 F86 F90 F93
. 953¢g [1024¢g| 91,7¢g | 974¢g | 99,7 ¢
Kohlenstoff, analytisch (90.2 %) | (96.7 %)| (86.8 %) | (92.2 %) | (94,4 %)
Kohlenstoff, rechnerisch (110050’60 /gj
0
. . . -10,3 -3,2 -13,9 -8,2 -5,9
Differenz (analytisch - rechnerisch) (-9.8 ‘Vf) (33 (i ) (-132 (i ) (7.8 (i )| (5.6 (i )

Es zeigte sich, dass bei allen Proben analytisch weniger Kohlenstoff nachweisbar war, als
rechnerisch vorliegen miisste. Dies lieB3 sich damit erkliren, dass wiahrend der Hitzesterilisati-
on ein Teil der kohlenstofthaltigen Verbindungen des Hefeextraktes ausfiel. Ein Hinweis auf
die Richtigkeit der Annahme zeigt Tabelle 5.4. Aus ihr wird ersichtlich, dass der theoretische
Trockenstoff von 301 g (Summe aller eingewogenen Bestandteile fiir 5 L Medium) in vier
von fiinf Féllen nicht erreicht wurde. Andererseits zeigten die Differenzen zwischen den Wer-
ten die Genauigkeit der Analysenmethode. Messfehler lieBen sich trotz sorgféltiger Analyse

nicht vollstdndig ausschlieen.

Tabelle 5.4: Ergebnisse der Trockenstoffbestimmung vor dem Animpfen bei der satzweisen
Kultivierung von Klebsiella planticola auf dem modifizierten A1-160-Medium und einem

Arbeitsvolumen von 5 L

Fermentation F84 | F85 | F86 | F90 | F93
Trockenstoff, rechnerisch 301 g
Trockenstoff, analytisch |285 g|300 g|280 g|305¢g|295 ¢

Nach der Betrachtung des Kohlenstoffs soll nun ein Blick auf den Stickstoff geworfen wer-
den. Die Auswertung erfolgte analog zu der des Kohlenstoffs. Rechnerisch ergaben sich bei

einem Arbeitsvolumen von 5 L fiir den Stickstoff folgende Startbedingungen:
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Einwaage Ammoniumsulfat : 30,0 g Einwaage Hefeextrakt: 10,0 g
Anteil Stickstoff :21,2 % Anteil Stickstoff 1 12,5 %
Masse Stickstoff 163 g Masse Stickstoff 11,3 g

Theoretisch befanden sich damit vor dem Animpfen 7,6 g Stickstoff im Fermenter. Dieser
Wert wurde analytisch wie bereits fiir den Kohlenstoff iiberpriift. Tabelle 5.5 zeigt die Ergeb-

nisse.

Tabelle 5.5: Theoretische und analytisch ermittelte Stickstoffmenge (absolut und relativ) vor
dem Animpfen bei der satzweisen Kultivierung von Klebsiella planticola auf dem modifizier-

ten A1-160-Medium und einem Arbeitsvolumen von 5 L

Fermentation F84 F85 F86 F90 F93

99 ¢ 95g | 10,7g | 10,2g | 9,2¢
(134 %) [ (128 %) | (145 %) | (138 %) [ (124 %)
7,6 g
(100 %)
25¢g | 2,1g | 33g | 28¢ 1,8 ¢
(34 %) | (28 %) | (45 %) | (38 %) | (24 %)

Stickstoff, analytisch

Stickstoff, rechnerisch

Differenz (analytisch - rechnerisch)

Es zeigte sich, dass bei allen Proben analytisch mehr Stickstoff (bis zu 45 %) nachweisbar
war, als rechnerisch vorliegen miisste. Dies lie sich mit der Einstellung des pH-Wertes (Kor-
rekturmittel: 25 %iges Ammoniakwasser) vor dem Animpfen auf seinen Anfangswert von
pH = 7,0 erkldren. Durch Wégung konnte die zugegebene Ammoniakwassermasse ermittelt
werden. Die Auswertung ergab, dass ein Grofiteil des zusdtzlich im Medium nachgewiesenen
Stickstoffs aus dem Ammoniakwasser kam. Die Quantifizierung der Zugabemenge der Lauge
iiber die Laufzeit der Schlauchpumpe war nicht mdglich. Durch den hohen Dampfdruck des
Ammoniakwassers verdampfte ein Grofteil der Lauge im Schlauch und so fiihrte nicht jede

Umdrehung der Pumpe zur Dosierung des gleichen Volumens.
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Bedingungen fiir die Kultivierung von Klebsiella planticola auf dem halb-
synthetischen modifizierten A1-160-Medium in einem Riihrkesselreaktor

zum Zeitpunkt der Zellernte (t = tp,y)

Am Ende der Kultivierungen wurden der Kohlenstoff- und Stickstoffgehalt in den beiden
nach der Zentrifugation erhaltenen Fraktionen (fliissig und fest) bestimmt. Aulerdem wurde
iber das CO;-Signal die Menge an Kohlenstoff berechnet, die wihrend der Kultivierung liber

die Abluft entwichen war.

Die Bestimmung der Kohlenstoff- und Stickstoffgehalte der Klebsiella planticola-Biomasse
ergab im Mittelwert 10,3 % N und 40,9 % C.

Tabelle 5.6 zeigt die Ergebnisse. Die in Klammern gesetzten Prozentangaben beziehen sich

auf die anfénglich analytisch ermittelte Kohlenstoffmasse (Tabelle 5.3) jeder Fermentation.

Tabelle 5.6: Verteilung des Kohlenstoffs zum Zeitpunkt der Zellernte bei der satzweisen Kul-
tivierung von Klebsiella planticola auf dem modifizierten A1-160-Medium und einem Ar-
beitsvolumen von 5 L. Die in Klammern gesetzten Prozentangaben beziehen sich auf die an-

fanglich analytisch ermittelte Kohlenstoffmasse aus Tabelle 5.3

Fermentation F84 F85 F86 F90 F93
. 10,0g | 290¢ 179 g 13,5¢g 92¢g
Kohlenstoff, fliissige Phase (10,5 %) | (283 %) | (19.6 %) | (13.9%) | (9.3 %)
. 40,6 | 40,0g | 412¢ | 390g | 406¢
Biomasse (42,6 %)| (39,0 %) | (44,9 %) | (40,1 %) [(40,7 %)
. 328g | 360g | 354g | 459¢ | 382¢
Kohlendioxid Abluft (34,4 %) | (352 %) | (38,6 %) | (47,1 %) [(38,3 %)
. 834¢ | 1050g | 945¢ | 984¢ | 88,0¢
Summe C, analytisch (87.5 %) | (102,5 %) | (103.1 %) | (101,0 %) | (88.3 %)
Differenz zur vorgelegten Masse -119¢ 2,6 g 29¢ 1,0g -11,7 g
zum Startzeitpunkt (Ende - Anfang) |(-12,5 %) (2,5 %) | (3,1 %) | (1,0 %) |(-11,7 %)

Es zeigte sich, dass der Anteil des Kohlenstoffs, der in der Biomasse gebunden ist, mit etwa
40 % bei allen Kultivierungen konstant ausfiel. Schwankungen ergaben sich bei den Anteilen
in der Abluft und bei den Anteilen in der fliissigen Fraktion. Bei den Fermentationen F84 und

F93 ergab die Summierung des Kohlenstoffs am Ende der Kultivierung mit -12,5 % und
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-11,8 % die grofiten Abweichungen. Hier konnte am Ende durch die Summierung weniger
Kohlenstoff wiedergefunden werden, als zu Beginn vorgelegt wurde. Mogliche Fehlerursa-
chen waren die Elementaranalyse und die Erfassung der Kohlendioxidkonzentration in der
Abluft. Die Kultivierungen F85, F86 und F90 zeigten nach Summierung der Kohlenstoffmas-

sen eine sehr geringe Abweichung vom anfanglich vorgelegten Kohlensstoft.

Im Fall von Fermentation F90 betrug die Acetatkonzentration (Abbildung 5.16) zum Zeit-
punkt der Zellernte 6,1 g L' (30,6 g in 5 L). Das entsprach einer Kohlenstoffmasse von
12,2 g. Wie aus Tabelle 5.6 zu entnehmen ist, betrug der Kohlenstoffanteil im Medium
13,9 % (13,5 g). Das heiB}t, dass fast der gesamte Kohlenstoff im Medium aus dem Acetat
stammte. Es konnte folglich davon ausgegangen werden, dass auch bei den anderen in Kapi-
tel 5.3 vorgestellten Fermentationen ein GroBteil des Kohlenstoffs im Medium am Ende der
Fermentation in Form des Stoffwechselproduktes Acetat vorlag. Ein weiterer Grund, der diese
Aussage untermauert, ist, dass am Ende der Fermentationen im zellfreien Uberstand weder
Glucose, reduzierende Substanzen, Proteine noch Aminosiuren in nennenswerten Konzentra-

tionen nachgewiesen werden konnten.

Die Ergebnisse der Bilanzierung des Stickstoffs zeigen Tabelle 5.7. Die in Klammern gesetz-
ten Werte geben die anfianglich analytisch ermittelten Stickstoffmassen nach der pH-

Werteinstellung (Tabelle 5.5) jeder Fermentation wieder.

Tabelle 5.7: Verteilung des Stickstoffs zum Zeitpunkt der Zellernte bei der satzweisen Kulti-
vierung von Klebsiella planticola auf dem modifizierten A1-160-Medium und einem Arbeits-
volumen von 5 L. Die in Klammern gesetzten Werte geben die anfanglich analytisch ermittel-

ten Stickstoffmassen nach der pH-Werteinstellung aus Tabelle 5.5 wieder

Fermentation F84 | F85 F86 F90 | F93
Stickstoff, fliissige Phase 146¢g|138¢g| 145¢g |12,1g|13,1¢g
Biomasse 99¢g | 98g | 10,1g | 93¢g |11,6¢g

245g|235¢| 2458 | 21,4 |246¢
(9.9¢2)9,5¢2)((10,7¢g)| (10,2) | (9,2 g)

146¢|140g| 138g |112g|154¢

Summe N, analytisch

Differenz zur vorgelegten Masse
zum Startzeitpunkt (Ende - Anfang)
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Zunichst fiel auf, dass der Stickstoffgehalt am Ende aller Kultivierungen deutlich hoher lag
als deren Ausgangswert nach der pH-Wert Einstellung. Es konnte durch Wégung der zugege-
benen Laugemenge nachgewiesen werden, dass dies auf die pH-Regelung zuriickzufiihren
war. Aullerdem ging aus den Ergebnissen hervor, dass die Zufiihrung einer externen Stick-
stoffquelle (in Form des Ammoniakwassers) filir die Biomassenbildung essentiell war. Durch
das Ammoniumsulfat und den Hefeextrakt wurden dem Medium nur 7,6 g Stickstoff zuge-

fiihrt. Fiir die Biomassenbildung wurden aber mindestens 9,3 g benétigt.

Fazit

Durch die Bilanzierungen konnte der Weg des Kohlenstoffs und Stickstoffs wihrend der
satzweisen Kultivierung von Klebsiella planticola auf dem modifizierten A1-160-Medium

nachgezeichnet werden.

Abbildung 5.17 zeigt in der graphischen Darstellung die Verteilung des Kohlenstoffs zu Be-
ginn und zum Zeitpunkt der Zellernte. Angegeben sind die arithmetischen Mittelwerte aus den
fiinf ausgewerteten Fermentationen. Der zu Beginn vorgelegte Kohlenstoff (97,3 g) ent-
stammte mit 82,3 % zum grofiten Teil der Hauptkohlenstoffquelle Glucose (80 g). Auf die
Maltose entfielen 20,6 % (20 g) und auf den Hefeextrakt 4,6 % (4,5 g). Am Ende der Fermen-
tation fand sich der Kohlenstoff zu 41,5 % (40,3 g) in der Biomasse, zu 38,7 % (37,7 g) in der
Abluft und zu 16,3 % (15,9 g) im Medium.

4,6 % Hefeextrakt 16,3 % Restanteil Medium
20,6 % Maltose 38,7 % Abluft

82,3 % Glucose 41,5 % Biomasse

Abbildung 5.17: Verteilung des Kohlenstoffs zu Beginn und zum Zeitpunkt der Zellernte bei

der satzweisen Kultivierung von Klebsiella planticola auf dem modifizierten A1-160-Medium
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Die Bilanzierung des Stickstoffs zeigte, dass die Zufiihrung einer externen Stickstoffquelle in
Form des Ammoniakwassers fiir die Biomassenbildung essentiell war. Sogleich erschwerte

der Einsatz des Ammoniakwassers die Bilanzierung.
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5.5 Lysatanalytik

Die in diesem Kapitel gemachten Aussagen zeigen die Ergebnisse der Charakterisierung der
Lysate fiir die Wachstumsversuche. Gewonnen wurden die Lysate durch einen mechanischen
Hochdruckaufschluss (drei Passagen bei 600 bar) und anschlieBende Proteasebehandlung
(Kapitel 5.2.3).

Tabelle 5.8 und Tabelle 5.9 geben die Ergebnisse der Analysen wieder. In der ersten Spalte
,»Zyklus® ist angegeben, fiir welchen Zyklus das Lysat eingesetzt wurde. Die Spalte ,,Fermen-
tation gibt die Nummer der Kultivierung mit dem entsprechenden Lysat aus Spalte 1 an. Das
Volumen der Lysate sowie der Lysegrad, der durch die Lyse erzielt werden konnte, finden

sich in der dritten und vierten Spalte.

Tabelle 5.8: Ergebnisse der Lysatcharakterisierung (Teil 1). Die Lysate wurden aus Klebsiella
planticola-Biomasse durch einen mechanischen Hochdruckaufschluss und anschlieBende Pro-

teasebehandlung gewonnen

. |Lysatvolumen| Lysegrad L FeStStOff._ DNA-Gehalt Qes
Zyklus | Fermentation Vi [L] %] konzentr'flltlon Feststofofantells
plgl’] XpNa [%TS]

1. Zyklus F87 2,5 79,4 18,9 2,22
2. Zyklus Fo1 2,5 91,2 23,2 3,38
3. Zyklus F95 2,7 90,5 26,0 2,79
4. Zyklus F97 2,7 89,4 28,9 2,78
5. Zyklus F98 2,7 87,7 28,6 2,66
6. Zyklus F99 2,7 88,9 29,3 2,80
7. Zyklus F100 2,6 85,3 27,3 2,78
8. Zyklus F101 2,8 89,8 30,4 2,82
9. Zyklus F102 2,9 87,7 30,8 2,57
Sojapepton, UD Chemie - - 9,5 2,06
Caseinpepton, Carl Roth - - 10,0 nicht nachweisbar
Hefeextrakt, Biospringer - - 10,0 0,84
Hefeextrakt, Ohly - - 9.9 0,77
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Die Feststoffkonzentrationen lagen zwischen 18,9 - 35,1 g L' und die Lysatvolumina zwi-
schen 2,5 - 2,9 L. Die unterschiedlichen Feststoffkonzentrationen ergaben sich aus den ver-
schiedenen Mengen an eingesetzter Biofeuchtmasse und den ihnen anhaftenden Restmedien-

bestandteilen.

Tabelle 5.9: Ergebnisse der Lysatcharakterisierung (Teil 2). Die Lysate wurden aus Klebsiella
planticola-Biomasse durch einen mechanischen Hochdruckaufschluss und anschlieBende Pro-

teasebehandlung gewonnen

Zyklus Kohlenstoff- Stickstoft- Protein- Acetat-
gehalt des gehalt des konzentration | konzentration
Feststoffanteils | Feststoffanteils pr (g L'l] PAcetat [ L'l]

xc [%TS] xN [%TS]

1. Zyklus 36,4 10,3 0,36 (1,9 %TS) | 1,53 (8,1 %TS)

2. ZyKklus 37,3 9,3 0,41 (1,8 %TS) | 2,27 (9,8 %TS)

3. Zyklus 39,7 10,3 0,88 (3,4 %TS) | 1,33 (5,1 %TS)

4. Zyklus 37,2 9,6 0,63 (2,2 %TS) | 1,90 (6,6 %TS)

5. Zyklus 39,7 10,1 0,61 (2,1 %TS) | 1,41(4,9 %TS)

6. Zyklus 39,2 9,9 0,70 (2,4 %TS) | 1,68 (5,7 %TS)

7. ZyKklus 41,2 10,0 0,71 (2,6 %TS) | 1,57 (5,8 %TS)

8. Zyklus 41,4 10,8 0,68 (2,2 %TS) | 1,66 (5,5 %TS)

9. Zyklus 40,0 9,7 0,61 (2,0 %TS) | 1,30 (4,2 %TS)

SP, UD Chemie 41,5 10,2 0,03 (0,32 %TS) n. n.

CP, Carl Roth 39,0 12,1 n. n. n. n.

HX, Biospringer 41,1 12,3 0,01 (0,10 %TS) n. n.

HX, Ohly 40,3 12,5 0,01 (0,10 %TS) n. n.

SP: Sojapepton; CP: Caseinpepton; HX: Hefeextrakt; %TS: Prozentualer Anteil am Trocken-

stoff; n. n.: nicht nachweisbar

Der DNA-Gehalt der Lysate lag zwischen 2,2 - 3,4 %TS. Der durchschnittliche DNA-Gehalt
einer Bakterienzelle wird mit 3 - 4 %TS angegeben (Storhas, 2003; Schlegel, 1992). Daraus
folgt, dass mindestens die Hélfte der genomischen DNA der Zellen in Losung gegangen war

und sich im Lysat wiederfand. Wie zu erwarten enthielt Caseinpepton keine nachweisbare
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DNA, da es aus proteolytisch verdautem Milchprotein gewonnen wurde. Die untersuchten
Hefeextrakte zeigten mit Gehalten um 0,8 %TS einen deutlich niedrigeren Wert. Hier muss
wihrend des Herstellungsprozesses eine Abtrennung der DNA oder ein weitgehender Abbau

erreicht worden sein.

Der Kohlenstoff- und Stickstoffgehalt der Klebsiella planticola-Lysate lag zwischen
36,4 - 41,4 %TS bzw. zwischen 9,3 - 10,8 %TS. Im Vergleich zu den aufgefiihrten konventi-
onellen komplexen Substraten lagen der Kohlenstoffgehalt damit im gleichen Bereich und der
Stickstoffgehalt niedriger. Zur Erinnerung: Die Bestimmung der Kohlenstoff- und Stickstoff-
gehalte der Klebsiella planticola-Biomasse ergab im Mittelwert 40,9 %TS bzw.
10,3 %TS.

Die Proteinkonzentration lag trotz des Einsatzes einer Proteaselosung im Vergleich zu den
konventionellen Substraten hoher. Ein Teil der bestimmten Proteinkonzentration wurde durch
die Miterfassung der Alkalase, die eine Molmasse von 27,3 kDa besitzt (Novozymes, 2004),
verursacht. Der Bradford Test konnte erst Proteine mit einer Molmasse von tiber 3 kDa nach-
weisen, so dass kleinere Proteine, Oligo- und Dipeptide nicht erfasst wurden. Der Lysegrad
der Proteine in den herkdmmlichen Extrakten musste daher hoher sein. Ein Proteingel besté-
tigte diese Aussage. In den Hefeextrakten, dem Sojapepton und dem Caseinpepton zeigten

sich im Bereich gréBer 3 kDa keine Proteinbanden.

Die Acetatkonzentration der Lysate lag zwischen 1,4 ¢ L™ und 2,3 g L. Zwei Quellen sind
zu nennen. Zum einen wurden die Zellen nach der Zellernte nicht gewaschen, somit konnte
mit dem anhaftenden Restmedium auch das Acetat in die Lyseansétze gelangen. Zum anderen

wurde durch den Zellaufschluss der Cytoplasmainhalt einschlieBlich des Acetats freigesetzt.

Die Ergebnisse der Aminosdurenanalytik der Lysate sind in Abbildung S5.18 bis
Abbildung 5.20 dargestellt. Da es sich bei der Aminosdure L-Prolin um ein sekunddres Amin
handelt, kann es mit der gewdhlten Methode der Vorsdulenderivatisierung nicht nachgewiesen
werden. Die Reaktion der Aminosdure L-Cystein mit 0-Phthaldialdehyd fiihrt hingegen zu
sehr schwach fluoreszierenden Derivaten, die quantitativ nicht detektierbar sind (Biintemeyer,

2000).
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Abbildung 5.18: Ergebnisse der Aminosdureanalytik der Klebsiella planticola-Lysate fiir die
2. bis 9. zyklische Riickfiihrung. Angegeben sind die Gehalte der Aminoséduren in Prozent des
Trockenstoffs: Asp: Asparaginsiure; Glu: Glutaminsdure; Asn: Asparagin; Ser: Serin; Gln:

Glutamin; His: Histidin; Gly: Glycin

>0 ] B Lysat 2. Zyklus
45 [ Lysat 3. Zyklus

1 I Lysat 4. Zyklus
4,04 [JLysat5. Zyklus

I Lysat 6. Zyklus
[_lLysat 7. Zyklus
I Lysat 8. Zyklus
I Lysat 9. Zyklus

3,5+

3,0 1

2,5+
2,0 1

1,54

Aminosauregehalt X, [%TS]

1,04

0,5

0,0~

THR ARG ALA TYR MET

Abbildung 5.19: Ergebnisse der Aminosaureanalytik der Klebsiella planticola-Lysate fiir die
2. bis 9. zyklische Riickfiihrung. Angegeben sind die Gehalte der Aminoséduren in Prozent des
Trockenstoffs: Thr: Threonin; Arg: Arginin; Ala: Alanin; Tyr: Tyrosin; Met: Methionin
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Abbildung 5.20: Ergebnisse der Aminosdureanalytik der Klebsiella planticola-Lysate fiir die
2. bis 9. zyklische Riickfiihrung. Angegeben sind die Gehalte der Aminoséduren in Prozent des
Trockenstoffs: Val: Valin; Trp: Tryptophan; Phe: Phenylalanin; Ile: Isoleucin; Leu: Leucin;
Lys: Lysin

Aus Tabelle 10.1 lassen sich im Anhang ergiinzend zur grafischen Darstellung die Gehalte
der Aminosduren entnehmen. Die Summierung der Aminosduregehalte ergab, dass zwischen
31 - 41 % des Trockenstoffs aus Aminoséuren bestand. Der durchschnittliche Stickstoffgehalt
von Aminosduren wird mit 16 % angegeben (Matissek et al., 1992). Somit ldsst sich aus dem
Aminosduregehalt der Lysate der Anteil des Aminoséurestickstoffs berechnen. Dieser liegt
bei 5,0 - 6,6 %TS. Bei einem Gesamtstickstoffgehalt der Lysate zwischen 9,3 - 10,8 %TS
fallen also bis zu 71 % des Stickstoffs auf die Aminosduren. Des Weiteren lédsst sich der Be-
stimmung der Aminosdurespektren entnehmen, dass drei Aminosduren in den Lysaten mit
einer Konzentration von iiber 3 %TS auftraten. Dies waren die Asparagin- und Glutaminsiure
und das Leucin. Dariiber hinaus wiesen alle Lysate eine dhnliche Verteilung der Aminoséuren
auf. Das charakteristische Aminosdurespektrum hat seinen Ursprung in der Lysatherstellung.
Durch den Hochdruckaufschluss werden die Proteine der Zelle freigesetzt und anschlieBend
durch die Protease zu kleineren Fragmenten bis hin zu den Aminosduren selbst abgebaut. Es
entsteht ein spezifisches Spaltungsmuster der Proteine der Klebsiella planticola-Biomasse,

welches sich im Chromatogramm als charakteristisches Aminoséurespektrum zeigt.
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Abbildung 5.21 und Abbildung 5.22 zeigen den Vergleich der Aminosdurezusammenset-
zung der Lysate, dargestellt als arithmetischer Mittelwert der acht untersuchten Lysate, mit

denen der konventionellen Extrakte.

I Mittelwert Klebsiella planticola-Lysate
[ Sojapepton, UD Chemie

| Il Hefeextrakt, Ohly

4,5 [_1 Hefeextrakt, Biospringer

I Caseinpepton, Carl Roth

5,0 5

4,0-
3,5—-
3,0-
2,5—-
2,0-

1,5

Aminosauregehalt x,_ [%TS]

1,0 1

0,54

ASP GLU ASN SER GLN HIS GLY THR ARG

Abbildung 5.21: Ergebnisse der Aminosdureanalytik der Klebsiella planticola-Lysate und der
konventionellen Extrakte. Angegeben sind die Gehalte der Aminoséduren in Prozent des Tro-
ckenstoffs: Asp: Asparaginsidure; Glu: Glutaminsdure; Asn: Asparagin; Ser: Serin; Gln: Glu-

tamin; His: Histidin; Gly: Glycin; Thr: Threonin; Arg: Arginin

Beide Hefeextrakte wiesen ein sehr dhnliches Aminosdurespektrum auf, beide wurden aus der
Hefe Saccharomyces cerevisiae gewonnen. Der Gesamtgehalt lag zwischen 34 - 35 %TS der
Extrakttrockenmasse und damit im gleichen Rahmen wie die der Lysate. Das Sojapepton ent-
hielt mit 3,3 %TS Aminoséduren im Trockenstoff am wenigsten Aminosduren. Das Caseinpep-
ton lag mit 10,4 %TS im Mittelfeld. Die Ergebnisse der Aminosédureanalytik lassen sich zu-
satzlich Tabelle 10.2 im Anhang entnehmen. Es fiel auf, dass das Caseinpepton keine Protei-
ne iiber 3 kDa und sehr wenig Aminosduren enthielt. Der Stickstoffgehalt lag aber bei
12,1 %TS. Deshalb war davon auszugehen, dass ein Grofteil des Stickstoffs in Form von Pep-

tiden und kleineren Proteinen mit einem Molmasse unter 3 kDa vorlag.
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Abbildung 5.22: Ergebnisse der Aminosdureanalytik der Klebsiella planticola-Lysate und der
konventionellen Extrakte. Angegeben sind die Gehalte der Aminoséuren in Prozent des Tro-
ckenstoffs: Ala: Alanin; Tyr: Tyrosin; Met: Methionin; Val: Valin; Trp: Tryptophan; Phe:

Phenylalanin; Ile: Isoleucin; Leu: Leucin; Lys: Lysin

Fiir die unter Kapitel 5.3 vorgestellten Fermentationen auf dem halbsynthetischen Medium
wurde der Hefeextrakt von Ohly als komplexe Nahrstoffquelle verwendet. Der Vergleich des
Aminosédurespektrums dieses konventionellen Extraktes mit dem der Lysate zeigt, dass einige
Aminosduren in den Klebsiella planticola-Lysaten in hoheren Konzentrationen vorkommen
als im Hefeextrakt, bei anderen ist es umgekehrt. Die Klebsiella planticola-Lysate besaflen
eine hohere Konzentration an Asparaginsdure, Glutamin, Histidin, Glycin, Arginin, Tyrosin,
Methionin, Tryptophan, Isoleucin und Leucin. Der Hefeextrakt enthielt mehr Glutaminsiure,
Asparagin, Serin, Threonin, Alanin, Valin, Phenylalanin und Lysin. Bei manchen Aminosiu-
ren war der Unterschied nur sehr gering wie im Fall von Histidin, Tryptophan und Phenylala-
nin. Im bakteriellen Lysat liberwogen die Aminosduren Glycin, Arginin, Tyrosin und Methio-
nin wihrend im Hefeextrakt die Aminoséduren Serin, Threonin, Alanin und Lysin mengenmi-
Big stirker vertreten waren. Zum einen liegt der Grund fiir diese Unterschiede in dem ver-
wendeten Ausgangsmaterial fir den jeweiligen Extrakt. Auf der einen Seite steht der zu den
Prokaryonten gehorende Stamm Klebsiella planticola und auf der anderen Seite die eukaryon-

tische Hefe Saccharomyces cerevisiae. Unterschiedliche Proteinzusammensetzungen der
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Biomasse fithren zu unterschiedlichen Aminosdurespektren. Zum anderen spielt das Herstel-
lungsverfahren eine entscheidende Rolle, da dies dariiber entscheidet, in welchem Malle die
Proteine und andere Zellbestandteile freigesetzt werden und welche Spaltungsmuster durch
die verschiedenen Enzymwirkungen entstehen. Die verwendete Alkalase (E.C. 3.4.21.62)
gehort zur Gruppe der Serin-Endopeptidasen. Sie besitzt eine breite Spezifitit und hydroly-

siert Peptidbindungen neben nahezu allen Aminoséureresten (Kellermann, 1998b).

Durch die acht Parameter umfassende Lysatanalytik konnte belegt werden, dass eine gleich-
bleibende Lysatqualitit gewahrleistet ist. Die unabhéngig hergestellten Klebsiella planticola-
Lysate wiesen in sdmtlichen GroBen eine hohe Ubereinstimmung auf. Eine wenig schwan-
kende Qualitidt komplexer Substrate spielt in Hinblick auf eine gleichbleibende Produktquali-

tdt eine grofle Rolle in der Fermentationstechnik (Storhas, 2003).
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5.6 Fermentationen mit Lysat

Das Ziel dieser Klebsiella planticola-Fermentationen lag in der Untersuchung der Wachs-
tumseigenschaften der Lysate als Ersatz fiir den Hefeextrakt. Aullerdem sollten eventuelle
Auswirkungen der mehrfachen Lysierung und zyklischen Riickfiihrung der Biomasse beurteilt

werden. Die Kultivierungsbedingungen waren mit denen in Kapitel 5.3 identisch.

Bei der Riickfiihrung der Biomasse wurde jeweils die gesamte erzeugte Biomasse einer Fer-
mentation der Lyse zugefiihrt und der gesamte durch die Lyse in Losung gebrachte Anteil als
Ersatz fiir den Hefeextrakt im nichsten Fermentationsschritt eingesetzt. Die in das Medium
eingebrachte Kohlenstoff- und Stickstoffmasse wurde dadurch im 1. Zyklus im Vergleich
zum Originalmedium deutlich erhoht. Tabelle 5.10 zeigt die zu Beginn der Kultivierungen
vorliegenden Kohlenstoffmengen. Diese setzten sich aus den Kohlenstoffanteilen der Gluco-
se, der Maltose und der eingesetzten Lysate bzw. bei der ersten Fermentation aus der des
Hefeextrakts (0. Zyklus) zusammen. Die anfianglich im Originalmedium vorgelegte Kohlen-
stoffmasse stieg von 91,7 g (0. Zyklus) bis auf 142,1 g (9. Zyklus) bei den Fermentationen mit
Lysat. Ein weiterer Grund fiir die Zunahme des Kohlenstoffgehaltes zum Startzeitpunkt war
ab dem 2. Zyklus, dass bei Verwendung von Lysat eine erhohte Biomassebildung auftrat. So

stand fiir die Lyse mehr Biomasse zur Verfligung.
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Tabelle 5.10. Darstellung der anfianglichen Kohlenstoffmasse bei der satzweisen Kultivierung
von Klebsiella planticola auf dem modifizierten Al-160-Medium mit Lysat und einem
Arbeitsvolumen von 5 L. Die erste Fermentation fand unter Einsatz von Hefeextrakt statt

(0. Zyklus)

Geloste Kohlenstoffmasse mc bei

t=0h [g]
0. Zyklus 91,7
1. Zyklus 115,7
2. Zyklus 112,0
3. Zyklus 130,8
4. Zyklus 131,0
5. Zyklus 136,7
6. Zyklus 139,0
7. Zyklus 143,5
8. Zyklus 140,9
9. Zyklus 142,1

Abbildung 5.23 zeigt die Entwicklung der optischen Dichte ODgop und die maximal erreich-
ten Biotrockenmassen bei den aufeinanderfolgenden Kultivierungen von Klebsiella planticola
mit Biomasseriickfiihrung in Form von Lysat. Es ist deutlich die Zunahme beider GréBen
wihrend der ersten vier Zyklen zu erkennen. In den darauffolgenden Zyklen verlangsamt sich

die Zunahme.

Die im Vergleich zum 0. Zyklus hohere Zelldichte am Ende des 1. Zyklus wurde zum Teil
dadurch verursacht, dass durch die Riickfiihrung mehr Stickstoff und Kohlenstoff in das Me-
dium eingetragen wurden als es durch den Hefeextrakt im Originalmedium der Fall war. An-
dererseits war davon auszugehen, dass das Lysat, da es aus den Klebsiella planticola-Zellen
gewonnen wurde und damit genau die Bestandteile enthilt, die zum Wachstum der Zellen
bendtigt werden, bessere Wachstumseigenschaften aufwies als der Hefeextrakt. Durch den
schonenden Aufschluss und Lyse der Zellen konnten wichtige Wachstumsfaktoren wie Coen-
zyme und Vitamine erhalten bleiben. Auch die Aminosidurezusammensetzung der Lysate wird
cher den Anforderungen der Klebsiella-Zellen entsprechen als die des Hefeextraktes. Es zeig-

ten sich deutliche Unterschiede im Aminosédurespektrum beider Extrakte (Kapitel 5.5).
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Abbildung 5.23: Auftragung der maximal erreichten Zelldichten beim Versuch zur
zyklischen Riickfiihrung der Biomasse von Klebsiella planticola. Der 0. Zyklus wurde ohne

Lysat auf dem Originalmedium (modifiziertes A1-160-Medium) durchgefiihrt.

Am Ende der Kultivierungen wurde der Kohlenstoff- und Stickstoffgehalt in den beiden nach
der Zentrifugation erhaltenen Fraktionen (fliissig und fest) bestimmt. Aulerdem wurde iiber
das CO,-Signal die Menge an Kohlenstoff berechnet, die wihrend der Kultivierung iiber die
Abluft entwich. Tabelle 5.11 zeigt die Ergebnisse. Die in Klammern gesetzten Prozentanga-
ben beziehen sich auf die anfinglich analytisch ermittelte Kohlenstoffmasse (Tabelle 5.10)

jeder Fermentation.

Die Kohlenstoftbilanzierung zeigte, dass etwa 43,0 - 48,3 % des vorgelegten Kohlenstoffs fiir
den Aufbau von Biomasse genutzt wurde. Bei den unter Kapitel 5.3 vorgestellten Fermenta-
tionen lag dieser Anteil bei 40 %. Dariiber hinaus lief sich mit steigender Zykluszahl zunéchst
ein zunehmender Kohlenstoffgehalt, der im Medium verblieb, nachweisen. Dieser Anteil stieg
ab dem 3. Zyklus von 15,8 % auf 29,1 % im 6. Zyklus. Im weiteren Verlauf wurde mit 26 %
Kohlenstoff ein nahezu konstanter Wert erreicht. Es schien, dass entweder die maximale Zell-
dichte unter den gegebenen Kultivierungsbedingungen erreicht wurde oder andere Kompo-
nenten im Medium limitierend wirkten, so dass das erhohte Angebot an Kohlenstoff nicht

iiber die gesamten Zyklen in eine vermehrte Biomassenbildung umgesetzt wurde.
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Tabelle 5.11: Verteilung des Kohlenstoffs zum Zeitpunkt der Zellernte (Teil 1) bei der satz-

weisen Kultivierung von Klebsiella planticola auf dem modifizierten A1-160-Medium mit

Lysat und einem Arbeitsvolumen von 5 L

Fermentation 0. ZyKlus | 1. Zyklus | 2. Zyklus | 3. ZyKklus | 4. Zyklus
. 179¢ | 209¢ | 194¢ | 206g | 303¢g

Kohlenstoff, Restanteil (19.6 %) | (18.0%) | (173 %) | (15.8%) | (23.1 %)
. 412g | 549g | 397¢g | 632g | 60,1g
Biomasse (44,9 %) | (47.5%) | (53,3 %) | (48,3 %) | (45,9 %)
.. 354¢ 51,8¢ 36,5¢g 37,7 ¢g 394 ¢
Kohlendioxid Abluft (38,6 %) | (44,8 %) | (32,6 %) | (28,8 %) | (30,1 %)
. 945g | 127.6g | 1156¢g | 121,5g | 1298 ¢

Summe C, analytisch (103.1 %) | (110.3 %) | (103.2 %) | (92,9 %) | (99.1 %)

Differenz zur vorgelegten Masse -29¢g -119¢ -36¢g 93¢g 12¢g

zum Startzeitpunkt (Ende - Anfang)| (-3,1 %) | (-10,3%) | (-3,2%) | (7,1 %) | (0,9 %)

Tabelle 5.12: Verteilung des Kohlenstoffs zum Zeitpunkt der Zellernte (Teil 2) bei der satz-

weisen Kultivierung von Klebsiella planticola auf dem modifizierten A1-160-Medium mit

Lysat und einem Arbeitsvolumen von 5 L

Fermentation 5. Zyklus | 6. Zyklus | 7. Zyklus | 8. Zyklus | 9. Zyklus
. 36,5¢g 40,5 g 372 ¢ 374 ¢ 349¢

Kohlenstoff, Restanteil 26,7%) | (291 %) | (25.9 %) | (26,5 %) | (24,6 %)
. 62,8 ¢g 59,7 ¢ S9,1¢g 659¢g 62,7 ¢g
Biomasse (46,0 %) | (43,0 %) | (41,2 %) | (46,8 %) | (44.1 %)
.. 584¢g 354¢ 395¢ 37,7 ¢g 427 g
Kohlendioxid Abluft 42,7 %) | (25,5%) | (27,5 %) | (26,7 %) | (30,0 %)
. 157,7¢g | 1356¢g | 1358 ¢ | 141,0g | 1403 g

Summe C, analytisch (15,4 %)| (97.6 %) | (94,6 %) | (100,1 %)| (98.8 %)

Differenz zur vorgelegten Masse 210 ¢g 34¢g 7,7 g -0,1g 1,8 g

zum Startzeitpunkt (Ende - Anfang) | (-15,4 %) | (2,4 %) | (5,4 %) | (-0,1 %) | (1,2 %)
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Bei dem am Ende im Medium verbleibenden Kohlenstoff handelt es sich sowohl um nicht
nutzbare Kohlenstoffquellen als auch um Stoffwechselendprodukte. Als Stoffwechselendpro-
dukt konnte z. B. das gebildete und nicht vollstindig verstoffwechselte Acetat gefunden wer-

den.

Durch das Fehlen von extrazelluldr vorliegenden Nukleasen kam es wéhrend der Kultivierun-
gen zu keinem Abbau der durch das Lysat eingetragenen Nukleinsduren. Dieses spiegelt sich
in Abbildung 5.24 wieder. Sowohl RNA als auch genomische DNA konnten in den Uber-
standen der letzten Probe vor der Zellernte nachgewiesen werden. Also trug auch diese Grup-
pe an Biomolekiilen, die als Kohlenstoffquelle nicht zur Verfiigung stand, zu dem Restkoh-

lenstoffanteil bei.

- - e
]-°

3.3 kb, 3kh,
23 kb

Abbildung 5.24: 1%iges Agarosegel mit den aufgearbeiteten Uberstinden des 2. bis 9. Zyk-
lus, letzte Probe (Belegung: Spur 1 und 11: unbelegt; Spur 2 - 9: 2. bis 9. Zyklus; Spur 10:
DNA-Leiter)

Ein Proteingel (Abbildung 5.25) zeigte, dass am Ende der Kultivierung auch ein typisches
Muster an Proteinen im zellfreien Uberstand vorlag. Bei diesen wird es sich sowohl um nicht
verwertete Proteine aus dem Lysat als auch um sekretierte Enzyme oder durch aufgetretene

Zelllyse freigesetzte Proteine handeln.
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Abbildung 5.25: Diskontinuierliches SDS-Polyacrylamidgel. Auftragung der zellfreien Uber-
stinde zum Zeitpunkt der Zellernte des 2. bis 9. Zyklus’ (Belegung: Spur 1: Proteinmarker;
Spur 3 - 9: 3. bis 9. Zyklus)

Die Summierung des Kohlenstoffs zum Zeitpunkt der Zellernte ergab fiir den 1. und 5. Zyklus
auffillig hohe Abweichungen von -10,3 % und -15,4 % in Bezug auf den zum Startzeitpunkt
vorgelegten Kohlenstoff. Durch die Bilanzierung konnte also am Ende mehr Kohlenstoff
nachgewiesen werden als urspriinglich vorgelegt wurde. Dieses ging auf eine erh6hte Zudo-
sierung des Antischaummittels (Pluronic® PE-8100) wihrend dieser zwei Kultivierungen zu-

rick.

Abbildung 5.26 bis Abbildung 5.28 zeigen den Verlauf der Kohlendioxidkonzentration in
der Abluft. Die erste Grafik (Abbildung 5.26, oben links) zeigt die drei Wachstumsphasen
auf dem Originalmedium, in denen zundchst die Aminosduren des Hefeextraktes, dann die
Glucose und als letztes die Maltose verstoffwechselt wurden. Dahingegen konnten ab dem

2. Zyklus bis zum 9. Zyklus mindestens vier Wachstumsphasen unterschieden werden.
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Abbildung 5.26: Versuch zur zyklischen Riickfiihrung der aufgeschlossenen Klebsiella plan-
ticola-Biomasse als Ersatz fiir den Hefeextrakt in einem halbsynthetischen Medium (Origi-

nalmedium, 1. - 3. Zyklus)

Die Kohlendioxidkonzentration in der Abluft erreichte wiahrend des 5. Zyklus zeitweise Wer-
te von tiber 10 %. Der Messbereich des verwendeten Detektors besall eine maximal messbare
Kohlendioxidkonzentration von 10 %, so dass die Werte oberhalb nicht aufgenommen wur-

den.
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Abbildung 5.27: Versuch zur zyklischen Riickfiihrung der aufgeschlossenen Klebsiella plan-

ticola-Biomasse als Ersatz fiir den Hefeextrakt in einem halbsynthetischen Medium (4. -

7. Zyklus)
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Abbildung 5.28: Versuch zur zyklischen Riickfiihrung der aufgeschlossenen Klebsiella plan-

ticola-Biomasse als Ersatz fiir den Hefeextrakt in einem halbsynthetischen Medium (8. und

9. Zyklus)
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Abbildung 5.29 gibt Hinweise auf die komplexen Vorginge innerhalb der Phasen. Exempla-
risch fiir die Zyklen ist hier fiir den 9. Zyklus der Verlauf der Glucosekonzentration, der Kon-
zentration an reduzierenden Zuckern und der Acetatkonzentration gezeigt. Zunédchst wurden
die Aminosduren des Lysats, dann die Glucose, danach die Maltose und abschliefend das
wiahrend der Kultivierung im Stoffwechsel entstandene Acetat abgebaut. Es konnte anhand
der chromatographischen Acetatbestimmung nachgewiesen werden, dass der letzte Anstieg in
der Kohlendioxidkonzentration mit einer deutlichen Reduzierung des Acetats einherging. Da-
bei erfolgte aber nie ein vollstandiger Abbau des Acetats. Die Grenzen zwischen den Phasen
diirfen nicht zu starr gesehen werden, da es bereits in der ersten Phase (Aminosdurenabbau)

zu einer geringen Verstoffwechselung der Glucose kam.
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Abbildung 5.29 Satzweise Kultivierung von Klebsiella planticola auf modifiziertem A1-160-
Medium mit Lysat (9. Zyklus, F102)
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5.7  Zusammenfassung

Der fiir die Untersuchungen herangezogene Klebsiella planticola-Stamm wird in der Arbeits-
gruppe seit Jahren erfolgreich fiir die Expression und Sekretion rekombinanter Proteine ge-
nutzt (Miksch et al., 1999). Aulerdem wird der Organismus sowohl von deutschen Behérden
als auch durch die US-amerikanische Nahrungs- und Arzneimittelbehérde FDA (Food and
Drug Administration) als unbedenklich eingestuft (GRAS, Generally Recognized As Safe),

was einen Einsatz in vielen Bereichen der Biotechnologie interessant gestaltet.

Die im kleinen MaBstab durchgefiihrten Lyseversuche fiihrten zur Entwicklung eines geeigne-
ten Verfahrens zur Behandlung des anfallenden Biomasseabfalls. Der entwickelte Aufschluss
setzte sich aus einem mechanischen Hochdruckaufschluss mit nachgeschalteter enzymati-
schen Behandlung zusammen. Die erreichten Lysegrade lagen bei 77 %. Der Einsatz der Pro-
teaselosung (Novozymes, Alcalase® 2.4 L FG) konnte auf unter 1 Liter pro Tonne Biotro-

ckenmasse gesenkt werden.

Zahlreiche Fermentationen des Klebsiella planticola-Stammes auf dem halbsynthetischen
Originalmedium mit Glucose und Maltose als Hauptkohlenstoffquelle und Hefeextrakt als
komplexe Komponente fiihrten zu einer Vielzahl von Daten. Mit deren Hilfe konnte das Sys-
tem genauestens untersucht werden. Drei charakteristische Wachstumsphasen traten auf. Zu-
nichst wurden die Aminosduren des Hefeextraktes (un = 0,92 - 1,1h h'l), dann die Glucose
(n = 0,62 - 0,68 h™) und zuletzt die Maltose verstoffwechselt. Mit Hilfe einer Kohlenstoffbi-
lanzierung konnte festgestellt werden, dass der zu Beginn vorgelegte Kohlenstoff am Ende
der Fermentation zu 41,5 % in der Biomasse, zu 38,7 % in der Abluft und zu 16,3 % im Me-
dium vorlag. Die Bilanzierung des Stickstoffs zeigte, dass die Zufiihrung einer externen

Stickstoffquelle in Form des Ammoniakwassers fiir die Biomassenbildung essentiell war.

Durch eine ausfiihrliche Lysatanalytik konnten die Lysate ausreichend charakterisiert werden.
Einen Vergleich der Zusammensetzung der Lysate mit denen verschiedener konventionell
erhéltlicher komplexer Substrate runden diesen Teil der Arbeiten ab. Die Klebsiella plantico-
la-Lysate wiesen einen Kohlenstoff- und Stickstoffgehalt zwischen 36,4 - 41,4 %TS bzw.
zwischen 9,3 - 10,8 %TS auf. Der DNA-Gehalt der Lysate lag zwischen 2,2 - 3,4 %TS. Die
Acetatkonzentration der Lysate betrug 4,2 - 9,8 %TS. Die Proteinkonzentration erreichte

Werte zwischen 1,8 - 3,4 %TS und der Aminosduregehalt zwischen 31 - 41 %TS.
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SchlieBlich konnte durch den Einsatz der Lysate gezeigt werden, dass es moglich war, auf den
Einsatz von konventionellem Hefeextrakt zu verzichten. Neun zyklische Riickfiihrungen zeig-
ten keinen negativen Einfluss auf das Wachstum. Eine deutliche hohere Biomassenbildung
war mit Zunahme der Zykluszahl zu verzeichnen. Dies bietet gerade fiir eine biomassenab-
hingige Produktbildung interessante Moglichkeiten, da ein Mehr an Biomasse auch zur Bil-

dung von grofleren Mengen Produkt fithren kann.

Durch die Arbeiten mit dem Gram-negativen Bakterium Klebsiella planticola konnte an ei-
nem ersten wichtigen Beispielsystem eindrucksvoll und erfolgreich die Moglichkeit einer
alternativen Verwendung bakterieller Biomasse gezeigt werden. Der Verzicht auf konventio-
nelle Extrakte fithrte zu einer Senkung des Rohstoffbedarfs und zu einer Reduzierung der bak-

teriellen Abfallmenge.



Ergebnisse und Diskussion - Escherichia coli - Biomassegewinnung - 118 -

6 Ergebnisse und Diskussion - Escherichia coli B-3996

6.1 Fermentationen zur Biomassegewinnung

Das Ziel dieser Fermentationen lag in der Gewinnung von Escherichia coli-Biomasse fiir die
Lyseversuche im SchiittelkolbenmaRstab und in der Gewinnung von Daten zur Charakterisie-
rung des Systems bestehend aus dem Escherichia coli-Stamm B-3996 und dem halbsyntheti-
schen Medium A1-160. Dazu wurden mehrere Kultivierungen auf dem halbsynthetischen
Medium mit Saccharose als Kohlenstoffquelle und Hefeextrakt als komplexe Komponente
durchgefiihrt. Eine ausfiihrliche Betrachtung dieser Fermentationen findet sich in Kapitel 6.3.

Die Lyseversuche im Schiittelkolbenmal3stab werden im folgenden Kapitel vorgestellt.

6.2 Lyseversuche

Ein Hauptziel der Lyseversuche war es in Hinblick auf einen industriellen Einsatz eine effi-
ziente Methode fiir die Lyse der Escherichia coli B-3996 Zellen zu finden. In verschiedenen
Versuchsreihen wurden geeignete Verfahren zur Lyse der bakteriellen Biomasse entwickelt.
Die Auswahl der eingesetzten Aufschlussverfahren konzentrierte sich ausschlieBlich auf sol-
che Methoden, die fiir den Durchsatz groer Stoffstrome geeignet waren. Es wurden mechani-
sche, biochemische und chemische Verfahren benutzt. Fiir die Versuche wurden verschiedene

Kombinationen angewandt und der Einfluss unterschiedlicher Variablen untersucht.

6.2.1 Autolyse ganzer Zellen unter Variation des pH

Die Auslosemechanismen der Autolyse konnen vielfiltig sein. So kann sie durch milde che-
mische oder physikalische Behandlungen induziert werden (Hopkins, 1991). Dazu zdhlen
z. B. die Zugabe eines organischen Losungsmittels, eine Verdnderung des pH oder der Tem-
peratur. Thre Wirksamkeit ist stark abhingig von den Kultivierungsbedingungen und dem
Stoffwechselzustand der Zellen. Wihrend durch die Zugabe niedriger Antibiotikakonzentrati-
onen eine wachsende E. coli-Kultur zur Autolyse veranlasst werden kann (Leduc et al., 1982),

zeigen sich E. coli-Zellen in der stationdren Phase gegeniiber Penicillin und chaotropen Agen-
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zien resistent (Tuomanen et al., 1988). In der exponenticllen Phase geerntete E. coli-Zellen
lassen sich durch die Zugabe verschiedener Salze oder Komplexbildner wie EDTA zur Auto-
lyse bewegen (Leduc & van Heijenoort, 1980; Leduc et al., 1982; van Heijenoort et al.,
1983). Uber die Autolyse von sich in der stationdiren Phase befindenden E. coli-Zellen durch
die Zugabe von speziellen Antibiotika wurde berichtet (Chitnis et al., 1993).

In Hinblick auf eine effiziente Lyse der Escherichia coli-Zellen wurden im Rahmen der Auto-
lyse keine Verfahren in Betracht gezogen, bei denen der Einsatz grofer Mengen von Hilfs-
stoffen oder toxischer Stoffe wie Antibiotika notwendig war. Der Einsatz des Lysates als
Nahrmedienbestandteil schloss solche Moglichkeiten aus. Die Qualitédt der Lysate sollte nicht
beeintrachtigt werden. Innerhalb dieses Versuches wurde daher versucht, die Autolyse der
Escherichia coli-Zellen alleine iiber das sukzessive Durchlaufen verschiedener Temperaturen
auszulosen. In einem Temperaturbereich von 25 °C bis 55 °C wurde dafiir die Temperatur

1-stiindlich bis 1,5-stiindlich um 5 °C erhoht.

Es wurden fiinf Schiittelkolben mit einer Biotrockenmassekonzentration von 28,7 g L™ im
pH-Bereich zwischen 7,0 und 9,0 angesetzt. Die Proteinkonzentration im Uberstand lag nach
dem Resuspendieren des Biomassepellets und nach der pH-Einstellung bei Werten um
0,12 g L' (Abbildung 6.1). Diese niedrige Konzentration an geléstem Protein deutet auf eine
nur geringe Lyse der Zellen durch den Einfrier- und Auftauprozess hin. Der in die Lyseansét-
ze eingetragene Proteinanteil, der durch das den Zellen anhaftende Restmedium verursacht
wurde, war vernachléssigbar gering. Zwei Griinde sind anzufiihren: Zum einen enthielt das
zur Kultivierung der Zellen eingesetzte halbsynthetische Fermentationsmedium (A1-160)
keine Proteinquelle und zum anderen zeigte ein Proteingel des zellfreien Uberstandes zum

Zeitpunkt der Zellernte nur schwach ausgebildete Banden.

Der Blick auf die erreichten Lysegrade liel erkennen, dass hohere Ausgangs-pH-Werte zu
hoheren Lysegraden und zu Beginn zu einer erhohten Freisetzung von Proteinen fiihrten. Je-
doch blieb die Konzentration an Protein bis zum Ende der Lyse bei hoheren Ausgangs-pH-
Werten dementsprechend hoher. Der maximale Lysegrad betrug nach 23 Stunden nur 18 %
(pH 9,0). Eine Tendenz zu hoheren Lysegraden bei hoheren Ausgangs-pH-Werten war zu

erkennen.
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Abbildung 6.1: Autolyse von Escherichia coli B-3996 bei verschiedenen Ausgangs-pH-

Werten (Biotrockenmassekonzentration 28,7 g L™)

Dieser Versuch zeigte, dass durch das sukzessive Durchlaufen verschiedener Temperaturbe-
reiche eine Autolyse herbeigefiihrt werden konnte. Jedoch lagen die Lysegrade mit Blick auf
die Forderung eines mdoglichst hohen Lysegrades zu niedrig. Es wurde daher im Folgenden
versucht, dem Autolyseschritt einen mechanischen Aufschluss voranzustellen. Dazu wurden

zunichst die Aufschlussparameter Druck und Anzahl der Passagen aufeinander abgestimmt.

6.2.2 Ermittlung der optimalen Passagenanzahl und des optima-
len Aufschlussdruckes fiir die Escherichia coli-Zellen bei

Verwendung des Hochdruckhomogenisators

Das Ziel dieses Versuches lag in der Ermittlung der optimalen Passagenanzahl fiir den einge-
setzten Escherichia coli-Stamm im Hochdruckhomogenisator bei einem Aufschlussdruck von
800 bar. Dieser Druck wurde aufgrund eines Vorversuches, bei dem der Aufschluss bei unter-
schiedlichen Driicken durchgefiihrt wurde, gewdhlt. AuBBerdem sollte die Abhdngigkeit des

Aufschlussergebnisses von der Zelldichte der eingesetzten Suspension iiberpriift werden.
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Laut Literatur kann der Einfluss der Zelldichte {iber einen weiten Konzentrationsbereich als
gering angesehen werden (Brookman, 1974; Biischelberger & Loncin, 1989; Agerkvist &
Enfors, 1990). Aber auch zu diesem Sachverhalt gibt es wie auch bei den aufschlusswirksa-
men Mechanismen beim Hochdruckaufschluss unterschiedliche Meinungen. Sowohl Middel-
berg (Middelberg et al., 1991) als auch Sauer (Sauer et al., 1989) und Kleinig (Kleinig et al.,
1995) stellten entgegen anderer Quellen eine Abhéngigkeit des Lysegrades von der Zellkon-
zentration fest. Nichtsdestotrotz erhohen hohere Zellkonzentrationen die Wirtschaftlichkeit
des Prozesses durch kiirzere Betriebszeiten und damit geringere Energiekosten. Wichtig bei
der praktischen Realisierung ist die Gewihrleistung einer minimalen Pumpfahigkeit (Jahnke,

2000).

Der Aufschluss wurde indirekt iiber die freigesetzte Proteinmenge und iiber den auf die Fest-
stoffkonzentration bezogenen Lysegrad verfolgt. Tabelle 6.1 zeigt die Konzentrationen der

drei eingesetzten Suspensionen.

Tabelle 6.1: Biotrockenmassekonzentrationen der eingesetzten Escherichia coli-Zellsuspen-

sionen zur Ermittlung der optimalen Passagenanzahl durch den Hochdruckhomogenisator

Biotrockenmassekonzentration

perv[g L]
Zellsuspension 1 48,6
Zellsuspension 2 23,1
Zellsuspension 3 36,0

Abbildung 6.2 zeigt die analytisch gewonnenen GréBen in Abhéngigkeit von der Anzahl der
Passagen durch den Hochdruckhomogenisator. Der Lysegrad nahm durch in Losung gehen
von Zellbestandteilen im gesamten Verlauf zu. Unterstiitzt wird diese Aussage durch die stark
ansteigende Proteinkonzentration im Verlauf des Aufschlusses. Die intrazelluldr vorliegenden
Proteine, darunter auch die Enzyme der Zelle, wurden durch die Zerstérung der Komparti-
mentierung ins Medium entlassen. Auch Proteine der dufleren Membran, der Cytoplasma-
membran, der Zellwand und Enzyme des periplasmatischen Raumes, trugen zu diesem An-

stieg der Proteinkonzentration bei.
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Abbildung 6.2: Hochdruckaufschluss von Escherichia coli B-3996 bei unterschiedlichen Bio-

trockenmassekonzentrationen und einem Aufschlussdruck von 800 bar

Die Zellsuspensionen zeigten die groBten Verdnderungen der Messgroflen bis zur dritten Pas-
sage. Das Aufschlussergebnis war bei den verwendeten Zellkonzentrationen nahezu identisch.
Somit bestiétigte sich die in der Literatur beschriebene Unabhéngigkeit des Lysegrades von
der Konzentration. Nach dem dritten Durchlauf kam es nur noch zu geringen Verdnderungen.
Wihrend des Aufschlusses nahm die Viskositit aufgrund von freigesetzten Nukleinséuren in
den ersten vier Passagen deutlich zu. Danach kam es durch Scherung der Nukleinsduren zu
abnehmenden Viskosititen. Zusétzlich konnte eine Klarung der Zellsuspension beobachtet
werden. Ein Blick auf die Proteinkonzentration in Abbildung 6.2 ldsst erkennen, dass bei
doppelter Biotrockenmassekonzentration entsprechend auch die Konzentration an freigesetz-

ten Proteinen doppelt so hoch war.

Fiir kommende mechanische Aufschliisse wurde auf Basis dieses Versuches ein Arbeitsdruck

von 800 bar und eine Passagenanzahl von drei gewéhlt.
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6.2.3 Autolyse nach Hochdruckaufschluss unter Variation des

pH

Ziel des Versuches war es, durch eine Kombination aus mechanischem Aufschluss (drei Pas-
sagen bei 800 bar) und Autolyse eine Verbesserung des Autolysegrades und der Autolyse-

geschwindigkeit zu erreichen.

Das Temperaturprogramm wurde in der Weise gedndert, dass die Intervalle auf 90 Minuten
gesetzt, eine Phase bei 37 °C eingefligt und die maximale Autolysetemperatur in Anlehnung
an Leduc (Leduc, 1980) auf 40 °C begrenzt wurde. Leduc stellte bei der Autolyse von expo-
nentiell wachsenden Escherichia coli-Zellen eine abnehmende Fahigkeit zu autolytischen
Prozessen bei einer Temperatur von iiber 40 °C fest und begriindete dies durch Inaktivierung
der an der Autolyse beteiligten Enzyme. Die Ergebnisse sind in Abbildung 6.3 dargestellt.
Die Biotrockenmassekonzentration zu Beginn betrug 24,0 g L. Durch den mechanischen
Zellaufschluss verdnderten sich die Startbedingungen im Gegensatz zu denen der reinen Auto-
lyse in Bezug auf den Lysegrad und der Proteinkonzentration. Der Lysegrad lag zum Start-

zeitpunkt der Autolyse bei 68 % und die Proteinkonzentration bei 11,5 g L™
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Abbildung 6.3: Hochdruckaufschluss von Escherichia coli B-3996 mit anschlieBender Auto-

lyse bei verschiedenen Ausgangs-pH-Werten (Biotrockenmassekonzentration 24,0 g L™)
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Die Erhohung der Temperatur bis auf 35 °C fiihrte in allen Ansétzen zu einem gleichbleiben-
den Lysegrad, jedoch nahm die Proteinkonzentration im gleichen Zeitraum zunichst deutlich
zu. Ab 30 °C kam es zu einer starken Reduzierung der gelosten Proteinkonzentration, was bei
konstanten Lysegraden auf einen Abbau der Proteine durch vorhandene Proteasen hindeutete.
Durch die Erhohung der Temperatur auf 40 °C nahm sowohl der Lysegrad als auch die Prote-
inkonzentration ab. Jedoch lag die Proteinkonzentration nach 23 Stunden mit Werten zwi-
schen 4 g L™ und 8 g L™ auf hohem Niveau. Dies fiihrte zu thermisch instabilen Lysaten, bei
denen es durch die Hitzesterilisation zur Prazipitation der Proteine kam. Der erreichte Ly-
segrad lag nach 23 Stunden zwischen 46 % und 50 %. Die zelleigene Enzymausstattung ver-
mochte die Zellinhaltsstoffe nicht effektiv abzubauen, um eine spitere Prazipitation zu ver-
hindern. Einerseits konnte durch die Temperaturerh6hung das Temperaturoptimum der an der
Autolyse beteiligten Enzyme iiberschritten worden sein, andererseits konnte es aber auch zu
einer Inaktivierung gekommen sein. Generell lief sich erneut feststellen, dass anfanglich ho-

here pH-Werte zu geringfiigig hoheren Lysegraden fiihrten.

Als néchstes wurde versucht, durch den Zusatz einer alkalischen Protease nach dem Auf-
schluss (Alcalase®™ 2.4 L FG, Novozymes) den Proteinabbau zu verbessern. Proteine machen
mit 50 - 70 %TS (Muttzall, 1993) den groBten Anteil an der Trockenmasse der Bakterienzelle

aus.

6.2.4 Enzymatische Lyse nach Hochdruckaufschluss unter Vari-

ation der Enzymkonzentration

Ziel des Versuches war es, durch den Einsatz einer Proteaseldsung nach einem mechanischen
Aufschluss und einer Autolysephase das Lyseergebnis positiv zu beeinflussen. AuBlerdem

sollte der Einfluss der Autolysephase liberpriift werden.

Die Zellsuspension wurde zunidchst mechanisch aufgeschlossen (drei Passagen bei 800 bar).
Dann folgte fiir einen Teil der Ansétze eine einstlindige Autolysephase bei 37 °C und einem
pH-Wert von 8,5. Bei den anderen Ansétzen wurde diese Autolysephase weggelassen. Damit
sollte der Einfluss dieses Schrittes auf das Lyseergebnis iiberpriift werden. Vor der Enzymzu-
gabe wurden in beiden Fillen die pH-Werte auf 8,5 korrigiert, um am pH-Optimum der Alka-

lase arbeiten zu konnen. Auflerdem wurde nach der Enzymzugabe die Temperatur auf 55 °C
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erhoht und bis zum Ende der Lyse beibehalten. Die Konzentration des Enzyms wurde {iber
einen groflen Bereich variiert. Er erstreckte sich von 1 L tBTM'1 bis 45 L tBTM'l. Innerhalb die-
ser Spanne wurden zehn unterschiedliche Konzentrationen untersucht. Abbildung 6.4 (mit
Autolyse, Biotrockenmassekonzentration 22,1 g L™") und Abbildung 6.5 (ohne Autolyse, Bio-

trockenmassekonzentration 26,0 g L) zeigen die Ergebnisse.
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Abbildung 6.4: Hochdruckaufschluss von Escherichia coli B-3996 mit Autolysephase und
anschlieBender enzymatischen Lyse unter Variation der Enzymkonzentration (Biotrocken-

massekonzentration 22,1 g L)

Wiéhrend der Autolyse nahm die Proteinkonzentration in der ersten Stunde zu
(Abbildung 6.4). Durch die Enzymzugabe sank die Proteinkonzentration in allen Schiittel-
kolben. Nach nur einer Stunde Alkalasebehandlung reduzierte sich die anfangliche Protein-
konzentration um mindestens 80 %. Eine leichte Staffelung war zu erkennen, d.h. je héher die
eingesetzte Alkalasekonzentration desto niedriger lag die Proteinkonzentration nach einer
Stunde. Dieser Trend setzte sich bis zur siebten Stunde fort. Erst nach 23 Stunden hoben sich
die Unterschiede auf. Durch die Erhohung der Temperatur auf 55 °C kam es innerhalb der
ersten Stunde der Alkalasebehandlung bei einer Enzymkonzentration von 2,3 L tBTM'l Zu ei-
nem abnehmenden Lysegrad bei gleichzeitig abnehmender Proteinkonzentration. Es muss

daher zur Prézipitation von Zellbestandteilen gekommen sein. Doch bereits eine Stunde spiter
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stieg der Lysegrad durch den Abbau der gelosten und ausgefallenen Proteine. Die erreichten

Lysegrade lagen nach 23 Stunden zwischen 69 % und 79 %.

Bei Betrachtung des Versuches ohne Autolysephase zeigten sich (Abbildung 6.5) {iberein-
stimmende Ergebnisse. Die Zugabe der Protease fithrte zu einem sprunghaften Anstieg des
Lysegrades. Wie zu erwarten, fiihrten niedrigere Proteasekonzentrationen zwar zu einem ver-
langsamten Abbau der Proteine und damit zu einer langsameren Zunahme des Lysegrades,
jedoch glichen sich die Proteinkonzentrationen und die Lysegrade in den Schiittelkolben am
Ende an. Es stellten sich Lysegrade zwischen 72 % und 75 % ein. Ein negativer Einfluss
durch das Fehlen der Autolysephase lieB3 sich mit der durchgefiihrten Analytik nicht erkennen.
Wie Abbildung 6.5 erkennen lédsst, wurde ein Schiittelkolben ohne Enzymzugabe als Refe-
renzwert mitgefiihrt. Dessen Lysegrad lag durch das Ausfallen von Zellbestandteilen, grofB3-

tenteils der Proteine, bei nur 29 %.
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Abbildung 6.5: Hochdruckaufschluss von Escherichia coli B-3996 mit anschlieBender enzy-
matischen Lyse unter Variation der Enzymkonzentration (RW = Referenzwert ohne Enzym-

zugabe, Biotrockenmassekonzentration 26,0 g L)
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Diese Versuche zeigten zweierlei. Zum einen konnte die eingesetzte Enzymkonzentration fiir
zukiinftige Lysen auf unter 1 L tBTM'l gesenkt werden und zum anderen konnte auf die Auto-

lysephase verzichtet werden.

6.2.5 Enzymatische Lyse ohne Hochdruckaufschluss

Mit diesem Versuch sollte liberpriift werden, inwieweit ein Hochdruckaufschluss vor der Zu-

gabe der Proteaselosung notwendig war.

Die resuspendierte Biomasse wurde auf vier Schiittelkolben verteilt, mit Alkalasesuspension
(5,6 L tBTM'l) versetzt und nach der pH-Einstellung auf 8,5 bei 55 °C inkubiert. Die vorhande-
ne Proteinmenge wurde zwar schnell reduziert, jedoch lag die Proteinanfangskonzentration
unter 1 g L. Griinde dafiir wurden bereits in Kapitel 6.2.1 genannt. Durch die langsame Lyse
der Zellen gab es wenig Angriffspunkte fiir die Protease, so dass sie vermutlich ihre Aktivitét
durch Selbstverdau schnell verlor. Der Lysegrad erreichte nach vier Stunden nur 22 % und lag
damit weit hinter den bereits erzielten. Dieses Lyseverfahren wurde nicht weiter untersucht,

da sich diese Form der Lyse als ineffizient erwies.

6.2.6 Enzymatische Lyse mittels zweier Enzyme nach Hoch-

druckaufschluss

Dieser Versuch sollte zeigen, inwieweit nach der Alkalasebehandlung die Zugabe einer Lyso-

zymlosung den Lysegrad beeinflusst.

Die Bakteriensuspension wurde nach dem mechanischen Aufschluss (drei Passagen bei
800 bar) auf einen pH von 8,5 eingestellt. Die Zugabe der Protease erfolgte nach der einstiin-
digen Autolysephase bei 37 °C. Es wurden sechs Schiittelkolben mit drei verschiedenen Alka-
lasekonzentrationen (5,6 L tBTM'l, 29 Ltgrm 1l und 1,1 L tBTM'l) angesetzt. Nach sechs Stun-
den lag der Lysegrad unabhingig von der eingesetzten Alkalasekonzentration wie bereits bei
den vorangegangenen Versuchen zwischen 67 % und 70 %. Auch die Proteinkonzentration

konnte effektiv reduziert werden. Nach den sechs Stunden wurden zu jedem Schiittelkolben
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2 mL einer Lysozymstammlosung (p = 2,56 g L") hinzugegeben und die Temperatur auf
37 °C gesenkt. Wihrend der Behandlungszeit von 14 Stunden verdnderte sich weder der Ly-
segrad noch die Proteinkonzentration, so dass ein Einfluss des Lysozyms mit den hier ver-
wendeten Methoden nicht festgestellt werden konnte. Der kombinierte Einsatz beider Enzyme

wurde daher auch in Hinblick auf die Wirtschaftlichkeit im Weiteren nicht mehr verfolgt.

6.2.7 Alkalische und saure Hydrolyse ganzer Zellen

Mit diesem Versuch sollte die Moglichkeit der chemischen Hydrolyse der Escherichia coli-
Zellen iiberpriift werden. Uber die Herstellung von Proteinhydrolysaten fiir Fiitterungszwecke
aus Algen, Hefen und Bakterien durch chemische Hydrolyse wurde bereits in der Literatur

berichtet (Hedenskog et al., 1970).

Bei einem ersten Versuch wurden die Schiittelkolben mit der resuspendierten Biomasse und
einer Biotrockenmassekonzentration von 28,2 g L' nach der pH-Einstellung fiir sieben Stun-
den in siedendes Wasser (100 °C) gestellt. Eine stiindliche Probennahme sollte den Verlauf
des Aufschlusses zeigen. Je drei Hydrolyseansdtze fanden unter alkalischen (pHo = 12,5/ 12,0
/ 11,5) und unter sauren Bedingungen (pHyp = 1,5/2,0/ 2,5) statt.

Schon wéhrend der Zugabe der Natronlauge bzw. Salzsdure kam es zur Lyse der Zellen. Die
Reaktionen auf die pH-Anderung waren aber unterschiedlich. Durch die Alkalisierung kam es
zur Verseifung der Phospholipide der Zellmembran (Belter et al., 1988) verbunden mit einer
plotzlichen Viskositétszunahme durch freigesetzte Nukleinsduren. Eine Klarung der Suspen-
sion konnte beobachtet werden. Im Gegensatz dazu fiihrte die Sdurezugabe zu einem massi-
ven Ausflocken von Proteinen und anderen hochmolekularen Biomolekiilen. Unter dem Mik-

roskop zeigte sich in beiden Féllen eine stark reduzierte Anzahl an Zellen.

Abbildung 6.6 zeigt die Ergebnisse des Lyseversuches. Generell fiihrte die alkalische Lyse
mit Lysegraden zwischen 69 % und 75 % zu einer effektiveren Lyse der Zellen als die saure

Hydrolyse mit einem maximalen Wert von 55 %.
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Abbildung 6.6: Chemische Hydrolyse von Escherichia coli B-3996 unter Variation des Aus-
gangs-pH-Wertes (Biotrockenmassekonzentration 28,2 g L™)

Innerhalb der ersten Stunde traten in allen Schiittelkolben die groBten Verdnderungen des
Lysegrades auf. Eine Abhédngigkeit des Lysegrades vom Ausgangs-pH-Wert war zu erkennen.
Im sauren pH-Bereich sorgten niedrigere pH-Werte und im alkalischen pH-Bereich hohere
pH-Werte zu hoheren Lysegraden. Die Bestimmung der Proteinkonzentration zeigte, dass
durch die alkalische Hydrolyse mit einer Proteinkonzentration von 8,3 g L™ bereits nach einer
Stunde Proteine in der gleichen Groflenordnung wie durch einen mechanischen Aufschluss
freigesetzt wurden. Jedoch kam es im weiteren Verlauf zu keiner Reduzierung der Protein-
konzentration. Die Bestimmung in den Ansétzen der sauren Hydrolyse zeigte eine sehr nied-
rige Proteinkonzentration, was in Zusammenhang mit der Flockenbildung auf die Prézipitati-
on der Eiweile hindeutete. Fiir einen Totalaufschluss der Proteine, mit den bereits in
Kapitel 2.4.3 aufgefiihrten Problemen, waren in beiden Fillen die Reaktionsbedingungen zu
mild. Fiir einen enzymatischen Abbau der Proteine waren die Bedingungen ungeeignet und
zusitzlich, wie sich in Kapitel 6.2.3 zeigte, fehlte den Zellen die entsprechende Enzymaus-

stattung fiir eine effektive Reduzierung.

Ein zweiter Versuch sollte die Frage klaren, ob durch eine Erh6hung der Hydrolysetemperatur
eine Steigerung des Lysegrades erzielt werden kann. Da sich die saure Hydrolyse als ineffek-

tiv erwiesen hatte, wurden nur pH-Werte im basischen Bereich gewéhlt. Die Zellsuspensionen
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(Biotrockenmassekonzentration 28,2 g L") wurden fiir fiinf Stunden bei 121 °C in den Au-
toklaven gestellt. Ein Nachteil dieser Behandlung war die fehlende Durchmischung wéhrend

der Lyse.
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Abbildung 6.7 Alkalische Hydrolyse von Escherichia coli B-3996 unter Variation des Aus-
gangs-pH-Wertes bei 121 °C und 5 Stunden (Biotrockenmassekonzentration 28,2 g L™)

Wie Abbildung 6.7 erkennen lisst, ergaben sich keine Verbesserungen in Hinblick auf den

Lysegrad. Auch hier zeigten hohere pH-Werte bessere Ergebnisse.

Die chemische Hydrolyse tliberzeugte in Hinblick auf die Lysegeschwindigkeit in der hier
durchgefiihrten Form im Vergleich zum Hochdruckaufschluss mit anschlieBender Proteasebe-
handlung. Der Lysegrad lag mit 75 % (pHo = 12,5 nach 7 Stunden) in der gleichen Grdéfen-
ordnung. Die Senkung der Behandlungszeit auf unter eine Stunde scheint mdglich. In der Li-
teratur werden fiir die Lyse von Bakterienzellen unter alkalischen Bedingungen (pH = 10,5 -
12,5) bereits 20 - 30 Minuten als ausreichend beschrieben (Stanbury & Whitaker, 1984;
Schiitte & Kula, 1990). Der grofite Nachteil dieser Aufschlussmethode ist, dass zwar ein Zell-
aufschluss durch Zerstorung der Zellmembran erfolgt, der Lysegrad also messbar steigt, je-
doch ein Abbau langkettiger Zellinhaltstoffe nicht erfolgt. Eine ausfiihrliche Betrachtung die-
ses Problems erfolgte bereits in Kapitel 5.2.4. Die Gefahr, wichtige Wachstumsfaktoren
durch die Hydrolyse zu zerstoren, ist ein weiterer Nachteil. Auch sind der Einsatz von Laugen

und Sduren und der Eintrag und der damit verbundenen hohen Salzfracht ins Medium von
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Nachteil. Jedoch enthalten einige Medien wie das im Labor héufig eingesetzte LB-Medium
Natriumchlorid. Dieses liee sich bei der Verwendung von Natronlauge zur pH-Wert Erho-
hung und beim Einsatz von Salzsdure zur Neutralisation einsparen. Ein weiterer Vorteil der
alkalischen Lyse ist ihre Unabhingigkeit vom Maf}stab (Middelberg, 1995), die kostengiinsti-
ge Durchfiihrung (Schiitte & Kula, 1990) und der geringe apparative Aufwand.

6.2.8 Alkalische und saure Hydrolyse nach Hochdruckauf-

schluss

Mit diesem Versuch sollte der Frage nachgegangen werden, inwieweit sich das Lyseergebnis
bei der alkalischen Lyse durch einen vorgeschalteten mechanischen Aufschluss erhohen lieB3.
Dariiber hinaus sollte geklart werden, ob sich durch die saure Hydrolyse nach einem Auf-

schluss hohere Lysegrade erreichen lassen als ohne diesen Schritt.

Dazu wurde die Zellsuspension wie beschrieben mechanisch aufgeschlossen und anschlie3end
mit 2 M Natronlauge oder 2 M Salzsdure versetzt und in siedendes Wasser gegeben. Die Aus-
gangs-pH-Werte betrugen unter alkalischen Bedingungen pHo=12,5/12,0/11,5/11,0/10,5
/ 10,0 (Biotrockenmassekonzentration 26,9 g L) und unter sauren Bedingungen pHo = 1,5 /
2,0/2,5 /3,0 (Biotrockenmassekonzentration 28,5 g L™). Nach dem Hochdruckaufschluss lag
der Lysegrad der Zellsuspension zwischen 66,5 - 68,2 %. Die Verdnderungen wihrend der

chemischen Hydrolyse zeigt Abbildung 6.8.

Es war zu erkennen, dass sich der Lysegrad bei den drei hochsten Ausgangs-pH-Werten im
Vergleich zur alkalischen Hydrolyse ganzer Zellen auf ca. 85 % verbesserte. Auch die Lyse-
geschwindigkeit erhdhte sich stark. Nach nur einer Stunde war bereits ein Lysegrad zwischen
70 - 85 % erreicht. Der vorherige Aufschluss erlaubt dariiber hinaus, die alkalische Lyse
schon bei einem pH-Wert von 11,5 ohne nennenswerte EinbuBlen in Bezug auf Lyse-
geschwindigkeit und Lysegrad durchzufiihren. Dieses birgt ein weiteres Einsparungspotential.
Ein weiterer Vorteil ist die reduzierte Salzfracht. Auch bei dieser alkalischen Hydrolyse zeigte
sich keine nennenswerte Reduzierung der durch den Hochdruckaufschluss freigesetzten Prote-

inkonzentration.
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Wie Abbildung 6.8 zusitzlich zeigt, fiihrte die saure Hydrolyse nach dem Hochdruckauf-
schluss zu einem Lysegrad von maximal 40 %. Schon wihrend der Einstellung des pH-
Wertes kam es zu einem massiven Ausfall von Zellbestandteilen. Diese Féllung konnte inner-

halb des untersuchten Zeitraumes durch die chemische Hydrolyse nicht ausgeglichen werden.
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Abbildung 6.8: Hochdruckaufschluss von Escherichia coli B-3996 mit anschlieBender alkali-
scher Hydrolyse unter Variation des Ausgangs-pH-Wertes (Biotrockenmassekonzentration

26,9 gL bzw. 28,5¢g L")

Es lasst sich abschlieBend feststellen, dass die alkalische Hydrolyse mit vorgeschaltetem me-
chanischen Aufschluss in Hinblick auf den Lysegrad und die Lysegeschwindigkeit dem me-
chanischen Aufschluss mit anschlieBender Alkalasebehandlung iiberlegen war. Die erzielten
Lysegrade lagen mit iiber 85 % hoher als die durch Enzymbehandlung erhaltenen. Die saure
Hydrolyse hingegen zeigte sich in diesem Fall wiederum sowohl in Bezug auf den Lysegrad

als auch auf die Lysegeschwindigkeit als ineffektives Verfahren zum Aufschluss der Zellen.

6.2.9 Zusammenfassende Betrachtung der Lyseversuche

Abbildung 6.9 gibt in grafischer Ubersicht die verschiedenen mit Escherichia coli B-3996

durchgefiihrten Lyseversuche im Schiittelkolbenmaf3stab wieder. Die maximal erreichten Ly-
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segrade sind iibersichtshalber mit in das Schema aufgenommen worden. Durch Prézipitatbil-

dung konnte sich der Lysegrad innerhalb eines Aufschlussgangs auch wieder reduzieren.

Die Abstimmung der Aufschlussparameter fiir den Hochdruckaufschluss fithrten zu einem
optimalen Arbeitsdruck von 800 bar und eine Passagenanzahl von drei. So konnte bereits ein
Lysegrad von 65 % erreicht werden. Dariiber hinaus wurde fiir den Escherichia coli-Stamm
unter den gewdhlten Bedingungen eine Unabhéngigkeit des Lysegrades von der Zellkonzent-

ration festgestellt.

Escherichia coli - Suspension

Hochdruckaufschluss Chemische Hydrolyse Autolyse | Enzymatische Lyse
65 % 18 % 22 %
I
[ ]
Alkalische Hydrolyse Saure Hydrolyse
75 % 55 %
[ I I I ]
Alkalische Hydrolyse Autolyse Il Alkalase Autolyse Il Saure Hydrolyse
85 % 75 % 50 % 40 %
I
[ ]
Alkalase Lysozym / Alkalase Lyse =f (t, pe, T, pHo)
79 % 70 %

Abbildung 6.9: Schiittelkolbenversuche mit Escherichia coli B-3996 mit Angabe der maxi-
mal erreichten Lysegrade. Die Biomasse fiir die Lyseversuche wurde durch Fermentationen

auf dem halbsynthetischen Medium A1-160 im Riihrkesselreaktor gewonnen.

Der Blick auf die Ubersicht zeigt, dass die chemischen Hydrolysen im alkalischen Milieu
sowohl mit als auch ohne vorgeschalteten Hochdruckaufschluss zu den hochsten Lysegraden
filhrten. Auch in Bezug auf die Lysegeschwindigkeiten iiberzeugten diese beiden Verfahren.
Ein klarer Nachteil lag im fehlenden Abbau der freigesetzten Proteine, der hohen Salzfracht

und der moglichen Zerstérung von Wachstumsfaktoren.

Im Gegensatz zu den guten Ergebnissen im basischen pH-Bereich konnte unter sauren Bedin-
gungen keine effektive Lyse erzielt werden. Der Hochdruckaufschluss fiihrte hier sogar zu
einer Verschlechterung der Lyse. Die Zellen wurden zwar aufgeschlossen, jedoch prizipitier-
ten die Zellinhaltsstoffe und fiihrten zu niedrigen Lysegraden. Auch hier wurden die Proteine

aufgrund der zu milden Reaktionsbedingungen in ihrer Konzentration nicht reduziert.
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Sowohl die proteaseunterstiitze Lyse intakter Zellen mit einem maximalen Lysegrad von
22 % als auch die Autolyse mit einem maximalen Lysegrad von 18 % konnten zwar unter
milden Reaktionsbedingungen durchgefiihrt werden, aber sie fithrten nur zu inakzeptablen

niedrigen Lysegraden.

Die Behandlung des Homogenisats mit einer alkalischen Protease in einer Konzentration von
1 L tgpy fiihrte unabhingig von einer Autolysephase zu Lysegraden von 75 % bis 79 %.
Durch Einbeziehen der Proteinkonzentration in die Beurteilung der Lyseergebnisse, lag die
enzymatische Lyse damit gegeniiber der alkalischen Hydrolyse nach einem Hochdruckauf-
schluss im Vorteil. Durch den proteolytischen Abbau sank die Konzentration der Proteine um
95 %. Durch die gewdhlten Bedingungen bei der alkalischen Hydrolyse konnte keine Redu-
zierung erreicht werden. Es zeigte sich daher, dass bei der Hitzesterilisation ein Grofteil der
Proteine durch Denaturierung ausfiel. Die Restproteine und Peptide der enzymatisch behan-
delten Lysate dahingegen blieben in Losung. Einen weiteren Vorteil stellten die milden Lyse-
bedingungen dar. Durch diese konnten wichtige Wachstumsfaktoren wie Vorstufen fiir Coen-
zyme und auch die Coenzyme selbst erhalten bleiben. Auch konnte, wie sich spéter zeigen
wird (Kapitel 6.5), durch den Einsatz der Alkalase eine grole Menge an Aminosiuren freige-

setzt werden.

Fiir die Wachstumsversuche wurde daher, auch durch die positiven Ergebnisse der Wachs-
tumsversuche bei den Kultivierungen mit Klebsiella planticola (Kapitel 5.6), die Herstellung
von Lysat mittels Hochdruckhomogenisation und anschlieBender Proteasebehandlung ge-

wahlt.



Ergebnisse und Diskussion - Escherichia coli - Fermentationen ohne Lysat - 135 -

6.3 Fermentationen von Escherichia coli B-3996 auf dem halb-
synthetischen Medium A1-160

Das Ziel dieser Fermentationen lag in der Gewinnung von Biomasse (Kapitel 6.1) fiir die
Lyseversuche im SchiittelkolbenmaRstab und in der Gewinnung von Daten zur Charakterisie-

rung des Systems Medium (A1-160) / Stamm (Escherichia coli B-3996).

Es wurden 11 Fermentationen auf dem halbsynthetischen Medium A1-160 mit Saccharose als
Hauptkohlenstoffquelle und Hefeextrakt als komplexem Bestandteil durchgefiihrt. Anhand
einer typischen Kultivierung erfolgt nun die ausfiihrliche Betrachtung dieser Versuchsreihe.
Es handelt sich um die Fermentation mit der Nummer 56 und wird im Folgenden mit F56
abgekiirzt. Danach wird die Reproduzierbarkeit des Prozesses durch Vergleich mit weiteren

Fermentationen belegt.

Nach einer kurzen Adaptions- und Beschleunigungsphase trat die Bakterienkultur in eine erste
Phase mit exponentiellem Wachstum ein. Mit Hilfe der halblogarithmischen Auftragung der
optischen Dichte gegen die Zeit lie3 sich exponentielles Wachstum anhand der Bereiche mit

konstanter Steigung erkennen (Abbildung 6.10).
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Abbildung 6.10: Satzweise Kultivierung von Escherichia coli B-3996 auf dem halbsyntheti-
schen Medium A1-160 (F56)
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Zwischen der ersten und der dritten Stunde zeigte sich eine erste exponentielle Wachstums-
phase. Dieser Zeitraum entsprach etwa dem erstmaligen Anstieg und Abfall der Kohlendi-
oxidkonzentration in der Abluft. Es ergab sich eine spezifische Wachstumsgeschwindigkeit
von 1,10 h™'. Das Ende dieser Phase lieB sich durch das Abknicken der Kohlendioxidkonzent-
ration in der Abluft und dem Anstieg der Gelostsauerstoffkonzentration gut erkennen (Abbil-

dung 6.11).
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Abbildung 6.11: Satzweise Kultivierung von Escherichia coli B-3996 auf dem halbsyntheti-
schen Medium A1-160 (F56)

Eine zweite Wachstumsphase mit einer spezifischen Wachstumsgeschwindigkeit von 0,44 h™'
schloss sich der ersten an. Aus Abbildung 6.12 wird ersichtlich, wie es zu den fiir alle Fer-
mentationen charakteristischen Schwankungen im Kohlendioxidsignal kam. Innerhalb der
ersten sechs Stunden wurden die liber den Hefeextrakt in das Medium eingetragenen Amino-
sduren verstoffwechselt. Aminosduren mit einer Konzentration von unter 0,06 g L™ wurden
nicht mit in die Grafik aufgenommen. Das gebildete Threonin wurde in seiner Konzentration
nicht reduziert. Abbildung 6.10 zeigt aulerdem, dass Glucose, die zum einen aus dem Hefe-
extrakt und zum anderen durch hydrolytische Spaltung der Saccharose wihrend der Hitzeste-
rilisation entstanden war, abgebaut wurde. Der Grund fiir die Ausnahme des Threonins vom
Abbau der Aminosduren war genetisch bedingt und wurde bereits in Kapitel 2.5.2 beschrie-

ben.
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Abbildung 6.12: Satzweise Kultivierung von Escherichia coli B-3996 auf dem halbsyntheti-
schen Medium A1-160 (F56)

Nachdem die Aminosduren und die Glucose fast verbraucht worden waren, setzte der Abbau
der Saccharose nach etwa fiinf Stunden ein. Dies ging einher mit dem letzten grolen Anstieg
der Kohlendioxidkonzentration. Er setzte sich bis zur vollstindigen Verstoffwechselung nach
12 Stunden fort. In der letzten exponentiellen Wachstumsphase konnte, wie in allen Fermen-
tationen auf A1-160, beobachtet werden, dass die Glucosekonzentration wieder leicht anstieg

(Abbildung 6.10), bevor sie dann beim Erreichen der stationdren Phase verschwand.

Generell gelangt die Saccharose durch ein Porin in der du3eren Membran in das Periplasma.
Dort wird sie liber das Phosphoenolpyruvat-abhingige Phosphotransferase-System (PTS-
System) in die Zelle transportiert (Meadow et al. 2005). Die zur Akkumulation der Saccharo-
se benotigte Stoffwechselenergie wird dabei nicht aus ATP gewonnen, sondern aus
Phosphoenolpyruvat (PEP). Transportprozesse in Verbindung mit der chemischen Modifika-
tion des Substratmolekiils werden im Allgemeinen als Gruppentranslokation bezeichnet (Sau-
ter, 2003). Da sich die phosphorylierte Saccharose, die in die Zelle gelangt, chemisch von der
Saccharose auBerhalb der Zelle unterscheidet, kommt es zu keinem Konzentrationsgradienten
tiber die Membran. PEP-abhingige PTS-Systeme transportieren eine weite Palette von Sub-

straten. Dazu gehoren viele Mono- und Disaccharide wie Glucose, Fructose, Mannose, Sac-
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charose und Trehalose aber auch andere Substrate wie Glucosamine und Mannitol (Meadow

et al. 1990; Meadow et al. 2005).

Der erneute Anstieg der Glucosekonzentration in der Phase des Saccharoseabbaus liell sich
nun damit erkldren, dass durch Zelllyse Glucose aus den Zellen freigesetzt wurde. Die Gluco-
se wird enzymatisch durch eine Invertase aus der Saccharose entstanden sein. Eine Diffusion
der Glucose aus dem Cytoplasma ins Medium aus lebensfdhigen Zellen wird als unwahr-

scheinlich angesehen.

Nach Verbrauch der letzten Kohlenstoffquelle, der Saccharose, sank die Kohlendioxidkon-
zentration in der Abluft sehr stark (Abbildung 6.12). Im Gegensatz dazu stieg die Sauerstoft-
sdttigung im Medium aufgrund des geringeren Sauerstoffbedarfs und der hohen Riihrerdreh-

frequenz stark an (Abbildung 6.11).

Wie Abbildung 6.12 erkennen ldsst, nahm die Threoninkonzentration ab der vierten Stunde
zu und folgte dann der Kurve der optischen Dichte. Dies deutete auf eine wachstumsabhingi-
ge Produktbildung hin. Nach Chmiel (Chmiel, 2005) wird bei Stoffen des primadren Anabo-
lismus eine weitgehende Wachstumsassoziation festgestellt. Weitere Aminoséuren lieen
sich, bis auf die am Ende nur in zu vernachlissigbaren Konzentrationen von unter 0,06 g L™

vorkommenden Aminosduren Glutaminsdure und Alanin, nicht nachweisen.

Im Folgenden wird nun anhand der Darstellung wichtiger Fermentationsgrof3en die Reprodu-
zierbarkeit des Prozesses belegt. Gekennzeichnet werden die Kultivierungen durch die Ab-

kiirzungen F32, F34, F105, F106 und F108.

Die segregative Plasmidstabilitdt konnte am Ende aller 11 Fermentationen mit iiber 90 % be-
stimmt werden. Dieser hohe Wert lie3 sich zum einen mit dem bestehenden Selektionsdruck,
der durch die Zugabe des Aminogykosid-Antibiotikums Streptomycin erzielt wurde, erklaren.
Zum anderen enthielt der verwendete E. coli-Stamm das Plasmid pVIC40, welches auch unter
nicht selektiven Wachstumsbedingungen eine hohe Stabilitéit aufweist (Debabov et al., 1992).
Die Resistenz wird durch eine Phosphorylierung des Antibiotikums und der damit einherge-
henden Inaktivierung verursacht (Kornder, 2002). Das dazu benotige Enzym ist plasmidco-

diert.
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Abbildung 6.13 zeigt exemplarisch den Verlauf der optischen Dichte fiir fiinf Kultivierungen.

Die maximal erreichte optische Dichte dieser Fermentationen lag zwischen 31 und 33.
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Abbildung 6.13: Satzweise Kultivierung von Escherichia coli B-3996 auf dem halbsyntheti-
schen Medium A1-160: links: Verlauf der optischen Dichte; rechts: Adaptionsphasenkorri-
gierte ODggo-Verlaufe

Abbildung 6.13 lisst zusdtzlich erkennen, dass die Adaptionsphasen der einzelnen Fermenta-
tionen sehr unterschiedlich ausfielen. Diese Unterschiede lieBen sich auf verschiedene opti-
sche Dichten der Vorkulturen zuriickfiihren. Eine niedrigere Zelldichte wirkte sich ebenso
negativ auf die Lange der Adaptionsphase und damit auf die zeitliche Ausdehnung der gesam-
ten Fermentation aus wie eine iiberalterte Kultur. Der groBle Einfluss der Vorkultur auf die
Lange der Adaptionsphase und damit auf die Produktivitit des ganzen Prozesses zeigte sich
eindrucksvoll. In der betrieblichen Praxis ist deshalb die Wahl der optimalen Bedingungen fiir

die Anlegung einer Animpfkultur auBerordentlich wichtig.

Anhand Abbildung 6.14 lisst sich die gute Reproduzierbarkeit des CO,-Ausstof3es erkennen.
Wie belegt werden konnte, entstand das charakteristische Kohlendioxidmuster in der ersten
Fermentationshélfte durch die sukzessive Verstoffwechselung der Aminosduren des Hefeex-
traktes und der Glucose. Der letzte und grof3te Anstieg des Signals zeigte den Abbau der Sac-

charose an.



Ergebnisse und Diskussion - Escherichia coli - Fermentationen ohne Lysat

- 140 -

6,0
5.4
N4,8—-
42
3,6—-
3,0—-
24
1,8—-

1,24

Kohlendioxidkonzentration x_, [Vol.-%)]

0,6 1

0,0

F56

F34

F32

T 1T ' T T 1
2 4 6 8

10

™ T '
12 14

Fermentationszeit t [h]

18 20

Abbildung 6.14: Satzweise Kultivierung von Escherichia coli B-3996 auf dem halbsyntheti-
schen Medium A1-160

Tabelle 6.2: Gegeniiberstellung der spezifischen Wachstumsgeschwindigkeiten bei der satz-

weisen Kultivierung von Escherichia coli B-3996 auf dem halbsynthetischen Medium Al-

160. Die in Klammern gesetzten Zeitangaben geben die ungefdhre Dauer der Wachstumspha-

se an.
Fermentation spezifische WaChSt[I;lr-lll]S geschwindigkeit p

F34 0,89 (2 h) 0,44 (2 h) 0,28 (5 h)
F56 1,10 (2 h) 0,44 (3 h) 0,31 (5h)
F60 0,95 (2 h) 0,39 (2,5h) 0,31 (4,5 h)
F61 0,80 (4 h) 0,35(2h) 0,30 (5h)
F63 0,85 (2 h) 0,38 (2 h) 0,32 (5h)
F105 0,98 (2 h) 0,51 (4 h) 0,31 (5h)
F106 0,91 (4 h) 0,52 (2 h) 0,32 (5h)
F108 0,91 (4 h) 0,52 (2 h) 0,33 (5h)
Mittelwert 0,92 (2,8 h) 0,44 (2,4 h) 0,31 (4,9 h)




Ergebnisse und Diskussion - Escherichia coli - Fermentationen ohne Lysat - 141 -

Die fiir die Wachstumsphasen bestimmten spezifischen Wachstumsgeschwindigkeiten zeigt
Tabelle 6.2. Die in Klammern gesetzten Zeitangaben geben die ungefahre Dauer der Wachs-
tumsphase an. Die groBten Ubereinstimmungen ergaben sich sowohl in der Wachstumsge-

schwindigkeit als auch in der Dauer der Phase fiir den Saccharoseabbau.

Abbildung 6.15 zeigt deutlich die wachstumsassoziierte Produktbildung. Dies fiihrte zu Pro-
duktivititen beziiglich des Threonins zwischen 0,94 - 1,02 ¢ L' h'. Durch die lange Adapti-
onsphase bei F105 lag die Produktivitit als zeitabhingige GréBe mit 0,79 g L™ h' ungleich
niedriger. Tabelle 6.3 und Tabelle 6.4 zeigen eine Gegeniiberstellung verschiedener Groflen.
Wie bereits gezeigt werden konnte, wies sowohl der Verlauf als auch die maximal erreichte
Zelldichte eine sehr hohe Ubereinstimmung auf. Die erzielten Threoninkonzentrationen lagen

zwischen 11,47 g L und 13,40 g L™
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Abbildung 6.15: Satzweise Kultivierung von Escherichia coli B-3996 auf dem halbsyntheti-
schen Medium A1-160 mit Hefeextrakt
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Tabelle 6.3: Gegeniiberstellung wichtiger Prozessgrofen fiir die satzweise Kultivierung von

Escherichia coli B-3996 auf dem halbsynthetischen Medium A1-160

Fermen- . . Biotrockenmasse- Threonin- Threonin-
. Optische Dichte . . e
tationsdauer ODgoo [-] konzentration konzentration produktivitit

t [h] o0 BTM [gL"] proe [g L] PlgL"'h"]
F56 12,00 35,60 10,79 11,47 0,96
F60 13,60 37,50 11,30 13,40 0,99
F61 13,00 33,10 12,20 12,31 0,95
F63 13,00 37,90 12,70 13,30 1,02
F105 15,25 29,97 12,35 12,01 0,79
F106 13,25 31,11 11,59 12,41 0,94
F108 13,00 31,26 11,40 13,03 1,00

Die Ertragskoeffizienten in Tabelle 6.4 zeigen, dass pro Gramm Biomasse etwa 1,07 g Thre-
onin gebildet wurden (Yp/x zwischen 0,97 g g und 1,19 g g™). Fiir die substratabhingigen
Koeffizienten ergaben sich Bereiche zwischen 0,27 - 0,32 g g™ fiir Yx/s und 0,29 - 0,34 g g
fiir Ypss. Das heifl3t, dass rechnerisch sowohl fiir die Bildung eines Gramms Biomasse als auch

fiir die Synthese eines Gramms Threonin 3 g Saccharose bendtigt wurden.

Tabelle 6.4: Gegeniiberstellung wichtiger Ertragskoeffizienten fiir die satzweise Kultivierung
von Escherichia coli B-3996 auf dem halbsynthetischen Medium A1-160 (X: Biotrockenmas-

se, P: Threonin, S: Saccharose)

Ertragskoeffizient | Ertragskoeffizient | Ertragskoeffizient
Yex[gg'l Yxslgg'] Yes[gg'l
F56 1,06 0,27 0,29
F60 1,19 0,28 0,34
Fo6l 1,01 0,31 0,31
F63 1,05 0,32 0,33
F105 0,97 0,31 0,30
F106 1,07 0,29 0,31
F108 1,14 0,29 0,33
Mittelwert 1,07 0,30 0,32
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6.4  Bilanzierungen fiir die Fermentationen von Escherichia

coli B-3996 auf dem halbsynthetischen Medium A1-160

Das Ziel der Bilanzierung lag darin, die Verteilung des Kohlenstoffs und Stickstoffs zu Be-
ginn der Fermentation und zum Zeitpunkt der Zellernte festzustellen. Dadurch sollte auch eine

Vergleichsmoglichkeit fiir die spiteren Fermentationen mit Lysat geschaffen werden.

Fiir die Kohlenstoffbilanzierung wurde angenommen, dass sich der zu Beginn der Kultivie-
rung vorliegende Kohlenstoff anteilig aus dem der Saccharose und dem des Hefeextrakts zu-
sammensetzte. Am Kultivierungsende befand sich der Kohlenstoff entweder in der Biomasse
oder er war dem Fermenter iiber die Abluft in Form von Kohlendioxid entwichen. AuBBerdem
lag in der fliissigen Phase ein Teil des Kohlenstoffes entweder als unverwerteter Rest (Restan-
teil Medium) oder als Stoffwechselendprodukt (Threonin) vor. Nachfolgende Gleichung ver-
deutlicht den Sachverhalt:

fliissige Phase
mc, sac + Mc, ge = Mc, x + Mc, coz + |Inc, Rest T Mg, SEP‘

Der zum Startzeitpunkt vorliegende Stickstoff setzte sich anteilig aus dem des eingewogenen
Ammoniumsulfats und dem des Hefeextraktes (Aminosduren, Peptide) zusammen. Zusétzlich
zu diesen Stickstoffquellen trat eine weitere variable Quelle in Erscheinung. Der pH-Wert
wurde vor und wihrend der Kultivierung mit 25 %igem Ammoniakwasser geregelt. Dieser
Umstand erschwerte die Bilanzierung des Stickstoffs, da die anfangs vorgelegte Stickstoff-
masse nicht mit der Masse am Ende identisch war. Am Ende der Kultivierung verteilte sich
der Stickstoff auf die gebildete Biomasse, auf Stoffwechselendprodukte (Threonin) und auf
nicht verwertete stickstoffhaltige Verbindungen (Restanteil Medium). Die zwei zuletzt ge-
nannten Gruppen bildeten zusammen die fliissige Phase. Innerhalb des Restanteils im Medi-
um befand sich auch das hinzudosierte Ammoniakwasser. Es ergab sich fiir die Bilanzierung

folgender Ausdruck:
fliissige Phase

my, ams + My gE + MN, aw = My, x + ‘mN Rest T 1NN, SEP‘

Die Differenzierung innerhalb der fliissigen Phase in Restanteil und Stoffwechselprodukte
konnte sowohl fiir den Kohlenstoff als auch fiir den Stickstoff nur fiir das Threonin (Ende)

und das Ammoniakwasser (Anfang und Ende) durchgefiihrt werden.
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Fiir die Bestimmung der Kohlenstoff- und Stickstoffmassen in der Kultivierungssuspension
wurden je zwei Proben vor dem Animpfen und zum Zeitpunkt der Zellernte entnommen und
durch Zentrifugation geklért. Bei den Proben nach der Kultivierung wurde sowohl im Pellet
(Biomasse sowie evtl. Fillungsprodukte) als auch im Uberstand (Restanteil Medium, Stoff-
wechselendprodukte) der Gehalt bestimmt. Bei den Proben vor dem Animpfen wurde nur der
Uberstand der Analyse zugefiihrt, da die Pelletmenge, wenn iiberhaupt vorhanden, ver-
schwindend gering war und so fiir eine Elementaranalyse nicht ausreichte. Die Uberstinde
wurden fiir die Analyse gefriergetrocknet. Die Trocknung der Zellpellets erfolgte dahingegen

bei 60 °C im Vakuumtrockenschrank.

Die Bilanzierung erfolgt nun fiir drei auf dem halbsynthetischen Medium durchgefiihrte Fer-

mentationen.

Startbedingungen (t = 0 h) fiir die Kultivierung von Escherichia coli B-3996

auf dem halbsynthetischen Medium A1-160 in einem Riihrkesselreaktor

Rechnerisch ergaben sich bei einem Arbeitsvolumen von 5 L fiir den Kohlenstoff folgende

Startbedingungen:

Einwaage Saccharose : 200,0 g Einwaage Hefeextrakt: 10,0 g
Anteil Kohlenstoff : 42,1 % Anteil Kohlenstoff : 41,1 %
Masse Kohlenstoff :84,2 ¢ Masse Kohlenstoff :4,1g

Theoretisch befanden sich damit vor dem Animpfen 88,3 g Kohlenstoff im Fermenter. Dieser
Wert wurde analytisch iliberpriift. Tabelle 6.5 zeigt die Ergebnisse. Es ergaben sich Abwei-
chungen von unter 3 %. Die angegebenen Werte zeigen somit die hohe Genauigkeit der

durchgefiihrten Bilanzierung.
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Tabelle 6.5: Theoretische und analytisch ermittelte Kohlenstoffmasse (absolut und relativ)
vor dem Animpfen bei der satzweisen Kultivierung von Escherichia coli B-3996 auf dem

halbsynthetischen Medium A1-160 und einem Arbeitsvolumen von 5 L

Fermentation F105 F106 F108
Kohlenstoff, analytisch (1%%’3 %A) ) (98 ; ’82 (i ) (1?)2’; %A) )
Kohlenstoff, rechnerisch (fg(’fé))

Differenz (analytisch - rechnerisch) ((?, ’22 ‘50 ) (__11,’21 (i ) (22’ ’;‘ (i )

Nach der Betrachtung des Kohlenstoffs soll nun ein Blick auf den Stickstoff geworfen wer-
den. Die Auswertung erfolgte analog zu der des Kohlenstoffs. Rechnerisch ergaben sich bei

einem Arbeitsvolumen von 5 L fiir den Stickstoff folgende Startbedingungen:

Einwaage Ammoniumsulfat : 25,0 g
Anteil Stickstoff :21,2 %
Masse Stickstoff 053¢

Einwaage Hefeextrakt: 10,0 g
Anteil Stickstoff 1 12,3 %
Masse Stickstoff 11,23 g

Theoretisch befanden sich vor dem Animpfen 6,53 g Stickstoff im Fermenter. Dieser Wert
wurde analytisch wie bereits fiir den Kohlenstoff iiberpriift. Tabelle 6.6 zeigt die Ergebnisse.
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Tabelle 6.6: Theoretische und analytisch ermittelte Stickstoffmasse (absolut und relativ) vor
dem Animpfen bei der satzweisen Kultivierung von Escherichia coli B-3996 auf dem halb-

synthetischen Medium A1-160 und einem Arbeitsvolumen von 5 L

Fermentation F105 F106 F108
Stickstoff, analytisch (12’27’ % %@ ) (171’5’2 %A) ) (13’44’ (()) %A> )
Stickstoff, rechnerisch (?E)SO 3 (;i)
Differenz (analytisch - rechnerisch) (%,167‘;5) (119’?2 (i )¢ jfg (i )
el r| 0202 | 4175 | 010

Die Abweichung des analytisch ermittelten Stickstoffgehaltes von dem rechnerisch iiber die
Einwaagen der Komponenten ermittelten Wert (6,53 g) betrug bis zu 44 %. Hierbei wurde
aber noch nicht der Tatsache Rechnung getragen, dass durch das Einstellen des pH-Wertes
auf den Ausgangswert Ammoniakwasser in den Fermenter gepumpt wurde. Unter Beriick-
sichtigung dieser hinzudosierten Stickstoffmasse lie8 sich der erhohte Stickstoffgehalt vor

dem Animpfen aufkldren. Wie sich zeigte, verschwanden die Abweichungen fast vollstindig.

Bedingungen fiir die Kultivierung von Escherichia coli B-3996 auf dem
halbsynthetischen Medium A1-160 in einem Riihrkesselreaktor zum Zeit-

punkt der Zellernte (t = ty.y)

Am Ende der Kultivierungen wurden der Kohlenstoff- und Stickstoffgehalt in den beiden
nach der Zentrifugation erhaltenen Fraktionen (fliissig und fest) bestimmt. Aulerdem wurde
iiber das CO,-Signal die Menge an Kohlenstoff berechnet, die wihrend der Kultivierung iiber
die Abluft entwich. Innerhalb der fliissigen Phase wurde eine Differenzierung fiir das Threo-

nin und das Ammoniakwasser vorgenommen.

Die Bestimmung der Kohlenstoff- und Stickstoffgehalte der Biomasse ergab im Mittelwert
Werte von 12,9 % fiir den Stickstoff und 45,3 % fiir den Kohlenstoft.
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Tabelle 6.7 zeigt die Ergebnisse der Kohlenstoffbilanzierung. Die in Klammern gesetzten
Prozentangaben beziehen sich auf die anfinglich analytisch ermittelte Kohlenstoffmasse (Ta-

belle 6.5) jeder Fermentation.

Es zeigte sich, dass der prozentuale Anteil des Kohlenstoffs an der Biomasse mit Werten zwi-
schen 29,5 % und 34,1 % leicht schwankte. Auch ergaben sich Schwankungen bei den Antei-
len in der Abluft, dort lagen die Werte zwischen 28,0 % und 39,2 %. Der Kohlenstoffanteil in
der fliissigen Phase konnte mit Werten zwischen 35,6 % und 36,8 % bestimmt werden. Davon
fielen 76,8 % bis 80,4 % auf das Threonin. Bei den restlichen 20 % bis 25 % Kohlenstoff in
der fliissigen Phase handelte es sich zum einen um weitere Stoffwechselendprodukte wie
Aminosduren und zum anderen um den nicht verwertbaren Anteil der kohlenstofthaltigen
Verbindungen des Mediums. Beweise fiir diese Annahme gaben ein Proteingel und ein aufge-
nommenes Aminosdurespektrum. Das Proteingel zeigte fiir den Zeitpunkt der Zellernte nur
sehr schwache Banden und die Bestimmung des Aminosdurespektrums zeigte neben dem
Threonin auch geringe Anteile der Aminosduren Glutaminsdure und Alanin (Kapitel 6.3).
Sowohl diese Aminosduren als auch die nachgewiesenen Proteine verursachten somit einen

Teil des Kohlenstoffs in der fliissigen Phase am Ende der Fermentation.

Tabelle 6.7: Verteilung des Kohlenstoffs zum Zeitpunkt der Zellernte bei der satzweisen Kul-
tivierung von Escherichia coli B-3996 auf dem halbsynthetischen Medium A1-160 und einem
Arbeitsvolumen von 5 L. Die in Klammern gesetzten Prozentangaben beziehen sich auf die

anfanglich analytisch ermittelten Kohlenstoffmassen aus Tabelle 6.5

Fermentation F105 F106 F108
- 315¢ 32,1¢g 32,7 ¢
Kohlenstoff, fliissige Phase (35.6 %) (36,8 %) (36,1 %)
. 242 ¢ 25,0g 26,3 g
-> davon Threonin (76,8 %) (77,9 %) (80,4 %)
. 30,2 ¢ 25,7 g 29,6 g
Biomasse G41%) | (295%) | (32,6 %)
. 312 ¢ 34,2¢ 254¢
Kohlendioxid Abluft (353 %) (39,2 %) (28,0 %)
. 929¢ 920¢g 87,7¢
Summe C, analytisch (105,0 %) (105,5 %) (96,7 %)
Differenz zur vorgelegten Masse 44 ¢ 48 ¢ 30¢g
zum Startzeitpunkt (Ende - Anfang) (5 %) (5,5 %) (-3,3 %)
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Die Summierung des Kohlenstoffs ergab im Vergleich zu der vorgelegten Masse zu Beginn

der Kultivierung eine maximale Abweichung von 5,5 %.

Die Ergebnisse der Bilanzierung des Stickstoffs zeigt Tabelle 6.8. Die in Klammern gesetzten
Werte in der fiinften Zeile geben die anfinglich analytisch ermittelte Stickstoffmasse

(Tabelle 6.6) nach der pH-Werteinstellung jeder Fermentation wieder.

Generell zeigte die Stickstoffbilanzierung auch in diesem Fall, dass die Zugabe einer externen
Stickstoffquelle fiir eine nicht stickstofflimitierte Biomasse- und Produktbildung unabdingbar
war. Der Stickstoff, der in der Biomasse und dem Threonin gebunden war, liberstieg deutlich
den der vorgelegten Masse zu Beginn der Fermentation. Zur Erinnerung: Die vor der pH-
Einstellung am Anfang vorgelegte Stickstoffmasse lag bei nur 6,53 g (Tabelle 6.6). Auch die
vor dem Animpfen durch die pH-Werteinstellung eingebrachte Stickstoffmasse hétte fiir eine
Biomasse- und Produktbildung, wie sie auftrat, nicht ausgereicht. Die Kopplung zwischen
pH-Regelung und Stickstoffzufiitterung birgt die Gefahr in eine Stickstofflimitierung zu gera-
ten, wenn mehr Stickstoff bendtigt wird, als die Verdnderung des pH zuldsst. Wéhrend dieser
Fermentationen kam es jedoch, wie sich spater zeigen wird, zu einer Akkumulation von Stick-

stoff im Medium.
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Tabelle 6.8: Verteilung des Stickstoffs zum Zeitpunkt der Zellernte bei der satzweisen Kulti-
vierung von Escherichia coli B-3996 auf dem halbsynthetischen Medium A1-160 und einem

Arbeitsvolumen von 5 L. Die in Klammern gesetzten Werte geben die anfanglich analytisch

ermittelten Stickstoffmassen nach der pH-Werteinstellung aus Tabelle 6.6 wieder

Fermentation F105 F106 F108
Stickstoff, fliissige Phase 16,7 g 19,7 g 188 ¢
—> davon Threonin 7,1¢g 73 ¢ 77 ¢
Biomasse 7,8 g 1,7¢g 1,7g
Summe N, analytisch 245¢(6,7g) | 274¢g(7,8g) | 265g2(9,4¢2)
D sowoen Mo | se | wes | e
Difiene e Berilocnigmederti |03 02y | s

Wie bereits am Anfang des Kapitels angedeutet, fiihrte die Verwendung von 25 %igem Am-
moniakwasser als Korrekturmittel zu einer erschwerten Bilanzierung des Stickstoffs. Anhand
der Fermentation F105, im Folgenden abgekiirzt durch F105, soll die Bilanzierung fiir den

Zeitpunkt der Zellernte nachvollzogen werden.

Aus Tabelle 6.8 lisst sich entnehmen, dass zum Zeitpunkt der Zellernte 16,7 g Stickstoff in
der fliissigen Phase (Threonin, Stoffwechselendprodukte, Restanteil Medium, Ammoniak)
und 7,8 g Stickstoff in der festen Phase (Biomasse) vorlagen. Von den 16,7 g entfielen 7,1 g
(42,5 %) auf das Threonin. Die Summierung der beiden Phasen fiihrte zu 24,5 g Stickstoff.
Die vorgelegte Masse Stickstoff zu Beginn der Fermentation betrug 6,7 g, daraus folgt, dass
am Ende 17,8 g Stickstoff mehr im Fermenter waren. Diese Menge konnte nur {iber das Am-
moniakwasser eingetragen und akkumuliert worden sein. Die Masse an hinzudosiertem
25 %igen Ammoniakwasser betrug wihrend F105 88 g. In dieser Masse sind 18,1 g Stickstoff
enthalten. Die Herkunft des am Ende der Kultivierung ohne Beriicksichtigung der hinzudo-
sierten Menge an Korrekturmittel {ibriggebliebenen Stickstoffs (17,8 g) konnte somit geklart

werden.
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Wie Tabelle 6.8 zeigt, konnten unter Beriicksichtigung der Zugabe des Ammoniakwassers die

Liicken in der Stickstoffbilanz mit nur geringen Abweichungen geschlossen werden.

Fazit

Durch die Bilanzierungen konnte der Weg des Kohlenstoffs und Stickstoffs wihrend der
satzweisen Kultivierung von Escherichia coli B-3996 auf dem halbsynthetischen Medium

A1-160 nachgezeichnet werden.

Abbildung 6.16 zeigt in der graphischen Darstellung die Verteilung des Kohlenstoffs zu Be-
ginn und zum Zeitpunkt der Zellernte. Angegeben sind die arithmetischen Mittelwerte aus den
drei ausgewerteten Fermentationen. Zu Beginn liegen 94,8 % des Kohlenstoffs in der Haupt-
kohlenstoffquelle Saccharose vor, nur ein kleiner Teil ldsst sich in der komplexen Komponen-
te, dem Hefeextrakt, finden. Insgesamt werden am Anfang 88,8 g Kohlensstoff vorgelegt, der
am Ende der Fermentation zu 32,1 % (28,5 g) in der Biomasse, zu 34,1 % (30,3 g) in der Ab-
luft, zu 28,3 % (25,2 g) im Threonin und 7,8 % (6,9 g) als Restanteil im Medium vorlag.

4,6 % Hefeextrakt

o . .
28.3 % L-Threonin 7,8 % Restanteil Medium

32,1 % Biomasse

94,8 % Saccharose 34,1 % Abluft

Abbildung 6.16: Verteilung des Kohlenstoffs zu Beginn (links) und zum Zeitpunkt der Zell-
ernte (rechts) bei der satzweisen Kultivierung von Escherichia coli B-3996 auf dem halbsyn-
thetischen Medium A1-160

Die Bilanzierung des Stickstoffs zeigte, dass die Zufiihrung einer externen Stickstoffquelle in
Form des Ammoniakwassers fiir die Biomassenbildung essentiell war. Sogleich erschwerte

der Einsatz des Ammoniakwassers die Bilanzierung.
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6.5  Lysatanalytik

Die in diesem Kapitel gemachten Aussagen zeigen die Ergebnisse der Charakterisierung der
Lysate fiir die Wachstumsversuche. Gewonnen wurden die Lysate durch einen mechanischen
Hochdruckaufschluss (drei Passagen bei 800 bar) und anschlieBende Proteasebehandlung
(Kapitel 6.2.4). Ein Vergleich der Lysate mit konventionell erhdltlichen und im Labor einge-

setzten komplexen Substraten schlie3t dieses Kapitel mit ein.

Tabelle 6.9 und Tabelle 6.10 geben die Ergebnisse der Analysen wieder. In der ersten Spalte
»Zyklus® ist angegeben, fiir welchen Zyklus das Lysat eingesetzt wurde. Die Spalte ,,Fermen-
tation* gibt die Nummer der Kultivierung mit dem entsprechenden Lysat aus Spalte 1 an. Das
Volumen der Lysate sowie der Lysegrad, der durch die Lyse erzielt werden konnte, finden

sich in der dritten und vierten Spalte.

Tabelle 6.9: Ergebnisse der Lysatcharakterisierung (Teil 1). Die Lysate wurden aus Escheri-
chia coli-Biomasse durch einen mechanischen Hochdruckaufschluss und anschlieBende Pro-

teasebehandlung gewonnen

. Lysatvolumen| Lysegrad L Feststoff— DNA-Gehalt (.ies
Zyklus | Fermentation Viysat [L] %] konzentritlon Feststof(t)‘antells
plgL’] XpNa [%TS]

1. Zyklus F55 0,85 71,5 16,5 1,83
1. ZyKklus F57/F58 2,0 69,3 15,4 2,34
1. Zyklus F64 1,5 73,9 17,6 2,11
2. Zyklus F66 1,9 69,2 18,4 2,35
3. Zyklus F68 2,1 66,9 18,3 1,94
4. Zyklus F72 2,0 69,0 18,2 2,51
Sojapepton, UD Chemie - - 9,5 2,06
Caseinpepton, Carl Roth - - 10,0 n. n.
Hefeextrakt, Biospringer - - 10,0 0,84
Hefeextrakt, Ohly - - 9,9 0,77

n. n.: nicht nachweisbar
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Die Feststoffkonzentrationen lagen zwischen 15,4 - 18,4 g L' und die Lysatvolumina zwi-
schen 1,5 - 2,1 L. Die unterschiedlichen Feststoffkonzentrationen ergaben sich aus den ver-
schiedenen Mengen an eingesetzter Biofeuchtmasse, den ihnen anhaftenden Restmediumsbe-

standteilen und den unterschiedlichen Lysegraden.

Der DNA-Gehalt der Lysate lag zwischen 1,8 - 2,5 %TS. Der durchschnittliche DNA-Gehalt
einer Bakterienzelle wird mit 3 - 4 %TS angegeben (Storhas, 2003; Schlegel, 1992). Daraus
folgt, dass mindestens die Hélfte der genomischen DNA der Zellen in Losung gegangen war
und sich im Lysat wiederfand. Wie zu erwarten enthielt Caseinpepton keine nachweisbare
DNA, da es aus proteolytisch verdautem Milchprotein gewonnen wurde. Die untersuchten
Hefeextrakte zeigten mit Gehalten um 0,8 %TS einen deutlich niedrigeren Wert. Hier muss
wihrend des Herstellungsprozesses eine Abtrennung der DNA oder ein weitgehender Abbau

erreicht worden sein.

Tabelle 6.10: Ergebnisse der Lysatcharakterisierung (Teil 2). Die Lysate wurden aus Escheri-
chia coli-Biomasse durch einen mechanischen Hochdruckaufschluss und anschlieBende Pro-

teasebehandlung gewonnen

Zyklus Kohlenstoffgehalt des| Stickstoffgehalt des Protein-
Feststoffanteils Feststoffanteils konzentration
xc [%TS] xn [%TS] pr[gL"]
1. Zyklus 49,9 8,1 0,13 (0,78 %TS)
1. ZyKklus 34,5 9.4 0,16 (1,04 %TS)
1. Zyklus 39,0 13,1 0,18 (1,02 %TS)
2. Zyklus 38,7 12,9 0,16 (0,87 %TS)
3. Zyklus 38,6 12,4 0,18 (0,98 %TS)
4. Zyklus 38,7 13,1 0,22 (1,21 %TS)
SP, UD Chemie 41,5 10,2 0,03 (0,32 %TS)
CP, Carl Roth 39,0 12,1 n. n.
HX, Biospringer 41,1 12,3 0,01 (0,10 %TS)
HX, Ohly 40,3 12,5 0,01 (0,10 %TS)

SP: Sojapepton; CP: Caseinpepton; HX: Hefeextrakt; %TS: Prozentualer Anteil am Trocken-

stoff; n. n.: nicht nachweisbar
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Der Kohlenstoff- und Stickstoffgehalt der Escherichia coli-Lysate lag zwischen 34,5 -
49,9 %TS bzw. zwischen 8,1 - 13,1 %TS. Damit lagen der Kohlenstoffgehalt im gleichen
Bereich und der Stickstoffgehalt niedriger im Vergleich zu den aufgefiihrten konventionellen

komplexen Substraten.

Die Proteinkonzentration lag trotz des Einsatzes einer Proteaselosung im Vergleich zu den
konventionellen Substraten hoher. Ein Teil der bestimmten Proteinkonzentration wurde durch
die Miterfassung der Alkalase, die ein Molmasse von 27,3 kDa besal3 (Novozymes, 2004),
verursacht. Der Bradford Test konnte erst Proteine mit einem Molmasse von iiber 3 kDa
nachweisen, so dass kleinere Proteine, Oligo- und Dipeptide nicht erfasst wurden. Der Ly-

segrad der Proteine in den herkdmmlichen Extrakten musste daher hoher sein.

Die Acetatkonzentration der Lysate lag wie zu erwarten unter der Nachweisgrenze. Durch
hohe Wachstumsgeschwindigkeiten und einen Substratiiberschuss an Glucose wurde bei
Escherichia coli auch unter strikt acroben Bedingungen die Bildung von Acetat beobachtet
(Kleman & Strohl, 1994). Die Aufnahme der Glucose erfolgt dabei schneller als deren Um-
setzung in Biomasse und Energie, was im Stoffwechsel zur Bildung von Acetat fiihrt. Durch
die Verwendung von Saccharose als Kohlenstoffquelle wurde dieser Effekt in diesem Fall

vermieden.

Die Ergebnisse der Aminosdurenanalytik des Lysats im Vergleich zu den konventionellen
Extrakten sind in Abbildung 6.17 und Abbildung 6.18 dargestellt. Bei den Aminosiurespekt-
ren der konventionellen Extrakte handelt es sich um Ergebnisse, die bereits in Kapitel 5.5
dargestellt wurden. Da es sich bei der Aminosdure L-Prolin um ein sekundédres Amin handelt,
kann es mit der gewihlten Methode zur Vorsdulenderivatisierung nicht nachgewiesen werden.
Die Reaktion der Aminosdure L-Cystein mit 0-Phthaldialdehyd fiihrt hingegen zu sehr
schwach fluoreszierenden Derivaten, die quantitativ nicht detektierbar sind (Biintemeyer,

2000).
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Abbildung 6.17: Ergebnisse der Aminosdureanalytik der Escherichia coli-Lysate und der
konventionellen Extrakte (Teil 1). Angegeben sind die Gehalte der Aminosduren in Prozent
des Trockenstoffs: Asp: Asparaginsdure; Glu: Glutaminsiure; Asn: Asparagin; Ser: Serin;

Gln: Glutamin; His: Histidin; Gly: Glycin; Thr: Threonin; Arg: Arginin

Die Summierung der Aminoséuregehalte ergab, dass 36,1 % des Trockenstoffs aus Amino-
sduren bestand. Der durchschnittliche Stickstoffgehalt von Aminoséuren wird mit 16 % (Fak-
tor 6,25) angegeben (Matissek et al., 1992; Baltes, 2000). Somit ldsst sich aus dem Aminoséu-
regehalt des Lysats der Anteil des Aminoséurestickstoffs berechnen. Dieser liegt bei 5,8 %TS.
Bei einem Gesamtstickstoffgehalt der Lysate zwischen 8,1 - 13,1 %TS fallen also bis zu
72 %TS des Stickstoffs auf die Aminosduren. Des Weiteren ldsst sich der Bestimmung der
Aminosédurespektren entnehmen, dass vier Aminoséuren in den Lysaten mit einer Konzentra-
tion von tiiber 3 %TS auftraten. Dies waren Glutaminsdure, Threonin, Valin und Leucin. Das
charakteristische Aminosdurespektrum hat seinen Ursprung in der Lysatherstellung. Durch
den Hochdruckaufschluss werden die Proteine der Zelle freigesetzt und anschlieend durch
die Protease zu kleineren Fragmenten bis hin zu den Aminosduren abgebaut. Es entsteht ein
spezifisches und reproduzierbares Spaltungsmuster der Proteine der Escherichia coli-
Biomasse, welches sich im Chromatogramm als charakteristisches Aminosdurespektrum

zeigt. Die verwendete Alkalase (E.C. 3.4.21.62) gehdrt zur Gruppe der Serin-Endopeptidasen.
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Sie besitzt eine breite Spezifitdt und hydrolysiert Peptidbindungen neben nahezu allen Ami-

nosdureresten (Kellermann, 1998b).

5,0 o I E. coli B-3996 Lysat

1 [ Sojapepton, UD-Chemie
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Abbildung 6.18: Ergebnisse der Aminosdureanalytik der Escherichia coli-Lysate und der
konventionellen Extrakte (Teil 2). Angegeben sind die Gehalte der Aminosduren in Prozent
des Trockenstoffs: Ala: Alanin; Tyr: Tyrosin; Met: Methionin; Val: Valin; Trp: Tryptophan;

Phe: Phenylalanin; Ile: Isoleucin; Leu: Leucin; Lys: Lysin

Beide Hefeextrakte wiesen ein sehr dhnliches Aminoséurespektrum auf. Beide wurden aus der
Hefe Saccharomyces cerevisiae gewonnen. Der Gesamtgehalt lag zwischen 34 %TS und
35 %TS der Extrakttrockenmasse und damit im gleichen Rahmen wie die der Lysate. Das
Sojapepton enthielt mit 3,3 %TS Aminosduren im Trockenstoff am wenigsten Aminosduren.
Das Caseinpepton lag mit 10,4 %TS im Mittelfeld. Es fiel auf, dass das Caseinpepton keine
Proteine iiber 3 kDa und sehr wenig Aminoséduren enthielt. Der Stickstoffgehalt lag aber bei
12,1 %TS. Deshalb war davon auszugehen, dass ein GroBteil des Stickstoffs in Form von Pep-

tiden und kleineren Proteinen mit einem Molmasse unter 3 kDa vorlag.

Fiir die unter Kapitel 6.3 vorgestellten Fermentationen auf dem halbsynthetischen Medium
wurde der Hefeextrakt von Biospringer als komplexe Nahrstoffquelle verwendet. Der Ver-

gleich des Aminosdurespektrums dieses konventionellen Extraktes mit dem der Lysate zeigt,
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dass einige Aminosduren in den Escherichia coli-Lysaten in hoheren Konzentrationen vor-
kommen als im Hefeextrakt (Biospringer), bei anderen ist es umgekehrt. Die Escherichia coli-
Lysate besallen eine hohere Konzentration an Glutamin, Histidin, Glycin, Threonin, Arginin,
Tyrosin, Methionin, Valin und Isoleucin. Der Hefeextrakt enthielt hingegen mehr Asparagin-
sdure, Glutaminsiure, Asparagin, Serin, Alanin, Tryptophan, Phenylalanin, Leucin und Lysin.
Bei manchen Aminosduren war der Unterschied nur sehr gering wie z. B. im Fall von Aspara-
ginsdure, Histidin und Tryptophan. Bei anderen traten die Unterschiede deutlicher hervor. Im
bakteriellen Lysat iiberwogen die Aminoséuren Glycin, Threonin, Arginin und Tyrosin, wéh-
rend im Hefeextrakt die Aminosduren Glutaminsdure, Serin und Lysin mengenmaBig stirker

vertreten waren.

Der mit 5 %TS hohe Gehalt der Aminosdure Threonin ldsst sich mit dem verwendeten Aus-
gangsmaterial fiir die Lysatgewinnung erkldren. Bei dem eingesetzten Escherichia coli-
Stamm handelt es sich um einen Threoninproduzenten. Durch das Resuspendieren der Bio-
masse vor der Lyse gelangt auch das dem Pellet anhaftende Restmedium und damit Threonin
mit in das Lysat. Aulerdem wird durch den Hochdruckaufschluss intrazelluldr vorliegendes

Threonin freigesetzt und gelangt so in den Lyseansatz.

Ein Grund fiir die unterschiedlichen Aminosdurezusammensetzungen der Extrakte liegt in der
Herkunft der Ausgangsmaterialien. Der kommerziell erhéltliche Hefeextrakt wird aus der He-
fe Saccharomyces cerevisiae gewonnen. Dem gegeniiber stehen die Lysate aus Escherichia
coli-Biomasse. Im Rahmen der Extraktgewinnung entstehen durch unterschiedliche Protein-
zusammensetzung der Biomasse und den unterschiedlichen Herstellungsverfahren unter-
schiedliche Aminosdurespektren. Generell ist davon auszugehen, dass die Zusammensetzung
der Lysate nicht nur in Bezug auf deren Aminosduren sondern auf jegliche Inhaltstoffe stark
von den Lysebedingungen abhidngen. Diese entscheiden dariiber, in welchem Mal die ver-
schiedenen Gruppen an Biomolekiilen freigesetzt und abgebaut werden. Einen weiteren gro-

Ben Einfluss auf das Spaltungsmuster der Proteine besitzt die eingesetzte Alkalase.

Durch die Lysatanalytik konnte gezeigt werden, dass eine gleichbleibende Qualitit der Lysate
gewihrleistet ist. Eine wenig schwankende Qualitit komplexer Substrate spielt in Hinblick
auf eine gleichbleibende Produktqualitit eine groBe Rolle in der Fermentationstechnik

(Storhas, 2003).
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6.6 Fermentationen auf dem halbsynthetischen Medium

A1-160 mit Lysat

Mit diesen Fermentationen sollte untersucht werden, ob der Ersatz des Hefeextraktes im halb-
synthetischen Medium A1-160 durch ein Escherichia coli-Zelllysat moglich ist. Dabei wurde

neben dem Wachstum besonders auf die Produktbildung geachtet.

Die Herstellung des Lysats erfolgte nach dem in Kapitel 6.2.4 vorgestellten Verfahren durch
einen Hochdruckaufschluss mit anschlieBender Alkalasebehandlung. Das nach der Lyse ge-
klarte Lysat wurde dann als Ersatz fiir den Hefeextrakt eingesetzt. Dabei wurde die dem Me-
dium hinzugegebene Lysatmenge so dosiert, dass der urspriinglich durch den Hefeextrakt in
das Medium eingebrachte Stickstoff durch die Zugabe von Lysat ersetzt wurde. Die Charakte-

risierung der in diesem Kapitel verwendeten Lysate ldsst sich in Kapitel 6.5 nachlesen.

Tabelle 6.11 gibt fiir die drei mit Lysat durchgefiihrten Fermentationen die Verhiltnisse in
Bezug auf den Stickstoff und Kohlenstoff zum Startzeitpunkt an. Als Stickstoffquelle sind zu
Beginn das Ammoniumsulfat, das Lysat und das zur pH-Werteinstellung hinzudosierte Am-
moniakwasser zu nennen. Der Kohlenstoff setzte sich aus der Saccharose und dem Lysat zu-

Sammen.

Tabelle 6.11: Stickstoff- und Kohlenstoffmasse vor dem Animpfen bei der satzweisen Kulti-
vierung von Escherichia coli B-3996 auf dem halbsynthetischen Medium A1-160 mit Hefeex-

trakt oder Lysat und einem Arbeitsvolumen von 5 L

Fermentation F55 F57 F58
Stickstoff, analytisch 76g | 91g | 85¢g
Stickstoff, analytisch - A1-160 6,7g-94¢

Fermentation F55 F57 F58
Kohlenstoff, analytisch 92,1 g | 89,7g | 925¢
Kohlenstoff, analytisch - A1-160 88,5g-90,7¢g

Der Tabelle ist zu entnehmen, dass durch die gewéhlte Dosierung an Escherichia coli-Lysat
die Anfangsbedingungen in Bezug auf den Kohlenstoff und Stickstoff im Vergleich zu den

Kultivierungen auf dem A1-160-Medium mit Hefeextrakt in guter Ubereinstimmung standen.
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Somit konnten Einfliisse auf den Herstellungsprozess aufgrund anfinglich unterschiedlicher

Kohlen- und Stickstoffmassen ausgeschlossen werden.

Es folgt nun zunichst die Auswertung fiir eine der drei mit Lysat durchgefiihrten Kultivierun-
gen. Es handelt sich dabei um die Fermentation mit der Nummer 55, im Folgenden mit F55
abgekiirzt. Anschlieend wird die Reproduzierbarkeit des Prozesses bei Ersatz des Hefeex-

traktes durch Zelllysat durch Vergleich mit weiteren Fermentationen iiberpriift.

Nach einer kurzen Adaptions- und Beschleunigungsphase von zwei Stunden, die mit denen
auf dem A1-160-Medium vergleichbar war, trat die Escherichia coli-Kultur in eine erste Pha-
se mit exponentiellem Wachstum ein. Dies war am linearen Kurvenverlauf in der halbloga-

rithmischen Auftragung der optischen Dichte (Abbildung 6.19) zu erkennen.
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Abbildung 6.19: Satzweise Kultivierung von Escherichia coli B-3996 auf dem halbsyntheti-
schen Medium A1-160 mit Lysat (F55)

Die spezifische Wachstumsgeschwindigkeit betrug in diesem Zeitraum p = 0,88 h'. Das Ende
dieser Phase lief} sich durch das Abknicken der Kohlendioxidkonzentration in der Abluft und
dem erneuten Anstieg der Sauerstoffséttigung erkennen (Abbildung 6.20). Die CO,-Kurve
zeigte drei weitere lokale Anstiege mit darauffolgendem Abfall. Jeder dieser Abschnitte stand

fir das Ende einer weiteren Phase mit exponentiellem Wachstum. Anhand von
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Abbildung 6.19 lieB3 sich diese Aussage bestitigen. Sowohl zwischen 4 Stunden und 6 Stun-
den, 6 Stunden und 7,75 Stunden als auch zwischen 8,75 Stunden und 12,75 Stunden lagen
Bereiche mit konstanter Steigung. Die spezifische Wachstumsgeschwindigkeit betrug

0,39h™,0,36 h"" und 0,22 h.
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Abbildung 6.20: Satzweise Kultivierung von Escherichia coli B-3996 auf dem halbsyntheti-
schen Medium A1-160 mit Lysat (F55)

Griinde fiir die aufeinanderfolgenden Wachstumsphasen lieen sich in der Zusammensetzung
des Mediums insbesondere des Lysats finden. Durch seine Komplexitit wurden sukzessiv
verschiedene Inhaltsstoffe in der Reihenfolge des geringsten Aufwands fiir die Zellen abge-
baut. In den ersten Stunden verdnderte sich die Saccharosekonzentration aufgrund der gerin-
gen Zellzahl und der Anwesenheit anderen Kohlenstoff- und Energiequellen nicht. Der
Saccharoseabbau setzte erst nach fiinf Stunden ein (Abbildung 6.21). Dies entsprach etwa
dem Ende der zweiten und dem Beginn der dritten exponentiellen Wachstumsphase. Zunachst
wurden andere Komponenten des Mediums zur Biomasse- und Produktbildung herangezogen.
Zum einen handelte es sich dabei um die bei der Hitzesterilisation aus der Saccharose freige-
setzte Glucose. Diese wurde innerhalb der ersten drei Stunden verstoffwechselt. Zum anderen
wurden die durch das Lysat dem Medium zugefiihrten Aminosiuren innerhalb eines achtstiin-
digen Zeitraums verbraucht (Abbildung 6.22). Aminoséuren deren Anfangskonzentrationen

unter 0,10 g L™ lagen, wurden der Ubersichtlichkeit wegen in der Grafik nicht beriicksichtigt.
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Zwischen der fiinften und sechsten Stunde begann parallel zu den Aminoséuren der Abbau
der Saccharose. Ab der achten Stunde beschleunigte sich aufgrund der hohen Zelldichte und
dem Fehlen alternativer Energiequellen deren Abbau, was etwa dem Beginn der letzten expo-
nentiellen Wachstumsphase entsprach. Gleichzeitig stieg die Glucosekonzentration an (Ab-
bildung 6.21). Mit fortschreitender Fermentationszeit sanken beide Zuckerkonzentrationen

unter die Nachweisgrenze.
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Abbildung 6.21: Satzweise Kultivierung von Escherichia coli B-3996 auf dem halbsyntheti-
schen Medium A1-160 mit Lysat (F55)

Die klare Abtrennung der Wachstumsphasen anhand der verstoffwechselten Kohlenstoffquel-
le, wie es bei Verwendung von Hefeextrakt der Fall war, zeigte sich hier nicht. Denn bereits
vor der vollstindigen Reduzierung der Aminosduren zur achten Stunde kam es bereits zum

Abbau der Saccharose nach fiinf Stunden.

Mit der vollstindigen Verstoffwechselung der Zucker trat die Kultur in die stationdre Phase

ein. Die Kohlendioxidkonzentration sank und die Sauerstoffsattigung nahm zu.

Die zuvor festgestellte wachstumsassoziierte Produktbildung trat auch in diesem Fall in Er-
scheinung. Am Ende der Kultivierung wurde eine Threoninkonzentration von 12,5 g L™ er-

reicht.
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Abbildung 6.22: Satzweise Kultivierung von Escherichia coli B-3996 auf dem halbsyntheti-
schen Medium A1-160 mit Lysat (F55)

Die oben beschriebene Fermentation wurde zur Absicherung der Ergebnisse zweimal wieder-
holt. Abgekiirzt werden diese beiden Kultivierungen durch F57 und F58. Die maximal er-

reichten optischen Dichten lagen zwischen 36 bis 41 (Abbildung 6.23).
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Abbildung 6.23: Satzweise Kultivierung von Escherichia coli B-3996 auf dem halbsyntheti-
schen Medium A1-160 mit Lysat
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Auch fiir F57 und F58 lieen sich anhand der halblogarithmischen Auftragung der optischen
Dichte jeweils vier Phasen mit exponentiellem Wachstum erkennen. Jeder dieser Phasen
konnte durch den Kohlendioxidkonzentrationsverlauf eindeutig ausgemacht werden. Die be-
stimmten spezifischen Wachstumsgeschwindigkeiten sind zusammen mit den bereits bekann-
ten aus Fermentation F55 in Tabelle 6.12 aufgefiihrt. Die in Klammern gesetzten Zeitangaben
geben die ungefahre Dauer der jeweiligen Wachstumsphase an. Beide Parameter wiesen eine
hohe Ubereinstimmung auf. Zum Vergleich sind zusitzlich die Mittelwerte der spezifischen
Wachstumsgeschwindigkeitn in den drei exponentiellen Phasen der Kultivierungen auf dem

A1-160-Medium mit Hefeextrakt aufgefiihrt.

Tabelle 6.12: Gegeniiberstellung der spezifischen Wachstumsgeschwindigkeiten bei der
satzweisen Kultivierung von Escherichia coli B-3996 auf dem halbsynthetischen Medium
A1-160 mit und ohne Lysat. Die in Klammern gesetzten Zeitangaben geben die ungefihre

Dauer der Wachstumsphase an

Fermentation spezifische WaChSt[l}l::Ill]S geschwindigkeit p

F55 0,88(2h) | 0,39(2h) [0,36(2h) | 0,22(4h)

F57 1,0(2h) | 0,39(2h) [ 0,29(2h) | 0,21 (4h)

F58 1,0(2h) | 0,42(2h) | 0,29(2h)| 0,21 (4h)

Mittelwert | 0,96 (2h) | 0,40 (2h) | 0,31 (2h)| 0,21 (4h)
A1-160-Medium mit Hefeextrakt

Mittelwert 0,92 (2,8 h)| 0,44 (2,4 h) 0,31 (4,9 h)
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Abbildung 6.24: Satzweise Kultivierung von Escherichia coli B-3996 auf dem halbsyntheti-
schen Medium A1-160 mit Lysat

Ein Blick auf Abbildung 6.24 zeigt auch auf Seite der Kohlendioxidkonzentration eine grof3e

Ubereinstimmung der Ergebnisse. Leichte Unterschiede in den Kurvenverldufen zwischen

F55, F57 und F58 lieBen sich damit erklédren, dass fiir die Herstellung der Lysate zwar dassel-

be Verfahren gewihlt wurde, aber es sich um zwei verschiedene Lyseansitze handelte. Auch

die Zugabemenge an Lysat variierte leicht.

In Abbildung 6.25 sind u. a. die Ergebnisse der Threoninbestimmung dargestellt. Fermentati-

on F57 fiihrte zu einer Konzentration von 11,7 g L™ und F58 zu 11,1 g L.
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Abbildung 6.25: Satzweise Kultivierung von Escherichia coli B-3996 auf dem halbsyntheti-
schen Medium A1-160 mit Lysat

Nachdem nun die Reproduzierbarkeit des Prozesses bei Verwendung von Escherichia coli-
Lysat als Ersatz fiir den Hefeextrakt im halbsynthetischen A1-160-Medium gezeigt werden
konnte, soll nun ein Vergleich mit den unter Kapitel 6.3 vorgestellten Fermentationen auf
dem Al1-160-Medium mit Hefeextrakt erfolgen. Dazu wird zunédchst generell auf wichtige

Prozessgroflen wie die Produktivitit und verschiedene Ertragskoeftizienten eingegangen.

Aus Tabelle 6.13 und Tabelle 6.14 lassen sich wichtige Prozessgrofen der Kultivierungen
auf dem halbsynthetischen Medium A1-160 mit und ohne Lysat entnehmen. Eine wichtige
Prozessgrofe ist die Threoninproduktivitit. Diese lag bei Verwendung von Lysat als Ersatz
fir den Hefeextrakt bei Werten zwischen 0,86 ¢ L' h™' und 0,98 g L' h'. Der Vergleich mit
den Werten auf dem A1-160-Medium zeigt keine negativen Auswirkungen auf die Produkti-

vitit.
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Tabelle 6.13: Gegeniiberstellung wichtiger Prozessgroflen fiir die satzweise Kultivierung von

Escherichia coli B-3996 auf dem halbsynthetischen Medium A1-160 mit und ohne Lysat

Fermen- Optische Biotrockenmasse- Threonin- Threonin-
tationsdauer Dichte konzentration konzentration | produktivitit
t [h] ODyqo [-] BTM [g L] prr [g L] | P[gL"h7]
A1-160 12,00 - 15,25] 31,11 - 37,90 10,8 - 12,7 11,47-13,40| 0,79 -1,02
F55 12,75 40,3 12,2 12,50 0,98
F57 13,00 36,3 11,0 11,67 0,90
F58 13,00 36,7 11,1 11,13 0,86

Die Ertragskoeffizienten zeigten, dass pro Gramm Biomasse etwa 1,03 g Threonin gebildet
wurden (Ypx zwischen 1,00 g g und 1,06 g g"). Fiir die substratabhingigen Koeffizienten
ergaben sich Bereiche zwischen 0,27 - 0,31 g g'1 fiir Yxs und 0,28 - 0,31 g g'1 fur Ypss. Das
heift, dass rechnerisch sowohl fiir die Bildung eines Gramms Biomasse als auch fiir die Syn-

these eines Gramms Threonin 3 g Saccharose bendtigt wurden.

Die verschiedenen Ertragskoeffizienten lagen im Vergleich zu den Fermentationen auf dem
unverdnderten Al-160-Medium mit Hefeextrakt im gleichen Bereich. Auch anhand dieser
Parameter lieBen sich keine negativen Auswirkungen auf das Wachstum oder die Produktbil-

dung erkennen.

Tabelle 6.14: Gegeniiberstellung wichtiger Prozessgrofen fiir die satzweise Kultivierung von
Escherichia coli B-3996 auf dem halbsynthetischen Medium A1-160 mit und ohne Lysat

(X: Biotrockenmasse, P: Threonin, S: Saccharose)

Ertragskoeffizient | Ertragskoeffizient | Ertragskoeffizient
Yex[gg'] Yxslgg'] Yes[gg']
Al-160 0,97 -1,14 0,27 - 0,32 0,29 - 0,34
F55 1,02 0,31 0,31
F57 1,06 0,27 0,29
F58 1,00 0,28 0,28

Aus Abbildung 6.26 geht der Verlauf der Threoninkonzentration wihrend jeweils drei Fer-
mentationen mit Hefeextrakt und Escherichia coli-Zelllysat hervor. Ein Unterschied konnte

nicht festgestellt werden.
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Abbildung 6.26: Satzweise Kultivierung von Escherichia coli B-3996 auf dem halbsyntheti-
schen Medium A1-160 mit und ohne Lysat

Im Folgenden soll noch auf einen Unterschied im Wachstum der Zellen bei Verwendung von

Lysat und Hefeextrakt eingegangen werden.

Es fiel auf, dass in der letzten exponentiellen Wachstumsphase die spezifische Wachstumsge-
schwindigkeit mit durchschnittlich 0,21 h™' (Tabelle 6.12) geringer ausfiel als bei den Kulti-
vierungen auf dem A1-160-Medium mit Hefeextrakt. Dort wurden fiir diese Phase, in der die
Saccharose abgebaut wurde, Wachstumsgeschwindigkeiten zwischen 0,28 h™' und 0,33 h’
(Tabelle 6.2) erreicht. Die geringere spezifische Wachstumsgeschwindigkeit in der Phase lief3
sich damit erkldren, dass wichtige Verbindungen fiir den Stoffwechsel bereits in den ersten
Wachstumsphasen verbraucht wurden. Folglich wirkten diese in den letzten Stunden der Fer-
mentation limitierend und fiihrten dazu, dass auf Saccharose keine hohere Wachstumsge-
schwindigkeit zu erreichen war. In der ersten Hélfte der Fermentation bei Verwendung von
Lysat traten drei exponentielle Wachstumsphasen mit hohen spezifischen Wachstumsge-
schwindigkeiten auf. Das fiihrte dazu, dass die Zellzahl in diesem Zeitraum stérker anstieg als
auf dem A1-160-Medium mit Hefeextrakt. In Abbildung 6.27 ist dies durch den Vergleich
typischer ODggo-Verldufe zu erkennen. Bei der Auftragung wurden alle Kurven adaptionspha-
senkorrigiert aufgetragen. Durch die niedrigere spezifische Wachstumsgeschwindigkeit in der

letzten Phase glichen sich die maximalen Zelldichten bis zum Erntezeitpunkt wieder an.
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Griinde fiir die hohere Biomassebildung in der ersten Fermentationshélfte, in der es u. a. zur
Verstoffwechselung der Aminosduren kam, konnten mit der unterschiedlichen Aminosédurezu-

sammensetzung der komplexen Komponenten (Hefeextrakt oder E. coli-Lysat) gefunden

werden.
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Abbildung 6.27: Satzweise Kultivierung von Escherichia coli B-3996 auf dem halbsyntheti-
schen Medium A1-160 mit und ohne Lysat. Die Kurven wurden adaptionsphasenkorrigiert

aufgetragen.

Abbildung 6.28 zeigt, dass die hohere optische Dichte in der ersten Hélfte auch anhand des
hoheren Kohlendioxidaussto3es zu erkennen ist. Aulerdem lésst sich erkennen, dass die Ein-
teilung der Wachstumsphasen nach der verstoffwechselten Kohlenstoffquelle bei der Ver-
wendung von Lysat nicht mehr eindeutig moglich war. Bei der Kultivierung mit Hefeextrakt
als komplexe Néhrstoffquelle traten drei charakteristische und abgrenzbare Wachstumsphasen
auf, in denen sukzessiv die Glucose, die Aminosduren und die Saccharose verstoffwechselt
wurde. Im Vergleich dazu verschwimmen die Grenzen zwischen der Aminoséure- und Sac-
charoseverstoffwechselung bei der Verwendung von Lysat. Die letzte Wachstumsphase, in
der ausschlieBlich die Saccharose als Kohlenstoffquelle diente, wurde eine hohere Zelldichte
erreicht als es auf dem A1-160-Medium der Fall war. Jedoch wurde die Saccharosekonzentra-

tion in der Phase davor auch bereits reduziert. Nach acht Stunden waren die Aminosduren
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vollstindig verstoffwechselt und die Zellen mussten auf Saccharose als alleinige C-Quelle

umstellen, was sich am Abknicken des CO,-Signals zu diesem Zeitpunkt zeigte.
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Abbildung 6.28: Satzweise Kultivierung von Escherichia coli B-3996 auf dem halbsyntheti-

schen Medium A1-160 mit und ohne Lysat

Zusammenfassend lésst sich feststellen, dass in dem halbsynthetischen A1-160-Medium der

Ersatz des Hefeextraktes durch ein Escherichia coli-Lysat moglich war. Weder das Wachstum

noch wichtige Prozessgroen wie die Produktivitit und verschiedene Ertragskoeffizienten

lieBen negative Effekte erkennen. Auf den Einsatz des konventionellen Hefeextraktes konnte

vollstindig verzichtet werden.
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6.7  Riickfiihrung der Biomasse iiber mehrere Zyklen

Ziel dieser Fermentationen war es herauszufinden, inwieweit die Erhohung des Anteils des
Escherichia coli-Lysates bei der Riickfithrung in den Fermentationsprozess eine Veranderung

im Wachstum und in der Produktbildung verursachte.

Begonnen wurde mit einer Fermentation auf A1-160-Medium. Die aus dieser Fermentation
gewonnene Biomasse wurde der Lyse zugefiihrt und der gesamte durch die Lyse in Losung
gebrachte Anteil als Ersatz fiir den Hefeextrakt im nichsten Fermentationsschritt eingesetzt.
Die in das Medium eingebrachte Kohlenstoff- und Stickstoffmasse wurde dadurch im Ver-
gleich zum A1-160-Medium mit Hefeextrakt erhoht. Tabelle 6.15 zeigt die zu Beginn der
Kultivierungen vorliegende Kohlen- und Stickstoffmasse. Diese setzte sich entweder aus den
Kohlenstoffanteilen der Saccharose und der Lysate bzw. bei der ersten Fermentation aus der
des Hefeextrakts (0. Zyklus) zusammen oder aus den Stickstoffanteilen des Ammoniumsul-
fats, des Ammoniakwassers und der Lysate bzw. bei der ersten Fermentation aus der des He-
feextrakts. Die anfianglich im A1-160 vorgelegte Kohlenstoffmasse stieg von 88,8 g bis auf
109,2 g (4. Zyklus) und die anfinglich im A1-160 vorgelegte Stickstoffmasse stieg von 8,8 g
bis auf 11,5 g (4. Zyklus).

Tabelle 6.15: Darstellung der anfanglichen Kohlenstoff- und Stickstoffmasse bei der satzwei-
sen Kultivierung von Escherichia coli auf dem A1-160-Medium mit Lysat und einem Ar-
beitsvolumen von 5 L. Die erste Fermentation fand unter Einsatz von Hefeextrakt statt

(0. Zyklus)

Zyklus Kohlenstoff, analytisch| Stickstoff, analytisch
0. Zyklus (M?ﬁesl\x%er?%;% o) (MSZZlgvér% %,gs o)
1. Zyklus 100,6 g 10,2 g
2. Zyklus 1043 g 10,7 ¢g
3. Zyklus 109,2 g 11,5¢
4. Zyklus 1122 g 11,7 ¢g

Ein weiterer Grund fiir die Zunahme des Kohlenstoff- und Stickstoffgehaltes bei fortschrei-

tender Zykluszahl neben der Riickfiihrung des gesamten Lysates war, dass die Verwendung
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von Lysat zu einer erhdhten Biomassebildung fiihrte, so dass fiir die Lysen mehr Biomasse

zur Verfiigung stand.

Abbildung 6.29 fasst die wichtigsten Ergebnisse der vier zyklischen Riickfithrungen zusam-
men. Durch das erhohte Angebot an Kohlenstoff- und Stickstoffquelle nahm die Zelldichte
mit steigender Zyklusanzahl zu. Dabei konnte beobachtet werden, dass die Zunahme der Zell-
dichte in der ersten Fermentationshélfte, in der die Aminosduren des Lysats verstoffwechselt
wurden, am grofiten war. Dieses zeigte sich bereits in geringerem Umfang in Kapitel 6.6 bei
der partiellen Riickfiihrung. Wie Abbildung 6.30 erkennen lésst, erhdhte sich das Zellwachs-
tum bereits im ersten Zyklus und trat im vierten Zyklus am deutlichsten hervor. Jedoch konnte
die erhohte Biomassebildung nicht in eine erhohte Produktkonzentration umgesetzt werden.
Die Threoninkonzentration blieb auf einem Niveau von ca. 12,0 g L. Dies fiihrte zwar durch
die unverdnderten Kultivierungszeiten und Threoninkonzentrationen zu gleichbleibenden
Produktivititen von 0,89 g L h™' bis 1,07 g L™ h™', jedoch erhdhte sich der anfallende Bio-
masseabfall deutlich. Vermutlich wurde aufgrund der hohen spezifischen Wachstumsge-

schwindigkeiten in der ersten Fermentationshélfte die Threoninproduktion in der Zelle unter-

driickt.
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Abbildung 6.29: Auftragung der maximal erreichten Zelldichten und der Threoninkonzentra-
tion beim Versuch zur zyklischen Riickfiihrung der Biomasse von Escherichia coli. Der
0. Zyklus wurde ohne Lysat auf Al-160-Medium durchgefiihrt. Die Threoninkonzentration
wurde entweder durch RP-HPLC oder mit der TNBS-Methode bestimmt.
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Abbildung 6.30: Satzweise Kultivierung von Escherichia coli B-3996 auf dem halbsyntheti-
schen Medium A1-160 ohne (F56) und mit Lysat (F57, F64 und F72)

Abbildung 6.31 zeigt einige Parameter fiir den 1. Zyklus bei Riickfiihrung der gesamten Ly-
satmenge. Er steht stellvertretend fiir die drei folgenden Zyklen. Wieder zeigte sich, dass jeder
Anstieg der CO,-Kurve einer Phase mit exponentiellem Wachstum entsprach. Der lineare
Bereich zwischen der dritten und sechsten Stunde entsprach der ersten Wachstumsphase. Hier
wurde eine spezifische Wachstumsgeschwindigkeit von 0,75 h™' erreicht. Zwischen dieser
ersten und der nachfolgenden Phase kam es zu einem starken Abfall der Kohlendioxidkon-
zentration. Dieser lie3 sich auch anhand der optischen Dichte ausmachen. Die Umstellung des
Stoffwechsels auf Saccharose als Hauptkohlenstoffquelle fiihrte zu dieser knapp einstiindigen
Phase mit nur geringem Wachstum. Bei geringerer Lysatzugabe, wie bei F55, F57 und F58,
kam es nicht zu dieser langen Adaptionsphase. Im anschlieBenden Wachstumsabschnitt betrug
die spezifische Wachstumsgeschwindigkeit p = 0,28 h™. In der letzten Phase wurde eine
Wachstumsgeschwindigkeit von p = 0,14 h™' erreicht. Damit lag sie um die Hilfte niedriger

im Vergleich zum A1-160-Medium mit Hefeextrakt.
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Abbildung 6.31: Satzweise Kultivierung von Escherichia coli B-3996 auf dem halbsyntheti-
schen Medium A1-160 mit Lysat (F64)

Die in diesem Kapitel dargestellten Ergebnisse stehen zum Teil in Konflikt mit den Ansprii-
chen dieser Arbeit, die sich u. a. zum Ziel gesetzt hatte, bakterielle Abfallmengen zu reduzie-
ren und damit die Okonomie des Prozesses durch Einsparungen bei den Entsorgungskosten zu
erhohen. Die Riickfithrung des gesamten anfallenden Lysats fiihrte zur Erh6hung des Biomas-
seaufkommens durch hohere Zelldichten. Die Produktbildung wurde jedoch nicht negativ
beeinflusst. Im vorherigen Kapitel konnte aber bereits erfolgreich gezeigt werden, dass die
Riickfithrung eines Teils der Biomasse in Form von Lysat ohne negativen Einfluss auf die

Produktivitdt und die Ertragskoeffizienten moglich ist.
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6.8 Zusammenfassung

Der fiir die Untersuchungen zur Biomasseriickfithrung herangezogene Escherichia coli
B-3996 Stamm ist ein Organismus zur Produktion der essentiellen Aminoséure L-Threonin.
Verwendung findet Threonin z. B. in der Lebensmittelindustrie sowie als Futtermitteladditiv

in der Nutztierhaltung.

Die im kleinen MaBstab durchgefiihrten Lyseversuche bedienten sich chemischer, mechani-
scher und biochemischer Methoden und fiihrten zur Entwicklung eines geeigneten Verfahrens
zur Behandlung des anfallenden Biomasseabfalls. Die verwendete Biomasse wurde durch
Kultivierungen auf dem halbsynthetischen A1-160-Medium gewonnen. Mit dem entwickelten
Aufschluss, der sich aus einem mechanischen Hochdruckaufschluss und einer nachgeschalte-
ten enzymatischen Behandlung durch eine Protease zusammensetzt, konnte ein Verfahren
gefunden werden, das der gestellten Forderung nach einem effizienten Verfahren bei gleich-
zeitiger Moglichkeit der Verarbeitung groBer Stoffstrome gerecht wird. Die erreichten Ly-
segrade lagen bei 75 %. Der Einsatz der Proteaselosung (Novozymes, Alcalase® 2.4 L FG)

konnte auf unter 1 Liter pro Tonne Biotrockenmasse gesenkt werden.

Zahlreiche Fermentationen des Escherichia coli-Stammes auf dem halbsynthetischen Medium
A1-160 mit Saccharose als Hauptkohlenstoffquelle und Hefeextrakt als komplexe Komponen-
te filhrten zu einer Vielzahl von Daten. Mit deren Hilfe konnte das System ausreichend cha-
rakterisiert werden. Drei typische Wachstumsphasen traten auf, in denen sukzessiv die Gluco-
se, die Aminosduren und die Saccharose verstoffwechselt wurden. Die spezifischen
Wachstumsgeschwindigkeitn dieser Phasen lagen bei 0,92 h™', 0,44 h'1 und 0,31 h™'. Mit Hilfe
einer Kohlenstoffbilanzierung konnte festgestellt werden, dass der zu Beginn vorgelegte Koh-
lenstoff am Ende der Fermentation zu 32,1 % in der Biomasse, zu 34,1 % in der Abluft, zu
7,8 % im Medium und zu 28,3 % im Threonin vorlag. Die Bilanzierung des Stickstoffs wurde
durch den Einsatz von Ammoniakwasser als Base erschwert. Jedoch zeigte sich, dass die Zu-
filhrung einer externen Stickstoffquelle in Form des Ammoniakwassers fiir die Biomassen-
und Produktbildung essentiell war. Die in Bezug auf das Threonin erzielten Produktivititen
lagen zwischen 0,79 - 1,02 ¢ L' h™. Die Ertragskoeffizienten zeigten, dass pro Gramm Bio-
masse etwa 1,07 g Threonin gebildet wurden (Yp/x zwischen 0,97 - 1,19 g g™'). Fiir die sub-
stratabhiingigen Koeffizienten ergaben sich Werte zwischen 0,27 - 0,32 g g fiir Yx/s und
0,29 - 0,34 g g fiir Ypss.
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Durch eine eingehende Lysatanalytik konnten die Lysate ausreichend charakterisiert werden.
Einen Vergleich der Zusammensetzung der Lysate mit denen verschiedener konventionell
erhéltlicher komplexer Substrate rundeten diesen Teil der Arbeiten ab. Die Escherichia coli-
Lysate wiesen einen Kohlenstoff- und Stickstoffgehalt zwischen 34,5 - 49,9 %TS bzw. zwi-
schen 8,1 - 13,1 %TS auf. Der DNA-Gehalt der Lysate lag zwischen 1,8 - 2,5 %TS. Die Pro-
teinkonzentration erreichte Werte zwischen 0,13 - 0,22 %TS und der Aminoséduregehalt lag

bei 36,1 %TS. Acetat konnte nicht nachgewiesen werden.

Der Einsatz von Escherichia coli-Lysat wurde in verschiedenen Konzentrationen durchge-
fiihrt. Der Ersatz der urspriinglich durch den Hefeextrakt in das Medium eingetragene Stick-
stoff- und Kohlenstoffmasse durch Lysat fiihrte zu keinen negativen Auswirkungen auf
Wachstum und Produktbildung. Die in Bezug auf das Threonin erzielten Produktivititen la-
gen zwischen 0,86 - 0,98 g L' h'. Die bestimmten Ertragskoeffizienten zeigten, dass pro
Gramm Biomasse etwa 1,03 g Threonin gebildet wurden (Ypx zwischen 1,00 - 1,06 g g).
Fiir die substratabhiingigen Koeffizienten ergaben sich Bereiche zwischen 0,27 - 0,31 g g fiir

Yxsund 0,28 - 0,31 g g fiir Yps.

Die Riickfiihrung der gesamten durch die Lyse in Losung gegangenen Masse fiihrte hingegen
zu einer vermehrten Biomassebildung verbunden mit einer unverdanderten Threoninkonzentra-
tion und Produktivitit im Vergleich zu den Kultivierungen auf dem A1-160-Medium mit He-
feextrakt. Dieser Versuchsabschnitt war damit nur teilweise erfolgreich, da das Ziel der Arbeit

u. a. die Reduzierung von Abfallmengen war.

Durch die Arbeiten mit dem Gram-negativen Bakterium Escherichia coli B-3996 konnte an
einem weiteren interessanten und industrienahen Beispielsystem erfolgreich die Mdglichkeit
einer alternativen Verwendung bakterieller Biomasse gezeigt werden. Durch das im Vergleich
zum in Kapitel 4 vorgestellten System mit Klebsiella planticola wurde hier eine weitere
wichtige Messgrofle, die Threoninkonzentration, zur Beurteilung hinzugezogen. Dadurch
konnte der Einfluss der Riickfiihrung auf die Produktbildung in dem betrachteten Fall geklart

werden.
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7 Ergebnisse und Diskussion - Bacillus licheniformis P300

7.1 Biomassegewinnung

Das Ziel dieser Fermentationen lag in der Gewinnung von Bacillus licheniformis-Biomasse
fiir die Lyseversuche im Schiittelkolbenmafstab. Dazu wurden zwei Kultivierungen auf HSG-

Medium in einem 7 L und 30 L Riihrkesselreaktor durchgefiihrt.

Abbildung 7.1 zeigt einen Teil der online aufgenommenen Daten der Fermentation zur Bio-
masseerzeugung. Die Bestimmung der Zelldichte erfolgte lediglich am Ende der Kultivierung
durch Triibungsmessung. AuBerdem wurde durch lichtmikroskopische Betrachtung und
Uberpriifung auf die Abwesenheit der L-Alanin-Aminopeptidase eine Kontamination ausge-
schlossen. Eine weitere Probennahme fand nicht statt. Das nach der Zellernte erhaltene Pellet

wurde bei -20 °C gelagert.
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Abbildung 7.1: Satzweise Fermentation von Bacillus licheniformis P300 auf HSG-Medium
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7.2 Lyseversuche

Ein Hauptziel der Lyseversuche lag darin eine geeignete Methode fiir die Lyse der Bacillus
licheniformis-Zellen zu finden. Die Auswahl der eingesetzten Aufschlussverfahren konzen-
trierte sich in Hinblick auf den Durchsatz groBler Stoffstrome ausschlielich auf solche Me-

thoden, die fiir den groBtechnischen Mal}stab geeignet sind.

Bei der Auswahl der Lyseverfahren wurden in Hinblick auf den Ersatz verschiedener Kom-

ponenten des Mediums zwei Strategien verfolgt.

Zum einen sollte mit den ersten Versuchen ein moglichst grofer Anteil der langkettigen Zell-
inhaltstoffe wie Proteine und Nukleinsduren durch Reduzierung ihrer Kettenldnge in Losung
gebracht werden. Dazu wurde z. B. mit der Autolyse eine schonende Mdoglichkeit des Auf-
schlusses gewdhlt. Durch sie sollten wichtige Wachstumsfaktoren wie Aminoséuren freige-
setzt werden und Vorstufen fiir Coenzyme und die Coenzyme selbst erhalten bleiben. Da-
durch ergab sich die Mdéglichkeit, das Maisquellwasser als wichtigsten Wuchsstoftlieferanten
im Medium zu ersetzen. Eine entscheidende Rolle beim Abbau der Proteine zu niedermoleku-
laren Bausteinen spielte die zelleigene Protease Subtilisin. Durch die gewéhlten milden Lyse-

bedingungen sollte ihre Aktivitét erhalten bleiben.

Zum anderen sollte mit der alkalischen Hydrolyse ein Verfahren eingesetzt werden, bei dem
durch die Wahl der Lysebedingungen zwar ein Zellaufschluss stattfindet, jedoch ein Abbau
der Proteine nicht eintritt. In der Literatur werden fiir die Lyse von Bakterienzellen unter alka-
lischen Bedingungen (pH = 11,5 - 12,5) bereits 20 - 30 Minuten als ausreichend beschrieben
(Stanbury & Whitaker, 1984; Schiitte & Kula, 1990). Jedoch werden fiir die alkalische Total-
hydrolyse von Proteinen Temperaturen von 110 °C und Haltezeiten von 18 bis 70 Stunden
vorgeschlagen (Kellermann, 1998a). Ergebnisse mit den Gram-negativen Staimmen Klebsiella
planticola und Escherichia coli B-3996 zeigten, dass durch eine alkalische Hydrolyse hohe
Lysegrade bei gleichzeitig hoher Proteinkonzentration erreicht werden konnten. Dies fiihrte
bei der Hitzesterilisation zur Prézipitation der Proteine und damit zu einer unloslichen Stick-
stoffquelle. Dieses soll sich nun in dem hier untersuchten System zu Nutze gemacht werden,
da eine feste Stickstoffquelle fiir die Expression und Sekretion der Protease eine entscheiden-
de Rolle spielt. Es eroffnete sich somit die Moglichkeit, einen Teil der organischen Stick-

stoffquelle (Sojamehl oder Caseinat) zu ersetzen.
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7.2.1 Ermittlung der optimalen Passagenanzahl und des optima-
len Aufschlussdruckes fiir die Bacillus licheniformis-Zellen

bei Verwendung des Hochdruckhomogenisators

Das Ziel dieses Versuches lag in der Ermittlung der optimalen Passagenanzahl und des opti-
malen Aufschlussdruckes flir die Bacillus licheniformis-Zellen bei Ensatz des Hochdruckho-

mogenisators.

Der Aufschluss wurde indirekt {iber den auf die Feststoffkonzentration bezogenen Lysegrad
verfolgt. Es wurde mit einer Biotrockenmassekonzentration von 21,5 g L™ gearbeitet. Abbil-
dung 7.2 zeigt die Verdnderungen des Lysegrades in Abhéngigkeit von der Anzahl der Passa-

gen durch den Hochdruckhomogenisator.
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Abbildung 7.2: Hochdruckaufschluss von Bacillus licheniformis bei unterschiedlichen Auf-

schlussdriicken (Biotrockenmassekonzentration 21,5 g L™)

Der Lysegrad nahm durch in Losung gehen von Zellbestandteilen im gesamten Verlauf zu.
Wie zu erkennen ist, fiihrten wéhrend der ersten Passage hohere Driicke zu hoheren Lysegra-
den (11,5 % bei 200 bar gegeniiber 47,5 % bei 800 bar). Jedoch glichen sich die Ergebnisse

im Druckbereich von 400 bar bis 800 bar mit zunehmender Passagenanzahl an. Nach dem
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dritten Durchlauf kam es im oberen Druckbereich nur noch zu geringen Verdnderungen. Wéh-
rend des Aufschlusses nahm die Viskositit aufgrund von freigesetzten Nukleinsduren deutlich
zu. Zusitzlich konnte eine Klirung der Zellsuspension beobachtet werden. Ein Arbeitsdruck
von 200 bar fiihrte zu keinem effektiven Aufschluss der Zellen (sechs Passagen, Lysegrad
39,3 %).

Fiir zukiinftige Hochdruckaufschliisse wurden zwei Kombinationen gewéhlt: Zum einen eine
Passage bei 800 bar und zum anderen drei Passagen bei 400 bar. Beides fiihrte zu einem Ly-

segrad von etwa 50 %.

7.2.2 Autolyse unter Variation des pH

Mit diesem Versuch sollte geklért werden, ob es moglich ist, die Bacillus licheniformis-Zellen
nur durch thermische Behandlung bei verschiedenen pH-Werten zur Lyse zu veranlassen.
Dabei sollten neben den Proteinen auch langkettige Kohlenhydrate, Lipide und Nukleinsduren
einem enzymatischen Abbau zu kiirzeren Einheiten unterliegen. Es wurden fiinf Schiittelkol-
ben in einem pH-Bereich von 7,0 bis 9,0 untersucht. Die Biotrockenmassekonzentration be-
trug 24,1 g L. Das Temperaturprogramm wurde so gewihlt, dass die Temperatur, ausgehend
von 25 °C, jede Stunde um 5 °C erhoht wurde. Die maximale Temperatur wurde auf 55 °C
festgelegt, da davon ausgegangen wurde, dass hohere Temperaturen zu einer abnehmenden
enzymatischen Aktivitdt fithren und die Gefahr der Denaturierung der Proteine steigt. Durch
das sukzessive Durchlaufen verschiedener Temperaturen sollten die Temperaturoptima vieler

an der Autolyse beteiligter Enzyme erreicht werden.

Abbildung 7.3 und Abbildung 7.4 zeigen die Ergebnisse des Versuches. Bei diesem Lyse-
versuch wurde neben den iiblichen Methoden zur Verfolgung des Lysegrades tliber die Fest-
stoff- und Proteinkonzentration zusétzlich die Verdnderung der optischen Dichte in den

Schiittelkolben bestimmt.
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Abbildung 7.3: Autolyse von Bacillus licheniformis bei verschiedenen Ausgangs-pH-Werten

(Biotrockenmassekonzentration 24,1 g L)

Der Lysegrad nahm in allen Féllen im Verlauf der Zeit zu. In den ersten acht Stunden stieg er
jedoch am deutlichsten auf Werte zwischen 66 % bis 79 %. Eine leichte Tendenz zu h6heren
Lysegraden bei alkalischen pH-Werten war zu erkennen. Nach 24 Stunden wurden Lysegrade
zwischen 86 % und 89 % erreicht. Durch Heranziehen der Daten der optischen Dichte konn-
ten sogar Lysegrade von bis zu 98 % verzeichnet werden. Die Proteinkonzentration in der
fliissigen Phase erreichte zwischen der vierten und fiinften Stunde ihr Maximum. Ab diesem
Zeitpunkt, was einer Temperatur von 45 °C entsprach, tiberwog der Abbau der Proteine bei
gleichzeitig weiter steigendem Lysegrad. Die {iber die ungewaschene Biomasse mit in die
Lyseansitze eingetragene alkalische Protease des Bacillus-Stammes, bei dem es sich um ei-
nen in der Vergangenheit zur industriellen Herstellung der Protease Subtilisin Carlsberg ge-
nutzten Stamm handelte, wird den Abbau der Proteine und damit das Lyseergebnis positiv
beeinflusst haben. Der sich in den ersten acht Stunden deutlich abzeichnende erhohte Ly-
segrad bei einem Ausgangs-pH-Wert von 9,0, konnte nicht in einen hoheren Endlysegrad um-
gesetzt werden. Dieser lag sogar etwas niedriger als die der anderen Ansétze. Ein eindeutiger
Zusammenhang zwischen der Proteinfreisetzung, des maximalen Lysegrades und des Aus-

gangs-pH-Werts lief} sich nicht feststellen.
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Abbildung 7.4: Autolyse von Bacillus licheniformis bei verschiedenen Ausgangs-pH-Werten

(Biotrockenmassekonzentration 24,1 g L)

Durch diesen Versuch konnte gezeigt werden, dass es moglich ist, Bacillus licheniformis-
Zellen unter den gewdhlten Prozessbedingungen effektiv aufzuschlieen und deren Proteine

abzubauen.

7.2.3 Autolyse nach Hochdruckaufschluss unter Variation des

pH - Teilversuch 1

In dem hier betrachteten Fall wurde eine Kombination aus mechanischem Aufschluss (eine
Passage bei 800 bar) und Autolyse gewihlt. Durch den vorangestellten mechanischen Auf-
schluss sollten die autolytisch wirkenden Enzyme der Zelle freigesetzt und damit die Autoly-
se, die als ein sehr langsamer Prozess beschrieben wird (Kelly, 1986), beschleunigt werden.
Es wurden fiinf Schiittelkolben in einem pH-Bereich von 7,0 bis 9,0 untersucht. Die Biotro-
ckenmassekonzentration betrug 30,5 g L. Das Temperaturprogramm entsprach dem in Kapi-

tel 7.2.2 vorgestellten.
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Abbildung 7.5: Autolyse von Bacillus licheniformis bei verschiedenen Ausgangs-pH-Werten

nach einer Passage durch den Hochdruckhomogenisator bei 800 bar (Biotrockenmassekon-

zentration 30,5 g L'l)

Wie zu erwarten nahm der Lysegrad durch den mechanischen Aufschluss auf etwa 48 % zu
(Abbildung 7.5). Dieser Wert wurde bereits bei der Abstimmung der Aufschlussparameter
erzielt (Kapitel 7.2.1). Durch die Zerstorung der Kompartimentierung der Zellen lag die an-
fangliche Proteinkonzentration mit 5,5 g L™ deutlich héher als bei dem vorher vorgestellten
Autolyseversuch intakter Zellen. Nach der pH-Einstellung und Starten des Temperaturpro-
gramms nahm der Lysegrad in vier der fiinf Schiittelkolben zu und die Proteinkonzentration
ab. Die Lysegrade lagen nach acht Stunden mit Werten zwischen 47 % und 67 % zum groBten
Teil niedriger als bei der Autolyse intakter Zellen zum gleichen Zeitpunkt (66 % bis 79 %)
und erreichten nach 24 Stunden Werte zwischen 84 % und 91 %. Der Lyseverlauf bei einem
Ausgangs-pH von 7,0 zeigte ein anderes Bild. Dort konnten Lysegradabnahmen und
-zunahmen beobachtet werden. Der maximale Lysegrad lag dort mit 61 % deutlich niedriger

als bei den anderen Schiittelkolben.

Dieser Versuch offenbarte im Gegensatz zur Autolyse intakter Zellen eine wenn auch nur
geringe pH-Abhéngigkeit der Lyse. Je hoher der pH desto hoher lag der Lysegrad. Jedoch
konnte trotz des vorangestellten Zellaufschlusses weder eine Verbesserung der Lyse-

geschwindigkeit erreicht noch die Lysegrade wesentlich gesteigert werden.
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7.2.4 Autolyse nach Hochdruckaufschluss unter Variation des

pH - Teilversuch 2

Dieser Versuch sollte nochmals kldren, inwieweit ein intensiverer Zellaufschluss die Autolyse

der Bacillus licheniformis-Zellen positiv beeinflusst.

Es wurden nun anstatt einer Passage bei 800 bar drei Passagen bei 400 bar durchgefiihrt. Dies
fiihrte zu einem vergleichbaren Lysegrad von 48 % (Abbildung 7.6). Die freigesetzte Prote-
inkonzentration lag mit 6,9 g L™ jedoch hoher als bei nur einer Passage bei 800 bar. Das
Temperaturprogramm wurde soweit gedndert, dass die einzelnen Temperaturen anstelle von
einer Stunde nur 45 Minuten gehalten wurden. Die Biotrockenmassekonzentration betrug
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Abbildung 7.6: Autolyse von Bacillus licheniformis bei verschiedenen Ausgangs-pH nach
drei Passagen durch den Hochdruckhomogenisator bei 400 bar (Biotrockenmassekonzentrati-

on24,1gL™)

Durch diese Versuchsanordnung konnte die Lysegeschwindigkeit erhoht werden. Nach
6,25 Stunden, was acht Stunden bei den vorherigen Versuchen entsprach, wurden bereits Ly-
segrade zwischen 76 % und 83 % erzielt. Die erreichten Lysegrade nach 24 Stunden lagen

zwischen 84 % und 88 % und waren damit vergleichbar mit denen der beiden vorangegange-
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nen Versuche. Die bereits beobachtete pH-Abhdngigkeit bei einem der Autolyse vorausge-

henden Hochdruckaufschluss bestétigte sich.

7.2.5 Alkalische Hydrolyse ganzer Zellen

In Gegenwart von starken Laugen lassen sich zahlreiche chemische Bindungsarten hydroly-

tisch spalten.

Innerhalb dieses Versuches wurden die Schiittelkolben mit der resuspendierten Biomasse fiir
sechs Stunden in siedendes Wasser (100 °C) gestellt. Eine stiindliche Probennahme sollte den
Verlauf des Aufschlusses aufzeigen. Schon wihrend der Zugabe der Natronlauge kam es
durch die Verseifung der Phospholipide der Zellmembran (Belter et al., 1988) zur Freisetzung
des Cytoplasmainhaltes und damit zur Lyse der Zellen, was durch eine pldtzliche Viskositéts-

zunahme zu beobachten war.

Fiir diesen Lyseversuch wurde im Unterschied zu den bereits vorgestellten Versuchen Bio-
masse aus einer Fermentation auf dem KF-Medium verwendet. Damit gelang auch ein Teil
der nicht verwerteten Bestandteile des Sojamehls, des Caseinats, des Stirkehydrolysats und
des Maisquellwassers in die Lyseansitze. Deshalb wird im Folgenden nicht von Biotrocken-
massekonzentration sondern von der Trockenmassekonzentration gesprochen. Abbildung 7.7
zeigt die Ergebnisse dieses Lyseversuches. Fiinf Hydrolyseansitze fanden unter alkalischen
Bedingungen (pHo=12,5/12,0/11,5/11,0/ 10,5/ 10,0) statt. Die anfangliche Trockenmas-
sekonzentration lag bei 32,4 g L™
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Abbildung 7.7: Alkalische Hydrolyse von Bacillus licheniformis P300 unter Variation des
Ausgangs-pH (Trockenmassekonzentration 32,4 g L)

Innerhalb der ersten Stunde kam es in allen Ansédtzen zu einem sprunghaften Anstieg des Ly-
segrades. Im pH-Bereich zwischen 10,0 und 12,0 waren jedoch nur minimale Unterschiede zu
verzeichnen. Es wurden in diesem Bereich nach einer Stunde Lysegrade zwischen 18 % und
21 % erreicht. Erst ein pH von 12,5 zeigte mit 34 % einen deutlichen hoheren Lysegrad. In
den darauf folgenden fiinf Stunden verbesserte sich der Lysegrad bei einem pH von 12,5 auf
41 %, wohingegen die anderen Ansétze nur geringfligige Verdnderungen aufwiesen. Die Ly-
segrade lagen im Vergleich zu den Ergebnissen die bereits mit den Gram-negativen Stimmen
Klebsiella planticola (maximaler Lysegrad 65 %) und Escherichia coli B-3996 (maximaler
Lysegrad 75 %) erzielt wurden deutlich niedriger. Zum einen kann dies an der starkeren Zell-
wand Gram-positiver Bakterien gelegen haben. Zum anderen tiuschte der nicht durch die Zel-
len verursachte Feststoffanteil in den Lyseansétzen einen niedrigeren Lysegrad vor, indem
dieser Anteil durch die gewihlten alkalischen Bedingungen nicht hydrolysiert wurde. Das
Mikroskopbild zeigte in allen Schiittelkolben eine starke Reduzierung der Zellkonzentration
bis zur vollstindigen Auflosung der Zellen, so dass davon ausgegangen werden konnte, dass
die auf die Zellen bezogenen Lysegrade deutlich hoher ausfielen als die experimentell be-

stimmten.
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Die Proteinkonzentration lag nach dem Resuspendieren der Biomasse und nach der pH-
Einstellung bei 0,15 g L' (Abbildung 7.8). Diese niedrige Konzentration an geldstem Protein
deutete auf eine nur geringe Lyse der Zellen durch den Einfrier- und Auftauprozess hin. Die
iber die Biomasse mit eingetragene Proteinmenge war zu vernachldssigen, da ein Proteingel
zum Zeitpunkt der Zellernte nur wenige schwache Banden zeigte und die Proteinkonzentrati-
on unter 0,8 g L' lag. AuBerdem diirfte die der Biomasse anhaftende Protease ihr iibriges da-
zu beigetragen haben, vorhandene Proteine wihrend des Resuspendierens abzubauen. Die
Protease wird erst durch das Erhitzen auf 100 °C denaturiert worden sein und somit ihre Akti-

vitit verloren haben.
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Abbildung 7.8: Alkalische Hydrolyse von Bacillus licheniformis P300 unter Variation des
Ausgangs-pH (Trockenmassekonzentration 32,4 g L)

Auffillig war die in Blick auf die bereits erzielten Ergebnisse mit zwei Gram-negativen
Stimmen unerwartet niedrige Proteinkonzentration der Lysate von unter 1 g L™\, Entweder
prazipitierten die Proteine wéhrend der Lyse oder sie wurden durch die Protease gespalten,
wobei die Reaktionsbedingungen (pH 12,5 und 100 °C) gegen eine enzymatische Aktivitit
sprachen. Eine weitere Ursache der messbar niedrigen Proteinkonzentration konnte sein, dass
die Proteine alkalihydrolytisch in kleinere Fragmente zerlegt wurden und damit mit dem mo-

difizierten Bradford-Assay nicht mehr nachweisbar waren. Mit dem Bradford Test konnen
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erst Proteine mit einem Molmasse von iiber 3 kDa nachgewiesen werden, so dass entstandene

kleinere Proteine, Oligo- und Dipeptide nicht erfasst wurden.

7.2.6 Zusammenfassende Betrachtung der Lyseversuche

Abbildung 7.9 gibt in grafischer Ubersicht die verschiedenen mit Bacillus licheniformis
durchgefiihrten Lyseversuche im Schiittelkolbenmafistab wieder. Die maximal erreichten Ly-

segrade sind mit in das Schema aufgenommen worden.

Bacillus licheniformis - Suspension

Hochdruckaufschluss Autolyse | Alkalische Hydrolyse
69 % 89 % 41 %
Autolyse Il Autolyse lli
91 % 88 %

Abbildung 7.9: Schiittelkolbenversuche mit Bacillus licheniformis mit Angabe der maximal
erreichten Lysegrade. Die Biomasse fiir die Lyseversuche wurde durch Fermentationen auf
HSG-Medium im Riihrkesselreaktor gewonnen. Fiir die alkalische Hydrolyse wurde Biomas-

se aus einer Fermentation auf KF-Medium genutzt.

Durch eine einfache Autolyse, die durch das sukzessive Durchlaufen verschiedener Tempera-
turen vollzogen wurde, konnte ein Lysegrad von maximal 89 % (Autolyse I) erreicht werden.
Mit der Kombination von Hochdruckaufschluss und Autolyse wurden dhnlich hohe Lysegrade
erzielt. Eine Passage bei 800 bar fiihrte bei anschlieBender Autolyse zu einem maximalen
Lysegrad von 91 % (Autolyse II) und drei Passagen bei 400 bar bei anschlieBender Autolyse
zu einem maximalen Lysegrad von 88 % (Autolyse III). Die Proteinkonzentration konnte in

allen Fillen auf unter 0,5 g L™ gesenkt werden.

Die alkalische Hydrolyse der Bacillus licheniformis-Zellen, die durch Kultivierung auf KF-

Medium gewonnen wurden, fiihrte zu einem maximalen Lysegrad von 41 % und einer Prote-
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inkonzentration von unter 1 g L. Auffillig war die in Blick auf die bereits erzielten Ergeb-
nisse mit zwei Gram-negativen Stimmen unerwartet niedrige Proteinkonzentration der Lysa-
te. Ziel der alkalischen Hydrolyse war es, durch die Wahl der Lysebedingungen zwar einen
Zellaufschluss zu erreichen, jedoch ein Abbau der Proteine zu verhindern. Dadurch sollte sie
wiahrend der Hitzesterilisation prazipitieren und als feste Stickstoffquelle zur Verfiigung ste-

hen.

Im weiteren Verlauf der Arbeiten wurden mit drei der vier vorgestellten Moglichkeiten Lysate
aus Bacillus licheniformis-Biomasse aus Fermentationen auf KF-Medium hergestellt. Diese

sollten dann auf ihre Eignung als Mediumsbestandteil untersucht werden.
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7.3 Kultivierungen auf dem Produktionsmedium

In diesem Kapitel werden die Fermentationen auf dem komplexen Produktionsmedium - im
Folgenden KF-Medium genannt - vorgestellt. Ziel dieser Fermentationen war es, das vorlie-
gende System bestehend aus dem Bacillus licheniformis-Stamm und dem komplexen KF-
Medium zu charakterisieren. Dabei sollten Daten gewonnen werden, die spiter als Ver-

gleichsgrundlage fiir Kultivierungen mit Lysat dienten.

Das KF-Medium (Tabelle 3.6) setzte sich aus komplexen Substraten und anorganischen Sal-

zen zusammen, die unterschiedliche Funktionen wihrend der Kultivierung erfiillten.

Die hydrolysierte Maisstdrke diente als zentrale Kohlenstoffquelle. Stirke besteht aus den
Polysacchariden Amylose und Amylopektin (Baltes, 2000). Wihrend die helixartige gewun-
dene Amylose aus a-1,4-glykosidisch verkniipften Glucoseeinheiten besteht, finden sich im
Amylopektin zusitzlich a-1,6-glykosidische Verkniipfungen, die zu einem verzweigten Auf-
bau des Molekiils fiihren. Die eingesetzte a-Amylase (Novozymes, Termamyl® 120 L, E.C.
3.2.1.1) katalysiert die Spaltung von a-1,4-glykosidischen Bindungen im Inneren des Stirke-
molekiils. Durch die enzymatische Hydrolyse wurden sowohl aus dem Amylopektin als auch
aus der Amylose Zuckerreste unterschiedlicher Kettenldnge freigesetzt. Das erhaltene Spal-
tungsmuster setzte sich aus Glucose, Maltose oder hoherkettigen verzweigten und unver-

zweigten Oligomeren und Polymeren der Glucose zusammen.

Das Natriumcaseinat (aufgeschlossenes bovines Milcheiweil3, Proteingehalt ca. 90 %) und das
Sojamehl (Proteingehalt ca. 52 %) wurden hauptsichlich als organische Stickstoffquelle ge-
nutzt. Beide Substrate spielten durch ihre chemischen Eigenschaften eine entscheidende Rolle
bei der Expression und Sekretion der Protease. Wichtige Faktoren waren die Loslichkeit und
ihr Verhalten bei der Hitzesterilisation. Dadurch, dass ein Anteil der Proteine zu Beginn der
Fermentation nicht gelost vorlag und ein anderer bei der Hitzesterilisation prazipitierte, lag
die Stickstoffquelle auch in fester Form vor. Um wihrend der Kultivierung nicht in eine
Stickstofflimitierung zu geraten, mussten die Zellen Proteasen freisetzen, die die Proteine
abbauten und damit in Losung brachten. Verfahrenstechnisch fiihrte die hohe anfangliche
Proteinkonzentration zu einer sehr starken Schaumbildung, die erst nach Abbau der geldsten

Proteine nachlieB3.
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Das Maisquellwasser diente als Mineralstoff-, Vitamin- und Stickstoffquelle. Das Ammoni-
umdihydrogenphosphat wurde als anorganische Stickstoff- und Phosphorquelle genutzt.

SchlieBlich dienten die weiteren Substanzen als Mineralstoff- und Spurenelementlieferanten.

Der hohe Feststoffanteil des Mediums wurde hauptsidchlich durch die vier komplexen Be-
standteile hervorgerufen. Aullerdem kam es durch die 60-miniitige Hitzesterilisation zu einer
Flockenbildung, die durch die Prézipitation der Proteine des Sojamehls und des Caseinats
verursacht wurde. Wihrend der Kultivierung kam es durch den Abbau der unldslichen Prote-

inprézipitate und der Biomassebildung zu wechselnden Feststoffanteilen.

Zunichst erfolgt die ausfiihrliche Auswertung fiir eine auf dem KF-Medium durchgefiihrte
Kultivierung. Danach wird die Reproduzierbarkeit anhand wichtiger ProzessgroBen durch
Vergleich mit weiteren Fermentationen belegt. Im weiteren Verlauf der Auswertung werden
alle Fermentationen durch ein groBles F mit darauf folgender Zahl abgekiirzt. Die Zahl gibt
dabei die laufende Nummer der durchgefiihrten Fermentation an und ermoglicht eine zwei-

felsfreie Zuordnung der Kultivierung.

Eine wichtige Voraussetzung fiir die Produktion der alkalischen Protease war eine ausrei-
chende Versorgung der Zellen mit Sauerstoff (van Putten et al., 1996; Calik et al., 2000; Calik
et al., 2002). Daher soll zunichst ein kurzer Blick auf den Verlauf der Sauerstoffsittigung
geworfen werden. Abbildung 7.10 zeigt, dass durch die Erhéhung der Riihrerdrehfrequenz
und den voreingestellten Gasvolumenstrom von 8 L min™', eine Sauerstofflimitierung wéhrend
der Kultivierung vermieden werden konnte. Der Sollwert von 60 % wurde zwar unterschrit-
ten, jedoch wurden Werte von unter 50 % nicht erreicht. Der Entwicklung der Zellzahldichte

lasst erkennen, dass der Sauerstoffbedarf in der Phase des Wachstums am hochsten war.
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Abbildung 7.10: Satzweise Fermentation von Bacillus licheniformis P300 auf dem komple-
xen KF-Medium (F116)

Zwischen der achten und sechzehnten Stunde kam es zu einem starken Anstieg der optischen
Dichte (Abbildung 7.11). Deren Verlauf konnte aufgrund des hohen sich im Lauf der Zeit
verdndernden Feststoffanteils des Mediums die tatsdchlichen Verdnderungen der Zelldichte
nicht exakt wiedergeben. Ein erneuter Blick auf Abbildung 7.10 zeigt jedoch, dass die Zell-
zdhlung mittels Thomakammer zu einem dhnlichen Ergebnis fiihrte. Dort konnte die grofte
Zunahme der Zellzahl zwischen der achten und zwanzigsten Stunde beobachtet werden. Die
Zunahmen beider GroBBen gingen mit dem Verbrauch der primiren Kohlenstoffquellen einher.
In den ersten acht Stunden wurde die Glucose, die iiber das Starkehydrolysat ins Medium ein-
gebracht wurde, verstoffwechselt. Die Konzentration der reduzierenden Zucker, als Summe
aller reduzierender Zucker also auch der Glucose, nahm ab der zweiten Stunde ab, sank aber
bis zum Ende der Kultivierung nicht bis auf Null. Der erneute Anstieg der Glucosekonzentra-
tion lie} sich mit dem fortschreitenden Abbau der Stirkebestandteile, der mit der Freisetzung
von Glucose einherging, erkldren. Neben dem Verbrauch der Kohlstoffquelle wihrend des
Wachstums reduzierte sich auch die Konzentration an 16slichem Protein also der organischen

Stickstoffquelle.
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Abbildung 7.11: Satzweise Fermentation von Bacillus licheniformis P300 auf dem komple-
xen KF-Medium (F116)

Die Kohlendioxidkonzentration in der Abluft spiegelte die Vorgénge innerhalb der ersten
zwolf Stunden im Hinblick auf die Verstoffwechselung der Glucose- und Proteinkonzentrati-
on wider. Der Verbrauch der anfinglich vorliegenden Glucosekonzentration nach sieben
Stunden fiihrte zu einem Abfall der Kohlendioxidkonzentration. Der erneute Anstieg und Ab-
fall nach zwolf Stunden korrelierte mit dem Verbrauch der gelosten Proteine. Es zeigte sich,
dass dieser Zusammenhang zwischen CO,-Muster und den beiden Substratkonzentrationen

auch bei den anderen Fermentationen (F117 und F121) auf dem KF-Medium auftrat.

Durch die Zunahme der Zellzahl stieg die Kohlendioxidkonzentration in der Abluft stark an.
Erst nachdem die Zunahme der Zellzahl beendet war, begann der CO,-Aussto3 wieder zu

sinken.
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Abbildung 7.12: Satzweise Fermentation von Bacillus licheniformis P300 auf dem komple-
xen KF-Medium (F116)

Es lieB sich feststellen, dass die Proteaseexpression und -sekretion weitgehend getrennt von
der Wachstumsphase und dem Verbrauch der primédren Kohlenstoffquelle verlief. Zu Beginn
wurde vermutlich nur wenig Protease ins Medium abgegeben, da mit dem Ammoniumdi-
hydrogenphosphat und den gelosten Proteinen eine leicht zu verwertende und ausreichend
vorhandene Stickstoffquelle existierte. Erst nach einer deutlichen Reduzierung der 16slichen
Proteine auf Werte unter 1 g L™ konnte ein nennenswerter Anstieg in der Proteaseaktivitiit
verzeichnet werden (Abbildung 7.12). Dieser zog sich liber die gesamte zweite Hilfte der
Kultivierung hin. Nach Verbrauch der gelosten Proteine machten sich die Zellen durch die
Expression und Sekretion der Protease eine neue Stickstoffquelle, die in Form der prizipitier-
ten Proteine vorlag, verfiigbar. Dadurch wurde eine Stickstofflimitierung verhindert. In dem
Zeitraum der Proteasebildung kam es zu einer geringen Reduzierung der Konzentration an
reduzierenden Zuckern. Sowohl die Zellzahl als auch die optische Dichte sowie die Kohlendi-
oxidkonzentration in der Abluft nahmen wihrend dieser Produktionsphase deutlich ab, wéh-
rend die Sauerstoftkonzentration wieder auf ihren Anfangswert stieg. Bei dem zum Ende der
Fermentation zu erkennenden Anstieg der zu messenden Proteinkonzentration handelte es

sich um die sekretierte Protease.
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Das in Abbildung 7.13 gezeigte Proteingel verdeutlicht die geschilderten Vorgidnge. Die
zweite (Startzeitpunkt) und dritte Bahn (sechs Stunden) zeigen einen hohen Proteingehalt mit
einer breiten Grofenverteilung. Sechs Stunden spéter (t = 12 h) waren kaum noch Proteine zu
erkennen. Dies spiegelte sich auch in der gemessenen niedrigen Proteinkonzentration zu die-
sem Zeitpunkt wider (Abbildung 7.12). Ab der 18. Stunde nahm durch die verstirkte Expres-
sion der Protease und das damit verbundene in Losung gehen von Proteinen die Bandenanzahl
wieder zu. Eine Bande bei 27 kDa trat besonders deutlich hervor. Bei ihr handelte es sich um
die alkalische Protease. Das Molmasse von Subtilisins Carlsberg wird mit 27,3 kDa angege-

ben (Novozymes).

-

S~ 0h weSe6h __12h™“18h - 24n  30h° 36h ™ 40h . 41h

170 kDa
130 kDa

100 kDa

70 kDa g

35 kDa

40 kDa

35 kDa

25 kDa

15 kDa

Abbildung 7.13: Diskontinuierliches SDS-Polyacrylamidgel. Auftragung der feststofffreien
Uberstinde der Kultivierung von Bacillus licheniformis P300 auf KF-Medium (F116) (Bele-
gung: Spur 1: Proteinmarker; Spur 2; 0 h, Spur 3: 6 h, Spur 4: 12 h, Spur 5: 18 h, Spur 6: 24 h,
Spur 7: 30 h, Spur 8: 36 h, Spur 9: 40 h, Spur 10: 41 h)

Bei der am Ende der Kultivierung durch Zentrifugation durchgefiihrten Zellernte wurden ne-
ben der Biomasse auch die festen unverwerteten Bestandteile des Mediums mit abgetrennt. Es
kam zwar zu einer deutlichen Schichtung der verschiedenen Feststofffraktionen, jedoch konn-
te keine vollstdndige Abtrennung der Biomasse von den Reststoffen erreicht werden. Die La-

gerung des Pellets erfolgte bei -20 °C.
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Es wurden zwei weitere Fermentationen auf dem KF-Medium durchgefiihrt und ausgewertet
(F117 und F121). Abbildung 7.14 und Abbildung 7.15 zeigen die Ergebnisse fiir F117 und
Abbildung 7.16 und Abbildung 7.17 fiir F121.
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Abbildung 7.14: Satzweise Fermentation von Bacillus licheniformis P300 auf dem komple-
xen KF-Medium (F117)
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Abbildung 7.15: Satzweise Fermentation von Bacillus licheniformis P300 auf dem komple-
xen KF-Medium (F117)
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Abbildung 7.16: Satzweise Fermentation von Bacillus licheniformis P300 auf dem komple-
xen KF-Medium (F121)
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Abbildung 7.17: Satzweise Fermentation von Bacillus licheniformis P300 auf dem komple-
xen KF-Medium (F121)

Fiir die Kultivierung F121 wurde die Verteilung des Stickstoffs und des Kohlenstoffs zwi-
schen den Phasen im Verlauf der Fermentation bestimmt. Abbildung 7.18 und Abbildung
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7.19 zeigen die Ergebnisse. Wéhrend sich der Stickstoff zwischen den beiden Phasen fest und
fliissig verteilte, konnte der Kohlenstoff auch in Form von Kohlendioxid in die gasformige
Phase tbertreten. Generell zeigte sowohl die Summierung des Stickstoffs als auch die des
Kohlenstoffs zu den verschiedenen Zeitpunkten der Probennahme eine geringe Abweichung

von der anfanglich vorgelegten Masse, was auf eine exakte Bilanzierung schlieBen lie3.

Zunichst werden die Verdanderungen in der Verteilung des Stickstoffs erldutert. Zu Beginn der
Kultivierung lagen ca. 65 % des Stickstoffs in der fliissigen und ca. 35 % in der festen Phase
vor. An diesem Verhiltnis dnderte sich die ersten sechs Stunden nichts. Abbildung 7.17
zeigt, dass in den ersten vier Stunden die geldste Proteinkonzentration um 2 g L anstieg.
Daraus folgt unter Beriicksichtigung des Arbeitsvolumens (5,1 Liter) und des prozentualen
Stickstoffgehaltes von Proteinen (16 %), dass der Stickstoffgehalt in der fliissigen Phase um
etwa 1,6 g hitte zunehmen und in der festen Phase um den gleichen Betrag abnehmen miis-

sen. Jedoch waren solche Verdanderungen nicht zu verzeichnen.

Ab der sechsten Stunde sank der Anteil des Stickstoffs in der festen Phase. Innerhalb dieses
Zeitraums kam es zu einer Zunahme der Zellzahldichte (Abbildung 7.22) und zu einem An-
stieg der Kohlendioxidkonzentration in der Abluft (Abbildung 7.17). Der Wechsel des Stick-
stoffs in die fliissige Phase muss durch das in Losung gehen von stickstoffhaltigen Verbin-
dungen u. a. durch proteolytischen Abbau der prézipitierten Proteine verursacht worden sein.
Da gleichzeitig die Zellzahldichte anstieg und damit ein Teil des Stickstoffs in die Biomasse
integriert wurde, muss der proteolytische Abbau iiberwogen haben. Ab der zehnten Stunde
nahm der Stickstoffgehalt in der fliissigen Phase deutlich ab, dies stand in Ubereinstimmung
mit der starken Zunahme der Zellzahldichte ab diesem Zeitpunkt. Der geldste Stickstoff wur-
de fiir die Biomassebildung bendtigt und wechselte damit in die feste Phase. Die Abnahme
des Stickstoffgehaltes in der fliissigen Phase endete erst nach 22 Stunden. Danach stieg dieser
bis zum Ende der Kultivierung an. Die Ursache fiir diese Entwicklungen lag in der Expression
und Sekretion der Protease. Diese begann vermutlich bereits ab der sechsten Stunde (experi-
mentell nachgewiesen erst nach 14 Stunden) und fiihrte dazu, dass stickstofthaltige Verbin-
dungen in Losung gingen. Da zu Beginn das Zellwachstum dominierte und die Proteaseaktivi-
tit noch gering war, sank - in der Summe - der Stickstoffgehalt in der fliissigen Phase, obwohl
durch den enzymatischen Abbau laufend Stickstoff in Losung gegangen war. Mit der Zeit
sank die Abnahme des Stickstoffgehaltes in der fliissigen Phase durch Verlangsamung des

Wachstums und einer erhohten Proteaseaktivitdt im Medium. Nach 22 Stunden, nachdem die
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Zellzahldichte ihr Maximum erreicht hatte, also der Bedarf an stickstofthaltigen Verbindun-
gen zu sinken begann, kehrte sich der Trend um und die hohe Proteaseaktivitit fiihrte zu ei-
nem Anstieg des geldsten Stickstoffs. Bis zum Ende der Fermentation nahm darauthin der
Stickstoffgehalt in der fliissigen Phase zu und parallel dazu in der festen Phase ab. Die Protea-
se setzte weiterhin Stickstoff aus den festen Quellen frei, dieser wurde aber nicht mehr voll-
standig durch die Zellen aufgenommen. Der Anstieg des Stickstoffgehaltes in der fliissigen
Phase wurde zum Teil auch durch die Protease selbst verursacht. AuBlerdem trug die zuneh-

mende Zelllyse ihren Teil dazu bei.
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Abbildung 7.18: Verteilung des Stickstoffs wihrend der Kultivierung von Bacillus licheni-
formis P300 auf KF-Medium (F121)

Die Verdnderungen in der Verteilung des Kohlenstoffs zeigen Abbildung 7.19. Die Abnahme
des Kohlenstoffs in der fliissigen Phase stand in Ubereinstimmung mit der abnehmenden
Konzentration der Hauptkohlenstoffquelle Stirke. Durch das Wachstum der Zellen wurde ein
Teil des Kohlenstoffs in Form von Kohlendioxid aus dem Reaktor entfernt. Der Anstieg des
Kohlenstoffs in der festen Phase bis zur 22. Stunde zeigt die steigende Biomassekonzentration
an. Dem Anstieg entgegen wirkte mit steigender Proteaseaktivitdt der zunehmende Abbau des
Sojamehls und des Caseinats. Ab der 22. Stunde sank der Kohlenstoffgehalt in der festen Pha-
se. Die Ursache hierfiir war zum einen der enzymatische Abbau der festen organischen Stick-

stoffquellen (Caseinat und Sojamehl) und Kohlenstoffquellen (reduzierende Zucker) und zum
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anderen die beginnende Zelllyse. Beide Griinde miissten im Gegenzug den Kohlenstoffgehalt
in der fliissigen Phase erhohen. Jedoch bendtigten die Zellen zur Deckung ihres Erhaltungs-
stoffwechsels und der Proteaseexpression und -sekretion weiterhin Substrate, was sich z. B.
an der leicht abnehmenden Konzentration reduzierender Zucker zeigte. Auch {iber die Abluft
ging Kohlenstoff in Form von Kohlendioxid aus der fliissigen Phase verloren. Ab der 22.
Stunde wurde also insgesamt eine Art stationdrer Zustand erreicht, so dass trotz abnehmenden
Kohlenstoffgehaltes in der festen Phase, der Kohlenstoffgehalt in der fliissigen Phase konstant
blieb.
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Abbildung 7.19: Verteilung des Kohlenstoffs wahrend der Kultivierung von Bacillus licheni-
formis P300 auf KF-Medium (F121)

Abbildung 7.20 zeigen den Verlauf der Kohlendioxidkonzentration in der Abluft fiir die drei
vorgestellten Kultivierungen. Auffallend war der starke Unterschied im maximalen Kohlendi-
oxidausstof3, der sich zwischen F116 und F117 am stirksten bemerkbar machte. Der Grund
lag in einer fehlerhaften Gasvolumenstromregelung, so dass die volumenbezogene Kohlendi-
oxidkonzentration bei einem im Vergleich zu den anderen Fermentationen niedrigeren Gasvo-
lumenstrom zu hoch ausfiel. Zusétzlich fiel die Datenaufzeichnung fiir mehrere Stunden aus.
Trotz des zu geringen Gasvolumenstroms kam es jedoch wéhrend F117 zu keiner Sauerstoft-

limitierung (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 7.20: Satzweise Fermentation von Bacillus licheniformis P300 auf dem komple-
xen KF-Medium

—0—F116V_=475L —m—

7700 —©0—F117V_=525L —@— - 3,00E+011
1—2—F121 V =510L —A— i
7000 - 2,70E+011
E éfﬂ‘é%\ ]
— 6300 - ® 1 2.40e4011
2. i Zellen/ P ) ! )
% ] rotease -1 '_I
g 5600 | 4 210E+011 E
g A/O/ ] =
o 4900 g
© | - 1,80E+011
T 42004 ] =
2 1 | LS0E+011 2
< 3500 | S
Q 1 0 4 1,20e+011 T
& 28004 / 14 | <
2 1 a 9,00E+010 N
9 2100 ' T
o | A 1 N
1400 ] / J -{ 6,00E+010
700 /2/8/ 4 3,00E+010
| B |
0 — T - 1 T 1 1T 1T T 1T 1T 71T 1 0,00E+000

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48
Fermentationszeit t [h]

Abbildung 7.21: Satzweise Fermentation von Bacillus licheniformis P300 auf dem komple-
xen KF-Medium

Die Zellzahldichte und die absolute Proteaseaktivitit als wichtigste Prozessgrofe sind in Ab-

bildung 7.21 angegeben. Zur besseren Vergleichbarkeit wurde die absolute Proteaseaktivitét
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aufgetragen. Die erreichten Aktivititen lagen zwischen 6680 U und 6960 U (Tabelle 7.2).
Dadurch, dass die Zeitpunkte der maximalen Proteaseaktivitit durch unterschiedliche Adapti-

onsphasen variierten, fielen auch die Produktivititen teilweise unterschiedlich aus.

Tabelle 7.2: Maximal erreichte Proteaseaktivitdt und Produktivitit bei der satzweisen Fer-

mentation von Bacillus licheniformis P300 auf dem komplexen KF-Medium

Zeitpunkt der maximalen | Proteaseaktivitdt | Produktivitét
Fermentation Proteaseaktivitit t AProtease P
-1
[h] [U] [Uh']
Fl16 32 6960 217,5
F117 40 6680 167,0
F121 38 6690 176,1
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7.4  Bilanzierungen fiir die Fermentationen von Bacillus liche-

niformis P300 auf dem KF-Medium

Das Ziel der Bilanzierung lag darin, die Verteilung des Kohlenstoffs und Stickstoffs zu Be-
ginn der Fermentation und zum Zeitpunkt der Zellernte festzustellen. Dadurch sollte auch eine

Vergleichsmoglichkeit fiir die spiteren Fermentationen mit Lysat geschaffen werden.

Der Kohlenstoftbilanzierung lag die Annahme zu Grunde, dass sich der zu Beginn der Kulti-
vierung vorliegende Kohlenstoff anteilig aus dem der hydrolysierten Stirke, dem des Casei-
nats, dem des Sojamehls und dem des Maisquellwassers zusammensetzte. Am Kultivierungs-
ende befand sich der Kohlenstoff entweder in der Biomasse, in Form der Protease in der fliis-
sigen Phase oder er war dem Fermenter {iber die Abluft in Form von Kohlendioxid entwichen.
Aullerdem lag ein Teil des Kohlenstoffes als unverwerteter Rest (feste und fliissige Phase)
oder als Stoffwechselendprodukt (fliissige Phase) im Medium vor. Nachfolgende Gleichung

verdeutlicht den Sachverhalt:

mc, sa T Mc, cas T Mc, sm + Mc, Mow =

mc, co2 + ’InC X + MC, Rest. s‘+ ‘mC, Rest, 1 + Mc, SEp + mc, ProJ

feste Phase fliissige Phase

Der zum Startzeitpunkt vorliegende Stickstoff setzte sich anteilig aus dem des Ammoniumdi-
hydrogenphosphats, dem des Sojamehls, dem des Caseinats und dem des Maisquellwassers
zusammen. Der Stickstoff verteilte sich am Ende der Kultivierung auf die gebildete Biomasse,
auf die Protease, auf Stoffwechselendprodukte (fliissige Phase) und auf nicht verwertbare
stickstoffhaltige Verbindungen (feste und fliissige Phase). Dadurch, dass dem Fermenter kein
Stickstoff liber die Abluft entzogen wurde, vereinfachte sich die Gleichung zu folgendem

Ausdruck:

MmN, Apap T My, sM + MK, cas + MN, MW =2

‘mN X T MN; Rest s‘ + |IIlN, Rest, 1 T NN, sgp T My ProJ
feste Phase fliissige Phase

Innerhalb der Phasen fest und fliissig wurde weder bei der Betrachtung des Kohlenstoffs noch

bei der des Stickstoffs eine Differenzierung zwischen Biomasse und dem festen Restanteil
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(Restanteil Medium, fest) sowie zwischen Stoffwechselendprodukten, Protease und dem ge-

16stem Restanteil im Medium (Restanteil Medium, fliissig) vorgenommen.

Fiir die Bestimmung der Kohlenstoff- und Stickstoffmassen in der Kultivierungssuspension
wurden je zwei Proben direkt vor dem Animpfen und zum Zeitpunkt der Zellernte entnom-
men und durch Zentrifugation geklért. Bei den Proben sind sowohl im Pellet (Biomasse und
Restanteil Medium, fest) als auch im Uberstand (Stoffwechselendprodukte, Protease und
Restanteil Medium, fliissig) der Gehalt bestimmt worden. Die Uberstinde wurden fiir die
Analyse gefriergetrocknet. Die Trocknung der Zellpellets erfolgte hingegen bei 60 °C im Va-

kuumtrockenschrank.

Die Bilanzierung erfolgt nun fiir drei auf dem komplexen KF-Medium durchgefiihrten Fer-

mentationen.

Startbedingungen (t = 0 h) fiir die Kultivierung von Bacillus licheniformis

P300 auf dem komplexen KF-Medium in einem Riihrkesselreaktor

Rechnerisch ergaben sich fiir den Kohlenstoff bei einem Arbeitsvolumen von 4 L folgende

Startbedingungen:

Einwaage Caseinat :104,0 g Einwaage Sojamehl :76,0 g
Anteil Kohlenstoff  : 49,6 % Anteil Kohlenstoff 1432 %
Masse Kohlenstoff :51,6 g Masse Kohlenstoff 1328 ¢g
Einwaage Stirke :360,0 g Einwaage Maisquellwasser :28,0 g
Anteil Kohlenstoff  : 40,0 % Anteil Kohlenstoff : 40,7 %
Masse Kohlenstoff :144,0 g Masse Kohlenstoff :5,7¢

Da es sich bei dem Maisquellwasser um eine Suspension handelte, wurde bei der Berechnung
des Kohlenstoff- und Stickstoffgehaltes dessen Feststoffkonzentration beriicksichtigt. Der

Kohlenstoff- und Stickstoffgehalt der Substrate wurde durch Elementaranalyse gewonnen.

Theoretisch befanden sich damit 234,1 g Kohlenstoff vor dem Animpfen im Fermenter. Die-

ser Wert wurde analytisch tiberpriift. Tabelle 7.3 zeigt die Ergebnisse.
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Tabelle 7.3: Theoretische und analytisch ermittelte Kohlenstoffmasse (absolut und relativ)

vor dem Animpfen bei der satzweisen Kultivierung von Bacillus licheniformis P300 auf dem

komplexen KF-Medium und einem Arbeitsvolumen von 4 L

Fermentation F116 F117 F121
Kohlenstoff, analytisch ( 12(;‘;"’32 "i ) (32?5’6 O/f) (29?3?6,9 (y%)
- davon Kohlenstoff im Uberstand (%316}7’8‘;5) (3331’6 <y§) (51,75’7 (;:’)
- davon Kohlenstoff im Pellet ( 13 32, ’34 (i ¢ 12(;1,,89 Oi )¢ 13 3:22 (i |
Kohlenstoff, rechnerisch (2130 % 10 Ag)

Differenz (analytisch - rechnerisch) (11(,)2’10/5) (_'13”55 (i ) (_'if oi |

Wie aus Tabelle 7.3 ersichtlich, zeigte der Vergleich der analytisch und rechnerisch ermittel-
ten Werte eine gute Ubereinstimmung. AuBerdem geht aus ihr hervor, dass der grofte Anteil
des Kohlenstoffs mit Werten zwischen 84,5 % und 89,2 % in geldster Form und nur ein klei-

ner Teil in der festen Phase vorlag.

Nach der Betrachtung des Kohlenstoffs soll nun ein Blick auf den Stickstoff geworfen wer-
den. Die Auswertung erfolgte analog zu der des Kohlenstoffs. Rechnerisch ergaben sich fiir

den Stickstoff bei einem Arbeitsvolumen von 4 L folgende Startbedingungen:

Einwaage Caseinat :104,0 g Einwaage Sojamehl :76,0 g
Anteil Stickstoff 1 14,4 % Anteil Stickstoff 18,1 %
Masse Stickstoff :150¢g Masse Stickstoff 16,2 ¢

Einwaage Maisquellwasser :28,0 g Einwaage Ammoniumdihydrogenphosphat: 2,0 g
Anteil Stickstoff :10,2 % Anteil Stickstoff 0 12,2 %
Masse Stickstoff 14 g Masse Stickstoff 10,24 ¢

Theoretisch befanden sich 22,8 g Stickstoff vor dem Animpfen im Fermenter. Dieser Wert

wurde analytisch wie bereits fiir den Kohlenstoff iiberpriift. Tabelle 7.4 zeigt die Ergebnisse.
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Tabelle 7.4: Theoretische und analytisch ermittelte Stickstoffmasse (absolut und relativ) vor

dem Animpfen bei der satzweisen Kultivierung von Bacillus licheniformis P300 auf dem

komplexen KF-Medium und einem Arbeitsvolumen von 4 L

Fermentation F116 F117 F121
Stickstoff, analytisch (1%;;”17 %IA)) (92 R ’28 "i ) (8179, ’39 (i )
- davon Stickstoff im Uberstand (7107’ ’50 (i ) (7125,,61 (i ) (61 i ’89 (i )
- davon Stickstoff im Pellet (22’,; %/0) (257”1 {i)) (3752(2) i))
Stickstoff, rechnerisch (%(2)68(;%) )

Differenz (analytisch - rechnerisch) ( 51,’33 (i ) (-_82, ’g (i (- 12197 %@

Auch die Stickstoffbilanzierung offenbarte eine nur geringe Abweichung zwischen theoreti-
scher und analytisch nachgewiesener Masse. Im Gegensatz zum Kohlenstoff lag zu Beginn

ein deutlich hoherer Stickstoffanteil in fester Form vor (Tabelle 7.4).

Bedingungen fiir die Kultivierung von Bacillus licheniformis P300 auf dem
komplexen KF-Medium in einem Riihrkesselreaktor zum Zeitpunkt der

Zellernte (t = ty,y)

Am Ende der Kultivierungen wurden der Kohlenstoff- und Stickstoffgehalt in den beiden
nach der Zentrifugation erhaltenen Fraktionen (fliissig und fest) bestimmt. Aulerdem wurde
iber das CO;-Signal die Menge an Kohlenstoff berechnet, die wihrend der Kultivierung liber
die Abluft entwich.

Tabelle 7.5 zeigt die Ergebnisse. Die in Klammern gesetzten Prozentangaben beziehen sich

auf die anfdnglich analytisch ermittelten Kohlenstoffmassen (Tabelle 7.3) jeder Fermentation.

Es zeigte sich, dass zwischen 25,3 % und 26,1 % des anfianglich im Medium vorliegenden
Kohlenstoffs sich im Uberstand wiederfand. Zwei Quellen fiir diesen Kohlenstoff lieBen sich
eindeutig bestimmen. Zum einen handelte es sich um die reduzierenden Zucker, die am Ende

der Kultivierung nicht vollstdndig verstoffwechselt wurden und zum anderen um die Protease.
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Das bereits in Kapitel 7.3 dargestellte SDS-Gel lieB am Ende der Kultivierung nur sehr
schwache Proteinbanden erkennen, so dass diese Gruppe an Biomolekiilen nur eine unterge-

ordnete Rolle spielte.

Ein erneuter Blick auf die Verteilung des Kohlenstoffs zeigt, dass zwischen 25,1 % und
25,6 % des Kohlenstoffs im Pellet vorlag. Dabei handelte es sich um die gebildete Biomasse
und die nicht verwerteten Reste des Mediums (Reste der Starke, des Sojamehls, des Caseinats

und Maisquellwassers).

Die Bilanzierung des Kohlenstoffs in der Abluft lie erkennen, dass ca. 50 % des urspriingli-
chen Kohlenstoffs den Fermenter in Form von Kohlendioxid entwich. Da der Gasvolumen-
strom wihrend der Fermentation mit der Nummer F117 aufgrund einer fehlerhaften Regelung
niedriger ausfiel als die geforderten 8 L min™, fiihrte die Berechnung der Kohlenstoffmasse

zu falschen Ergebnissen, so dass die Auswertung leider unvollstidndig bleiben musste.

Die Summierung des Kohlenstoffs fiihrte bei Fermentation F116 zu einer sehr geringen Ab-

weichung.

Tabelle 7.5: Verteilung des Kohlenstoffs zum Zeitpunkt der Zellernte bei der satzweisen Kul-
tivierung von Bacillus licheniformis P300 auf dem komplexen KF-Medium und einem Ar-
beitsvolumen von 4 L. Die in Klammern gesetzten Prozentangaben beziehen sich auf die an-

fanglich analytisch ermittelten Kohlenstoffmassen aus Tabelle 7.3

Fermentation F116 F117 F121

- 619¢ 60,2 g 728 g

Kohlenstoff, Uberstand (25.3 %) (26,1 %) (31.5 %)
62,6 g 579 ¢ 42,7 g

Kohlenstoff, Pellet (25.6 %) (25.1 %) (18,5 %)
.. 1198 g 250,6 g 1310 g

Kohlendioxid Abluft (49.1 %) (108,7 %) (56,7 %)
. 2443 ¢ 368,79 246,5 g

Summe C, analytisch (100 %) (159,9 %) (106.8 %)
Differenz zur vorgelegten Masse 0,1g 138,1¢ 156 g
zum Startzeitpunkt (Ende - Anfang) (0 %) (59,9 %) (6,8 %)
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Die Ergebnisse der Bilanzierung des Stickstoffs zeigen Tabelle 7.6. Die in Klammern gesetz-
ten Prozentangaben beziehen sich auf die anfanglich analytisch ermittelten Stickstoffmassen

(Tabelle 7.4) jeder Fermentation.

Tabelle 7.6: Verteilung des Stickstoffs zum Zeitpunkt der Zellernte bei der satzweisen Kulti-
vierung von Bacillus licheniformis P300 auf dem komplexen KF-Medium und einem Arbeits-
volumen von 4 L. Die in Klammern gesetzten Prozentangaben beziehen sich auf die anfing-

lich analytisch ermittelten Stickstoffmassen aus Tabelle 7.4

Fermentation F116 F117 F121
) . 11,4 11,9 11,9
Stickstoff, Uberstand (473 (i) (57.1 (i) (59.8 (i)
. 75¢g 74 ¢g 6,5¢g
Stickstoff, Pellet (1.1 %) (35.6 %) (32,7 %)
, 189 ¢ 193¢ 18,4 g
Summe N, analytisch (78.4 %) (92,7 %) (92,5 %)
Differenz zur vorgelegten Masse 52¢g -1,5¢g -1,5¢g
zum Startzeitpunkt (Ende - Anfang) | (-21,6 %) (-7,3 %) (-7,5 %)

Zwischen 49,4 % und 57,1 % des Stickstoffs befanden sich zum Zeitpunkt der Zellernte in der
fliissigen Fraktion der Suspension. Die Protease konnte hier als Quelle genannt werden. In der
festen Phase lagen zwischen 32,5 % und 35,6 % vor. Hier handelte es sich hauptsichlich um
die Biomasse und die nicht verwerteten Bestandteile des Sojamehl und des Caseinats. Bei der
Summierung ergab sich bei F116 eine grole Abweichung vom Anfangswert. Hier wird es

sich wahrscheinlich um Analysefehler gehandelt haben.

Fazit

Durch die Bilanzierungen konnte der Weg des Kohlenstoffs und Stickstoffs wihrend der
satzweisen Kultivierung von Bacillus licheniformis P300 auf dem komplexen KF-Medium

nachgezeichnet werden.

Abbildung 7.22 zeigt in der graphischen Darstellung die Quelle und die Verteilung des Koh-
lenstoffs und Stickstoffs zu Beginn der Kultivierung. Angegeben sind die arithmetischen Mit-
telwerte aus den drei ausgewerteten Fermentationen. Der zu Beginn vorgelegte Kohlenstoff

(235,2 g) lag zu 12,8 % in der festen Phase und zu 87,2 % in der fliissigen Phase vor. Quellen
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des Kohlenstoffs waren die Maisstirke (61,2 %), das Natriumcaseinat (21,9 %), das Sojamehl
(13,9 %) und das Maisquellwasser (2,4 %). Die anfanglich vorgelegten 21,6 g Stickstoff ver-
teilten sich zu 30,7 % in der festen und zu 69,5 % in der fliissigen Phase. Dazu trugen das
Caseinat mit 69,0 %, das Sojamehl mit 28,7 %, das Maisquellwasser mit 6,5 % und das Am-

moniumdihydrogenphosphat mit 1,1 % bei.

Il Kohlenstoff in fester Phase I Na-Caseinat
I Kohlenstoff in flissiger Phase I Maisquellwasser
[ Sojamehl

Il Maisstarke

87,2 %

13,9%

12,8 %

I Stickstoff in fester Phase I Maisquellwasser
I Stickstoff in fliissiger Phase [ SOJamel_wI A
[0 Ammoniumdihydrogenphosphat

69,5 % I Na-Caseinat 69,0 %

11%

6,5 %

30,7 % 28,7 %

Abbildung 7.22: Verteilung des Kohlenstoffs und des Stickstoffs zu Beginn bei der Kultivie-
rung von Bacillus licheniformis P300 auf dem komplexen KF-Medium in einem Riihrkessel-

reaktor

Abbildung 7.23 zeigt die Verteilung fiir den Kohlenstoff und Stickstoff zum Zeitpunkt der
Zellernte. Am Ende der Fermentation fand sich der Kohlenstoff zu 23,1 % in der festen Phase,
zu 27,6 % in der fliissigen Phase und zu 52,9 % in der Abluft. Der Stickstoff lag zu 58,4 % in

der fliissigen Phase und zu 34,2 % in der festen Phase vor.
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I Kohlenstoff in Abluft
I Kohlenstoff in fliissige Phase
[ Kohlenstoff in fester Phase

52,9 %

27,6 %

23,1%

I Stickstoff in fester Phase
I Stickstoff in fliissiger Phase

58,4 %

342 %

Abbildung 7.23: Verteilung des Kohlenstoffs und des Stickstoffs zum Zeitpunkt der Zellernte

bei der Kultivierung von Bacillus licheniformis P300 auf dem komplexen KF-Medium in ei-

nem Rihrkesselreaktor
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7.5 Lysatherstellung und -analytik

Die in diesem Kapitel gemachten Aussagen zeigen die Ergebnisse der Charakterisierung der
Lysate fiir die Kultivierungen. Gewonnen wurden die Lysate durch unterschiedliche Verfah-
ren. Tabelle 7.7 gibt einen Uberblick iiber die Herkunft der eingesetzten Biomasse, die Art
der Lyse und die Nummer der Fermentation, in der das Lysat eingesetzt worden ist. Aul3er-
dem wird angegeben, welcher Teil des Mediums durch das jeweilige Lysat ersetzt wurde und

ob eine fest-fliissig Trennung nach der Lyse erfolgte.

Tabelle 7.7: Ubersicht iiber die Herkunft der fiir die Lysatherstellung herangezogenen Bio-
masse, die Art der Lyse, die Angabe der Fermentation, in der das Lysat als Medienbestandteil
eingesetzt wurde, die Angabe der ersetzen Komponente im Medium und die Angabe, ob eine

fest-fliissig Trennung durchgefiihrt wurde

Quelle Einsatz | Ersatzin4 L | fest-fliissig
Lysat Art der Lyse Lysat KF-Medium Trennung
Ersatz der Hilfte .
F114 | Autolyse F118 des Sojamehls ja
F116 Hochdruckaufschluss plus Autolyse F119 Ersatz der Hilfte o
(3 Passagen bei 400 bar) des Sojamehls ]
Hochdruckaufschluss plus Autolyse Ersatz des .
Fl7 (3 Passagen bei 400 bar) F120 Maisquellwassers Ja
F121 | Alkalische Hydrolyse F122 Ersatz der Halfte nein

des Sojamehls

Im Gegensatz zu den Lyseversuchen im SchiittelkolbenmafBstab (Kapitel 7.2), bei denen bis
auf eine Ausnahme Biomasse aus Kultivierungen auf HSG-Medium eingesetzt wurde, kam
nun fiir die Lysatherstellung Biomasse aus Kultivierungen auf dem komplexen KF-Medium
zum Einsatz. Wie bereits in Kapitel 7.3 angesprochen, wurde bei der am Ende der Kultivie-
rung durchgefiihrten Zellernte neben der Biomasse auch ein Teil der festen unverwerteten
Bestandteile des Mediums mit abgetrennt. Sie gelangten so nach dem Resuspendieren des
Pellets mit in die Lyseansdtze und nahmen an dem jeweiligen Lyseverfahren teil. Deshalb
wird im Folgenden wieder nicht von Biotrockenmassekonzentration sondern von der Tro-
ckenmassekonzentration gesprochen. Nach beendeter Lyse wurden jedoch im Rahmen der
fest-fliissig Trennung nicht in Losung gegangene Bestandteile mit abgetrennt, so dass ein kla-

res Lysat erhalten wurde, welches dann als Medienbestandteil genutzt wurde. Eine Ausnahme
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stellte die Lysatherstellung durch alkalische Hydrolyse dar: hier wurde nach der Lyse keine

Separation vorgenommen und der gesamte Lyseansatz dem Medium hinzugegeben.

Die eingesetzten Trockenmassen fiir die Lyse betrugen fiir Kultivierung F118 39,7 g L™, fiir

Kultivierung F119 37,0 g L' und fiir Kultivierung F120 35,0 g L™".

Abbildung 7.24 zeigt den Lysegrad und die Proteinkonzentration fiir die Autolyse und fiir die
beiden Autolysen nach einem mechanischen Aufschluss als Funktion der Zeit. Ziel der drei

Lysen war es einen moglichst groBen Anteil der Zellinhaltsstoffe in Losung zu bringen.
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Abbildung 7.24: Autolyse von Bacillus licheniformis-Zellen mit (drei Passagen 400 bar) und

ohne Hochdruckaufschluss

Die erreichten Lysegrade lagen fiir die Autolyse nach 24 Stunden bei 42,5 % und fiir die Au-
tolyse mit einem vorgeschalteten Aufschluss (drei Passagen 400 bar) bei 42,5 % und 48,7 %.
Die bei Verwendung von Biomasse auf HSG-Medium erzielten Lysegrade lagen fiir die Auto-
lyse bei maximal 89 % und bei der Kombination mit einem Hochdruckaufschluss bei maximal
88 %. Die Unterschiede lieBen sich wie bereits in Kapitel 7.2.5 angesprochen, mit den un-
verwerteten Bestandteilen des Mediums, die sich durch die alkalische Hydrolyse nicht lysie-

ren lieBen und somit nicht in Losung gingen, erklidren. Die mikroskopische Betrachtung der
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Lyseansitze zeigte eine deutliche Reduzierung der Zellzahl, so dass der auf die Zellen bezo-

gene Lysegrad hoher liegen musste.

Das Lysat fiir die Fermentation F122 wurde durch alkalische Hydrolyse gewonnen. Dazu
wurde das Pellet nach dem Resuspendieren (Trockenmassekonzentration 31,9 g L™) und der
pH-Einstellung auf 12,5 fiir eine Stunde bei 100 °C inkubiert. Nach der Haltezeit wurde das
Lysat im Ganzen dem Fermenter als Medienbestandteil hinzugegeben. Der Lysegrad betrug
42,4 % und die Proteinkonzentration lag bei 0,9 g L™'. Beide Werte bestitigten somit die Er-

gebnisse der Schiittelkolbenversuche.

Tabelle 7.8 und Tabelle 7.9 geben die Ergebnisse der Analysen wieder. In der ersten Spalte
,Fermentation® ist angegeben fiir welche Fermentation das Lysat eingesetzt wurde. Das Vo-
lumen der Lysate sowie der Lysegrad, der durch die Lyse erzielt werden konnte, finden sich

in der zweiten und dritten Spalte.

Die Feststoffkonzentrationen lagen zwischen 31,9 - 37,0 g L™ und die Lysatvolumina zwi-
schen 0,67 - 1,00 L. Die unterschiedlichen Feststoftkonzentrationen ergaben sich aus den ver-
schiedenen Mengen an eingesetzter Biofeuchtmasse, den ihnen anhaftenden Restmediumsbe-

standteilen und den unterschiedlichen Lysegraden.

Tabelle 7.8: Ergebnisse der Lysatcharakterisierung (Teil 1). Die Lysate wurden aus Bacillus

licheniformis-Biomasse gewonnen

Feststoff- DNA-Gehalt des
. Lysatvolumen| Lysegrad L : .
Fermentation v L] (%] konzentration | Feststoffanteils
bysat ’ plgL'] xpna [%TS]
F118 1,0 42,5 32,2 0,28
F119 1,0 48,7 37,0 0,45
F120 1,0 42,5 33,6 0,34
F122 0,67 5,9 31,9 0,32
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Tabelle 7.9: Ergebnisse der Lysatcharakterisierung (Teil 2). Die Lysate wurden aus Bacillus

licheniformis-Biomasse gewonnen

Kohlenstoft- Stickstoft- . .
Protein- Aminosduregehalt
. gehalt des gehalt des .
Fermentation . . konzentration XAS
Feststoffanteils | Feststoffanteils [ L'l] [%TS]

xc [%TS] xx [%TS] prle °

F118 38,7 9,1 0,28 (0,87 %TS) 30,1

F119 43,4 6,7 0,45 (1,22 %TS) 18,5

F120 42,5 6,8 0,34 (1,01 %TS) 18,1

F122 38,2 8,5 0,90 (2,82 %TS) 20,4
Sojamehl 432 8,1 - -
Na-Caseinat 49,6 14,4 - -
Maisstarke 40,0 0,1 - -
Maisquellwasser 40,7 10,2 - -

Der DNA-Gehalt der Lysate lag zwischen 0,28 - 0,45 %TS. Der durchschnittliche DNA-
Gehalt einer Bakterienzelle wird mit 3 - 4 %TS angegeben (Storhas, 2003; Schlegel, 1992).
Daraus folgt, dass ein GrofBteil der genomischen DNA der Zellen wéihrend der Lyse degradiert
oder im Falle der alkalischen Hydrolyse ausgefillt wurde. Dies konnte zum einen durch die
Scherbeanspruchung im Aufschlussventil des Hochdruckhomogenisators oder durch einen
enzymatischen Abbau wihrend der Autolyse verursacht worden sein. Bei der alkalischen
Hydrolyse der Zellen deutete der geringe Gehalt an genomischer DNA auf eine Prézipitation

hin, da unter basischen Bedingungen im Vergleich zur RNA keine Fragmentierung auftritt.

Der Kohlenstoff- und Stickstoffgehalt der Bacillus licheniformis-Lysate lag zwischen 38,2 -
43,4 %TS bzw. zwischen 6,7 - 9,1 %TS. Im Vergleich zu den spéter zu ersetzenden Kompo-
nenten Sojamehl und Maisquellwasser wiesen die Lysate damit eine sehr dhnliche Zusam-

mensetzung in Bezug auf den Kohlenstoff und Stickstoff auf.

Die Proteinkonzentration der Lysate lag aufgrund des verwendeten Subtilisin-Produzenten

erwartungsgeméif niedrig.
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Die Ergebnisse der Aminosdurenanalytik sind in Abbildung 7.25 und Abbildung 7.26 darge-
stellt. Da es sich bei der Aminosdure L-Prolin um ein sekundires Amin handelt, kann es mit
der gewihlten Methode zur Vorsdulenderivatisierung nicht nachgewiesen werden. Die Reak-
tion der Aminosdure L-Cystein mit 0-Phthaldialdehyd fiihrt hingegen zu sehr schwach fluo-

reszierenden Derivaten, die quantitativ nicht detektierbar sind (Biintemeyer, 2000).
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Abbildung 7.25: Ergebnisse der Aminosdureanalytik der Bacillus licheniformis-Lysate
(Teil 1). Angegeben sind die Gehalte der Aminoséduren in Prozent des Trockenstoffs: Asp:
Asparaginsdure; Glu: Glutaminsdure; Asn: Asparagin; Ser: Serin; Gln: Glutamin; His: Histi-

din; Gly: Glycin; Thr: Threonin; Arg: Arginin

Die Summierung der Aminosduregehalte ergab, dass beim durch Autolyse gewonnenen Lysat
30,1 % des Trockenstoffs aus Aminosduren bestand. Durch den Hochdruckaufschluss mit
anschlieBender Autolysephase wurden Lysate mit 18,1 %TS und 18,5 %TS Aminoséduren er-
halten. Die alkalische Hydrolyse fiihrte zu einem Aminosduregehalt von 20,4 %TS. Die in
allen Lysaten am hdufigsten auftretende Aminoséure war die Glutaminsdure. Daneben traten

in einigen Lysaten Asparaginsdure, Alanin, Valin, Leucin und Lysin in einer Konzentration

von iiber 1,5 %TS auf.

Die durch den Hochdruckaufschluss mit anschlieBender Autolyse gewonnenen Lysate wiesen

ein sehr dhnliches Spektrum an Aminosduren auf. Mit Blick auf die anderen im Rahmen der
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Lysatanalytik bestimmten Parameter zeigte sich eine hohe Reproduzierbarkeit der Lysatquali-
tiat bei diesem Herstellungsverfahren. Im Hinblick auf einen industriellen Einsatz ist eine

gleichbleibende Medienzusammensetzung wiinschenswert (Storhas, 2003).
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Abbildung 7.26: Ergebnisse der Aminosdurcanalytik der Bacillus licheniformis-Lysate
(Teil 2). Angegeben sind die Gehalte der Aminoséduren in Prozent des Trockenstoffs: Ala:
Alanin; Tyr: Tyrosin; Met: Methionin; Val: Valin; Trp: Tryptophan; Phe: Phenylalanin; Ile:

Isoleucin; Leu: Leucin; Lys: Lysin

Das durch die Autolyse gewonnene Lysat enthielt mit 30,1 % die meisten Aminosduren.
Durch den leicht alkalischen pH und das sukzessive Durchlaufen verschiedener Temperaturen
konnten innerhalb der 24-stiindigen Inkubation die verschiedenen an der Autolyse beteiligten
Enzyme insbesondere die alkalische Protease optimal wirken. Der Vergleich mit den durch
einen mechanischen Hochdruckaufschluss mit anschlieBender Autolyse gewonnenen Lysate
zeigte einen etwa 12 % hoheren Aminosduregehalt. Der Lysegrad hingegen war weitgehend
identisch. Griinde fiir die unterschiedlichen Aminosiuregehalte konnte ein Aktivitdtsverlust

der Protease durch den Hochdruckaufschluss sein.

Die sich bereits bei den Lyseversuchen im SchiittelkolbenmaRstab gezeigte niedrige Protein-
konzentration bei der alkalischen Hydrolyse bestitigte sich und erklérte damit auch den Ami-

nosduregehalt von 20,4 %TS.
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Der bei der Zellernte mit abgetrennte unverwertete feste Restanteil wird auf die Lysatqualitét
Einfluss haben. Proteinhaltige Anteile des Sojamehls und des Caseinats erhohen den Amino-
sduregehalt des Lysats, wihrend diese Anteile von der alkalischen Hydrolyse unbertihrt blei-
ben. Ein Einfluss auf den Hochdruckaufschluss oder auf die an der Autolyse beteiligten En-
zyme ist denkbar. Jedoch war es moglich durch eine fest-fliissig Trennung nach der Lyse in

jedem Fall ein klares Lysat zu erhalten.

Mit Hilfe der gewdhlten Analysen konnten die Lysate gut charakterisiert werden. Im nichsten

Kapitel werden sie auf ihre Eignung als Medienbestandteil untersucht.
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7.6 Kultivierungen mit Lysat

7.6.1 Ersatz des Maisquellwassers durch Zelllysat

Ziel dieser Fermentation war es das Maisquellwasser des komplexen KF-Mediums durch ein
Bacillus licheniformis-Zelllysat zu ersetzen. Das Lysat wurde durch einen mechanischen
Hochdruckaufschluss (drei Passagen bei 400 bar) und einer anschlieBenden 24-stiindigen Au-
tolysephase gewonnen (Kapitel 7.2.3). Nach beendeter Lyse wurde das Lysat durch einen
Zentrifugationsschritt geklart und das erhaltene klare Lysat als Ersatz fiir das Maisquellwasser
im KF-Medium eingesetzt. Die Charakterisierung und Herstellung des Lysates lédsst sich in

Kapitel 7.5 nachlesen.

Die Auswertung der Fermentation F120 findet analog zu den unter Kapitel 7.3 vorgestellten
Fermentationen auf dem KF-Medium statt. Ein Vergleich mit diesen findet an geeigneten
Stellen statt. Auch diese Fermentation lieB sich in eine Phase des Wachstums und eine der

Produktbildung teilen.

Begonnen wird mit der Betrachtung der ersten Phase der Fermentation, in der die Biomasse-
bildung im Vordergrund stand. Abbildung 7.27 zeigt den Verlauf der Zellzahldichte im Ver-
gleich zu den Kultivierungen auf dem KF-Medium. Die maximal erreichte Zellzahldichte lag
mit 2,58 - 10" mL™" auf gleichem Niveau. Dadurch, dass weder die Hauptkohlenquelle noch
die wichtigsten Stickstoffquellen mengenméBig reduziert wurden, war dies zu erwarten. In
Bezug auf das Wachstum scheint das Zelllysat alle benétigten Komponenten bereit zu stellen

und zu keiner Verminderung der Biomassebildung zu fiihren.

Durch Regelung der Sauerstoffsittigung liber die Erhdhung der Riihrerdrehfrequenz und den
voreingestellten Gasvolumenstrom von 8 L min™' konnte wihrend der Fermentation eine aus-

reichende Versorgung der Zellen mit Sauerstoff gewéhrleistet werden (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 7.27: Satzweise Fermentation von Bacillus licheniformis P300 auf dem komple-
xen KF-Medium mit Maisquellwasser (F116, F117 und F121) und Ersatz des Maisquellwas-
sers durch Lysat (F120)

Die Biomassebildung, die iiber die Zellzahldichte und indirekt {iber die Kohlendioxidkonzent-
ration verfolgt wurde, begann nach etwa zwei Stunden und war nach 12 Stunden weitgehend
abgeschlossen. Anhand des Kohlendioxidsignals und der Sauerstoffséttigung lieBen sich in
Kombination mit den Grofen der Substratanalytik die Vorgénge wahrend der Wachstumspha-
se erkldren. Wihrend des Wachstums kam es durch die Verstoffwechselung des Starkehydro-
lysats als Kohlenstoffquelle zu einem starken Anstieg der Kohlendioxidkonzentration in der
Abluft. Dabei wurde zunichst die durch die enzymatische Hydrolyse der Stirke ins Medium
gebrachte Glucose verstoffwechselt (Abbildung 7.28). Da die Glucose zu den reduzierenden
Zuckern gehort, sank auch die Konzentration an diesen Zuckern. Nach etwa sechs Stunden
war die Glucose verbraucht. Dies fiihrte zu einem kurzen Abfall der Kohlendioxidkonzentra-
tion und einer ansteigenden Geldstsauerstoffkonzentration im Medium, was beides auf eine
Reduzierung der Stoffwechselaktivitit hindeutete. Im weiteren Verlauf stieg die Glucosekon-
zentration in Folge der Freisetzung durch die Hydrolyse der Stiarkebruchstiicke wieder an. Am
Ende der Wachstumsphase reduzierte sich ihre Konzentration vollstindig. Die Konzentration
an reduzierenden Zuckern sank, wie bereits bei den Kultivierungen mit KF-Medium beobach-

tet, bis zum Ende der Kultivierung nicht vollstindig.
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Abbildung 7.28: Satzweise Fermentation von Bacillus licheniformis P300 auf dem komple-
xen KF-Medium, Ersatz des Maisquellwassers durch Lysat (F120)

In der Wachstumsphase kam es nicht nur zur Reduzierung der Hauptkohlenstoffquelle son-
dern auch der organischen Stickstoffquelle, die in Form der geldsten Proteine vorlag. Nach
etwa 12 Stunden wurde das Wachstum eingestellt. Die Kohlendioxidkonzentration sank stark
und die geldste Sauerstoffkonzentration stieg an. Der Ubergang in die stationiire Phase beziig-
lich des Wachstums ging nicht einher mit dem vollstindigen Verbrauch der Kohlenstoffquel-

le. Im Folgenden traten die Zellen in die Produktionsphase ein.

Ausgelost durch einen beginnenden Stickstoffmangel versuchten die Zellen durch Freisetzung
der Protease eine neue Stickstoffquelle nutzbar zu machen. Wéhrend der Produktionsphase
sank die Konzentration an reduzierenden Zuckern nur geringfiigig. In der fliissigen Phase
konnte ein Anstieg der Proteinkonzentration festgestellt werden (Abbildung 7.29). Hierbei
wird es sich um die Protease gehandelt haben. Gekennzeichnet wurde die zweite Hélfte der
Fermentation dartiiber hinaus durch die Abnahme der optischen Dichte, der Zellzahldichte und

der Kohlendioxidkonzentration in der Abluft.
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Abbildung 7.29: Satzweise Fermentation von Bacillus licheniformis P300 auf dem komple-

xen KF-Medium, Ersatz des Maisquellwassers durch Lysat (F120)
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Abbildung 7.30: Satzweise Fermentation von Bacillus licheniformis P300 auf dem komple-

xen KF-Medium mit Maisquellwasser (F116, F117 und F121) und Ersatz des Maisquellwas-

sers durch Lysat (F120)
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Aus Abbildung 7.30 lisst sich entnehmen, dass die Proteasebildung durch die Verwendung
von Zelllysat nicht negativ beeinflusst wurde. Die erreichte maximale Aktivitit lag mit
7376 U mL™ nach 34 Stunden deutlich héher, was in Ubereinstimmung mit der erhdhten Zell-
zahl stand (Abbildung 7.27) und zu einer Produktivitit von 216,9 U h™' fiihrte. Die erreichten
Aktivititen auf dem KF-Medium lagen zwischen 6680 U und 6960 U, was Produktivititen
zwischen 167,0 Uh™ und 217,5 U h™' entsprach.

Die nachfolgenden vier Tabellen zeigen die Ergebnisse der Kohlenstoff- und Stickstoffbilan-
zierung in der gewohnten Form. In der jeweils dritten Spalte sind die Mittelwerte aus den in

Kapitel 7.4 bilanzierten Kultivierungen auf dem KF-Medium angegeben.

Tabelle 7.10: Theoretische und analytisch ermittelte Kohlenstoffmasse (absolut und relativ)
vor dem Animpfen bei der satzweisen Kultivierung von Bacillus licheniformis P300 auf dem

komplexen KF-Medium mit und ohne Lysat und einem Arbeitsvolumen von 4 L

Fermentation KF-Medium KF-Medium
mit Lysat (F120)| ohne Lysat
) 2405 g 2352 ¢
Kohlenstoff, analytisch (993 %) (100,5 %)
R 206,8 g 205,0 g
- davon Kohlenstoff im Uberstand (86,0 %) (86,8 %)
) 337¢g 302 ¢g
- davon Kohlenstoff im Pellet (14,0 %) (12,8 %)
Kohlenstoff, rechnerisch (211)20’ 30 /gj (2130% 10/%
0 0
. . . - 1 :8 g 1 ’ 1 g
Differenz (analytisch - rechnerisch) (-0,7 %) (0.4 %)
-0, 0 , (1)
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Tabelle 7.11: Theoretische und analytisch ermittelte Stickstoffmasse (absolut und relativ) vor
dem Animpfen bei der satzweisen Kultivierung von Bacillus licheniformis P300 auf dem

komplexen KF-Medium mit und ohne Lysat und einem Arbeitsvolumen von 4 L

Fermentation KF-Medium KF-Medium
mit Lysat (F120) ohne Lysat
. . 230¢g 21,6 ¢
Stickstoff, analytisch (97,5 %) (94,7 %)
) R 15,6 g 150¢g
- davon Stickstoff im Uberstand (67.8 %) (69.3 %)
_ , 75¢g 6,3¢g
- davon Stickstoff im Pellet (32.6 %) (29,3 %)
Stickstoff, rechnerisch (%(3)66(5 ) (%(2)68(5 )
0 0
Differenz (analytisch - rechnerisch) (-20 ’565) (-51 f 5)
-2,5% -J,4 /0

Die Bilanzierung zeigte keine grolen Abweichungen in der Verteilung des Kohlenstoffs und
Stickstoffs zu den bestimmten Zeitpunkten. Dariiber hinaus wurde durch das Lysat der Koh-

lenstoff- und Stickstoffgehalt im Medium kaum erhoht.

Tabelle 7.12: Verteilung des Kohlenstoffs zum Zeitpunkt der Zellernte bei der satzweisen
Kultivierung von Bacillus licheniformis P300 auf dem komplexen KF-Medium mit und ohne
Lysat und einem Arbeitsvolumen von 4 L. Die in Klammern gesetzten Prozentangaben bezie-

hen sich auf die anfianglich analytisch ermittelten Kohlenstoffmassen aus Tabelle 7.10

Fermentation KF-Medium KF-Medium
mit Lysat (F120) ohne Lysat

Kohlenstoff, Uberstand (33.6 %) (28,4 %)
454 ¢ 52,7 ¢g

Kohlenstoff, Pellet (18,9 %) 22,1 %)
. 1470 g 1254 g

Kohlendioxid Abluft (61.1 %) (52.9 %)
. 2732 ¢g 2454 g

Summe C, analytisch (113.6 %) (1034 %)

Differenz zur vorgelegten Masse 32,7¢ 79 ¢

zum Startzeitpunkt (Ende - Anfang) (13,6 %) (3,4 %)
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Tabelle 7.13: Verteilung des Stickstoffs zum Zeitpunkt der Zellernte bei der satzweisen Kul-
tivierung von Bacillus licheniformis P300 auf dem komplexen KF-Medium mit und ohne Ly-
sat und einem Arbeitsvolumen von 4 L. Die in Klammern gesetzten Prozentangaben beziehen

sich auf die anfanglich analytisch ermittelten Stickstoffmassen aus Tabelle 7.11

Fermentation KF-Medium KF-Medium
mit Lysat (F120) ohne Lysat
. . 13,1¢g 11,7¢g
Stickstoff, Uberstand (57.0 %) (54,7 %)
. 6,0 g T,1g
Stickstoff, Pellet (26,1 %) (33.1 %)
. 19,1¢g 189¢g
Summe N, analytisch (83.0 %) (87.9 %)
Differenz zur vorgelegten Masse -40¢g -2,7¢
zum Startzeitpunkt (Ende - Anfang) (-17,0 %) (-12,1 %)

AbschlieBend lésst sich feststellen, dass der Ersatz des Maisquellwassers in der hier durchge-
fithrten Form durch ein Bacillus-Zelllysat moglich ist. Es konnten keine negativen Auswir-

kungen auf das Wachstum und auf die Produktbildung beobachtet werden.
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7.6.2 Teilersatz des Sojapeptons

Ziel dieser Fermentationen war es die Hélfte des Sojamehls des komplexen KF-Mediums bei
einem Arbeitsvolumen von 4 L durch Bacillus licheniformis-Zelllysat zu ersetzen. Die Lysate

wurden auf drei unterschiedliche Arten hergestellt:

e Autolyse,
e Hochdruckaufschluss mit anschlieBender Autolyse und

e alkalische Hydrolyse.

Nach beendeter Lyse wurde in den ersten beiden Verfahren das Lysat durch einen Zentrifuga-
tionsschritt geklart und das erhaltene klare Lysat als Teilersatz fiir das Sojamehl im KF-
Medium eingesetzt. Bei der alkalischen Hydrolyse erfolgte keine fest-fliissig Trennung. In
diesem Fall diente der komplette Ansatz als Mediumsbestandteil. Die Charakterisierung und

Herstellung der drei Lysate ldsst sich in Kapitel 7.5 nachlesen.

Die drei durchgefiihrten Fermentationen mit der Bezeichnung F118, F119 und F122 unter-
schieden sich also lediglich in der Lysatherstellung. Es wurde jeweils die Hélfte des Soja-
mehls durch das Lysat ersetzt. Die Fermentationsparameter entsprachen denen auf dem KF-

Medium.

Die Auswertung beginnt mit der Betrachtung der Zellzahldichte. Abbildung 7.31 zeigt die
Entwicklung der Zellzahldichte fiir die Fermentationen auf dem KF-Medium mit und ohne
Lysateinsatz. Die maximale Zellzahldichte wurde nach 20 Stunden bis 22 Stunden erreicht
und lag zwischen 2,0 - 10" mL" und 2,5 - 10"" mL". Eine verminderte Biomassebildung

konnte damit bei Einsatz der drei Lysate nicht festgestellt werden.
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Abbildung 7.31: Satzweise Fermentation von Bacillus licheniformis P300 auf dem komple-
xen KF-Medium (F116, F117 und F121) und bei Teilersatz des Sojamehls durch Lysat (F118,

F119 und F122)

Die wichtigste Prozessgrofie zeigt Abbildung 7.32. Zur besseren Vergleichbarkeit wurde die

absolute Proteaseaktivitit aufgetragen. Tabelle 7.14 sind die maximal erreichten Aktivititen

zu entnehmen.

Tabelle 7.14: Maximal erreichte Proteaseaktivitit bei der satzweisen Fermentation von Bacil-

lus licheniformis P300 auf dem komplexen KF-Medium bei Teilersatz des Sojamehls durch

verschiedene Lysate

Proteaseaktivitdt | Produktivitat
Art der Lyse Fermentation AProtease P
U] [Uh]
Autolyse F118 6565 182,4
Hochdruckaufschluss mit Autolyse
(drei Passagen bei 400 bar) FI19 >610 127.5
Alkalische Hydrolyse F122 6906 191,8
KF-Medium FU6 FIL7 1 (6806960 | 167,0-217,5
und F121
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Bei Verwendung von Lysat als Teilersatz fiir das Sojamehl gab es beziiglich der Proteaseakti-
vitdt unterschiedliche Ergebnisse (Tabelle 7.14). Wihrend der Kultivierung F118 fiihrte die
Reduzierung des Anteils an Sojamehl und die Lysatzugabe (autolytisch gewonnenes Lysat)
mit 6560 U zu einem vergleichbaren Ergebnis. Bei der Kultivierung F119, bei der ein durch
einen Hochdruckaufschluss und anschlieBender Autolyse gewonnenem Lysat zum Einsatz
kam, sank die maximal erreichte Proteaseaktivitidt auf 5610 U. Durch die Verwendung des

Lysates fiir F122 wurde eine Aktivitdt von 6906 U erreicht.

—v— F118, Teilersatz des Sojamehls
7700~ —s&— F119, Teilersatz des Sojamehls
7000_' —<4— F122, Teilersatz des Sojamehls

6300 -

5600 - < /
1 v
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Protease
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2800 - / —o0—F117, KF-Medium
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Proteaseaktivitat a
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Abbildung 7.32: Satzweise Fermentation von Bacillus licheniformis P300 auf dem komple-
xen KF-Medium (F116, F117 und F121) und bei Teilersatz des Sojamehls durch Lysat (F118,
F119 und F122)

Im Folgenden sind zu den drei durchgefiihrten Fermentationen mit Lysat (F118, F119 und

F122) je zwei Abbildungen mit der grafischen Auftragung der wichtigsten Messgrof3en aufge-
fithrt.
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Abbildung 7.33: Satzweise Fermentation von Bacillus licheniformis P300 auf dem komple-

xen KF-Medium, Teilersatz des Sojamehls durch Lysat (F118)
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Abbildung 7.34: Satzweise Fermentation von Bacillus licheniformis P300 auf dem komple-

xen KF-Medium, Teilersatz des Sojamehls durch Lysat (F118)
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Abbildung 7.35: Satzweise Fermentation von Bacillus licheniformis P300 auf dem komple-
xen KF-Medium, Teilersatz des Sojamehls durch Lysat (F119)
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Abbildung 7.36: Satzweise Fermentation von Bacillus licheniformis P300 auf dem komple-

xen KF-Medium, Teilersatz des Sojamehls durch Lysat (F119)
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Abbildung 7.37: Satzweise Fermentation von Bacillus licheniformis P300 auf dem komple-

xen KF-Medium, Teilersatz des Sojamehls durch Lysat (F122)
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Abbildung 7.38: Satzweise Fermentation von Bacillus licheniformis P300 auf dem komple-

xen KF-Medium, Teilersatz des Sojamehls durch Lysat (F122)
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Die Bilanzierungen fiir die drei Fermentationen mit Lysat erfolgten nach dem bereits in Kapi-
tel 7.4 vorgestellten Schema fiir die Kultivierungen auf dem KF-Medium. Tabelle 7.15 zeigt
nochmals die Art der Lyse und die Nummer der Fermentation, in der das Lysat eingesetzt

wurde.

Tabelle 7.15: Ubersicht iiber die Art der Lyse, die Angabe der Fermentation, in der das Lysat

als Mediumsbestandteil eingesetzt wurde und Angabe der ersetzen Komponente im Medium

Art der Lyse Elllll;zzeies
Autolyse F118
Hochdruckaufsch}uss mit Autolyse F119
(drei Passagen bei 400 bar)
Alkalische Hydrolyse F122

Tabelle 7.13 zeigt die Verhéltnisse fiir den Kohlenstoff und Tabelle 7.14 die Verhiltnisse fiir
den Stickstoff jeweils zu Beginn der Kultivierung. Im Vergleich zum KF-Medium ohne Lysat
konnten fiir die Fermentationen keine signifikanten Unterschiede beziiglich der anfanglich
vorgelegten Kohlenstoff- und Stickstoffmassen erkannt werden. In Bezug auf diese beiden

GroBen konnte somit auf gleiche Startbedingungen geschlossen werden.

Die Verteilung der Elemente zwischen den Phasen zeigte fiir F118 und F119 keine Unter-
schiede im Vergleich zum KF-Medium. F122 zeigte hingegen ein anderes Bild. Sowohl der
prozentuale Anteil des Kohlenstoffs als auch der des Stickstoffs in der festen Phase lag unter
10 % und damit deutlich niedriger als auf dem KF-Medium. Wie sich zeigte, hatte dies aber
keinen Einfluss auf das Wachstum und die Produktbildung.
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Tabelle 7.16: Theoretische und analytisch ermittelte Kohlenstoffmasse (absolut und relativ)

vor dem Animpfen bei der satzweisen Kultivierung von Bacillus licheniformis P300 auf dem

komplexen KF-Medium mit Lysat und einem Arbeitsvolumen von 4 L

Fermentation Fiis | Fu19 | Fraz |KF-Medium
ohne Lysat
Kohlenstoff, analytisch ( 123 25:; (i | (29?92’7 Wf) ( 12(%5:10 (i v 123 3’,52 (i )
- davon Kohlenstoff im Uberstand (%3?(36 (y%) (288,569 (f) (293?64 (é)%) é(é?éo tyf)
- davon Kohlenstoff im Pellet (2151’% /Og) ( lz(i,f (i ) (17,62‘7 (;‘5) ( 1320,’82 (i )
Kohlenstoff, rechnerisch (2130%9) f) (2130‘8(()) Ag) (2120‘870 A)g) (213045, 10 A)g)
Differenz (analytisch - rechnerisch) (25”24 (i ) (-14,’83 (i | (8:14 (i ) (01;41 (i :

Tabelle 7.17: Theoretische und analytisch ermittelte Stickstoffmasse (absolut und relativ) vor

dem Animpfen bei der satzweisen Kultivierung von Bacillus licheniformis P300 auf dem

komplexen KF-Medium mit Lysat und einem Arbeitsvolumen von 4 L

Fermentation F118 F119 F122 KF-Medium
ohne Lysat
Stickstoff, analytisch 53’050/% ) (1%)20”?; %A)) (92 60, ’75 (i ) (92 41:76 (i )
- davon Stickstoff im Uberstand (7136’ ’86 "i ) (71 87, ’55 (i ) (91& ’76 (i ) (6195,’?? "i )
-> davon Stickstoff im Pellet (22’2 {i)) (2‘{”71 %ﬂ)) (92, ’g? (50 ) (2%3 {i))
Stickstoff, rechnerisch 53’050/% ) (f(z)(’)l (ygo ) (f(l)(,)%ygo ) (%3’080/% )
Differenz (analytisch - rechnerisch) (OO’ 00 A)g) (8’ ’92 (i ) (__?()), ’37 (i ) (__51 ’f oi )

Tabelle 7.18 und Tabelle 7.19 sind die Verhéltnisse am Ende der Kultivierung zu entnehmen.
Teilweise ergaben sich groBe Abweichungen bei der Summierung der Gehalte und dem Ver-

gleich mit den anfénglich vorgelegten Massen, was eine Beurteilung schwierig gestaltete.
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Tabelle 7.18: Verteilung des Kohlenstoffs zum Zeitpunkt der Zellernte bei der satzweisen
Kultivierung von Bacillus licheniformis P300 auf dem komplexen KF-Medium mit Lysat und
einem Arbeitsvolumen von 4 L. Die in Klammern gesetzten Prozentangaben beziehen sich auf

die anfanglich analytisch ermittelten Kohlenstoffmassen aus Tabelle 7.16

Fermentation F118 F119 Fi22 | Ki-Medium
ohne Lysat
- 729 ¢ 925¢g 723 ¢g 672¢g
Kohlenstoff, Uberstand (B1.0%) | (40.3 %) (32,1 %) (28,4 %)
413 ¢ 51,6 ¢ 30,5¢g 52,7 ¢g
Kohlenstoft, Pellet (175%) | (22.5 %) (13.6 %) (22.1 %)
. 70,7 g 83,1 g 932¢g 1254 ¢
Kohlendioxid Abluft (30.0%) | (36.2 %) (414 %) (52.9 %)
. 1850 g 227,1¢g 196,0 g 2454 ¢
Summe C, analytisch (78,6 %) | (98.9%) | (87,1%) | (103,4%)
Differenz zur vorgelegten Masse -504 g 25¢ -29,1¢g 79 ¢
zum Startzeitpunkt (Ende - Anfang) | (-21,4 %) | (-1,1 %) | (-12,9 %) (3,4 %)

Tabelle 7.19: Verteilung des Stickstoffs zum Zeitpunkt der Zellernte bei der satzweisen Kul-
tivierung von Bacillus licheniformis P300 auf dem komplexen KF-Medium mit Lysat und

einem Arbeitsvolumen von 4 L. Die in Klammern gesetzten Prozentangaben beziehen sich auf

die anfanglich analytisch ermittelten Stickstoffmassen aus Tabelle 7.17

Fermentation F118 F119 Fi22 | Ki-Medium
ohne Lysat
: . 13,6 g 143¢g 11,7¢g 11,7¢g
Stickstoff, Uberstand (60.4 %) (64.1 %) (57.1 %) (54,7 %)
. 54¢g 6,3¢g 6,5¢g 7,1g
Stickstoff, Pellet 240%) | 283%) | GLT7%) | (33,1%)
. 19,0 g 20,6 g 18,2 ¢g 189¢g
Summe N, analytisch (84,4 %) (92,4 %) (88,8 %) (87,9 %)
Differenz zur vorgelegten Masse 35¢g -1,7¢g 23¢g 27¢g
zum Startzeitpunkt (Ende - Anfang) | (-15,6 %) | (-7,6 %) | (-11,2 %) (-12,1 %)
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7.7  Zusammenfassung

Der fiir die Arbeiten herangezogene Bacillus licheniformis P300 Stamm ist ein Organismus

zur Produktion der alkalischen Protease Subtilisin Carlsberg.

Begonnen wurden die Arbeiten mit der Gewinnung von Bacillus licheniformis-Biomasse fiir
die Lyseversuche im Schiittelkolbenmallstab. Dazu wurden zwei Kultivierungen auf HSG-

Medium im Riihrkesselreaktor durchgefiihrt.

Die Lyseversuche zeigten, dass es moglich ist, die Zellen unter den gewiahlten Prozessbedin-
gungen effektiv aufzuschlieBen. So konnte bereits durch das sukzessive Durchlaufen ver-
schiedener Temperaturen in einem Bereich von 25 °C bis 55 °C Lysegrade von bis zu 89 %
erzielt werden. Dabei konnte die Proteinkonzentration auf unter 0,5 g L' gesenkt werden. Bei
der alkalischen Hydrolyse wurde Biomasse aus Fermentationen auf KF-Medium verwendet.
Hierbei wurde durch die unvollstindige Trennung von Biomasse und nicht verwerteten Be-
standteilen bei der Zellernte ein Teil dieser Komponenten mit in die Lyseansétze eingetragen.
Da die unverwerteten Bestandteile durch die gewéhlten Bedingungen nicht hydrolysiert wur-
den und damit nicht in Losung gegangen waren, kam es zu Lysegraden von maximal 41 %.
Mikroskopische Betrachtungen deuteten jedoch auf hohere Lysegrade beziiglich der Zellen

hin. Durch eine Zentrifugationsschritt lieBen sich jedoch klare Lysate gewinnen.

Zahlreiche Fermentationen des Bacillus licheniformis-Stammes auf dem komplexen Produk-
tionsmedium (KF-Medium) fiihrten zu einer Vielzahl von Daten mit deren Hilfe das System
ausreichend charakterisiert werden konnte. Die Kultivierungen zeigten eine deutliche Teilung
in eine Phase des Wachstums mit nur geringer Proteaseaktivitit und eine Phase der Produkt-
bildung. Die erreichten absoluten Proteaseaktivititen lagen zwischen 6680 U und 6960 U. Mit
Hilfe von Bilanzierungen des Kohlenstoffs und Stickstoffs konnte deren Verteilung zwischen
den Phasen wihrend der gesamten Fermentation gezeigt werden. Der zu Beginn vorgelegte
Kohlenstoff lag zu 12,8 % in der festen Phase vor. Quellen des Kohlenstoffs waren die Mais-
stirke (61,2 %), das Natriumcaseinat (21,9 %), das Sojamehl (13,9 %) und das Maisquellwas-
ser (2,4 %). Der anfinglich vorgelegte Stickstoff verteilte sich zu 30,7 % in der festen und zu
69,5 % in der fliissigen Phase. Dazu trugen das Caseinat mit 69,0 %, das Sojamehl mit
28,7 %, das Maisquellwasser mit 6,5 % und das Ammoniumdihydrogenphosphat mit 1,1 %

bei. Am Ende der Fermentation fand sich der Kohlenstoff zu 23,1 % in der festen Phase, zu
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27,6 % in der fliissigen Phase und zu 52,9 % in der Abluft. Der Stickstoff lag zu 58,4 % in der

fliissigen Phase und zu 34,2 % in der festen Phase vor.

Die Lysatherstellung fiir Wachstumsversuche wurde mit Biomasse durchgefiihrt, die aus Kul-
tivierungen auf KF-Medium gewonnen wurde. Die im SchiittelkolbenmaBstab erreichten Ly-
segrade konnten aufgrund der bereits erwédhnten Problematik unloslicher KF-Mediumsbe-
standteile nicht erzielt werden. Dennoch konnten die Zellen effektiv aufgeschlossen werden.
Vier Lysate wurden mittels unterschiedlicher Verfahren gewonnen und als Mediumsbestand-

teil eingesetzt.

Durch eine eingehende Lysatanalytik konnten die Lysate charakterisiert werden. Der Kohlen-
stoff- und Stickstoffgehalt der Bacillus licheniformis-Lysate lag zwischen 38,2 -43.4 %TS
bzw. zwischen 6,7 - 9,1 %TS. Der DNA-Gehalt lag zwischen 0,28 - 0,45 %TS. Die Summie-
rung der Aminosiuregehalte ergab, dass beim durch Autolyse gewonnenen Lysat 30,1 % des
Trockenstoffs aus Aminosduren bestand. Durch den Hochdruckaufschluss mit anschlieBender
Autolysephase wurden Lysate mit 18,1 %TS und 18,5 %TS Aminoséuren erhalten. Die alkali-
sche Hydrolyse fiihrte zu einem Aminosduregehalt von 20,4 %TS. Die Proteinkonzentration

lag zwischen 0,87 - 2,82 %TS.

SchlieBlich konnte durch den Einsatz der Lysate als Ersatz fiir unterschiedliche Mediumsbe-
standteile gezeigt werden, dass der Austausch des Maisquellwassers durch ein autolytisch
gewonnenes Zelllysat ohne negativen Einfluss auf das Wachstum und die Produktbildung
moglich ist. Die erreichte absolute Proteaseaktivitit lag bei 7376 U sogar geringfiigig liber
den Ergebnissen der Referenzkultivierungen. Weitere Fermentationen gaben Hinweise darauf,
dass auch der Ersatz der Hilfte des Sojamehls durchfiihrbar ist. Es zeigten sich Unterschiede
in der erreichten Proteaseaktivitét bei Einsatz von Lysaten, die durch verschiedene Verfahren
gewonnen wurde. In keiner der vier betrachteten Félle kam es zu negativen Auswirkungen auf
das Wachstum der Zellen. Die hochsten Aktivititen lieBen sich mit einem durch alkalische

Hydrolyse gewonnenem Lysat erzielen.

Die Arbeiten mit dem Gram-positiven Bakterium Bacillus licheniformis P300 zeigten an ei-
nem weiteren industrienahen Beispiel die Moglichkeit eines alternativen Einsatzes bakteriel-

len Biomasseabfalls. Es konnte gezeigt werden, dass durch einfache im groen Malstab
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durchfiihrbare Verfahren Lysate hergestellt werden konnen, die sich als Ersatz fiir konventio-

nelle Substrate ohne negative Auswirkungen auf wichtige ProzessgroB3en eignen.



Zusammenfassung -235 -

8 Zusammenfassung

Diese Arbeit sollte dazu beitragen, alternative Wege fiir die bei der fermentativen Gewinnung
von Bulk-Produkten anfallenden Biomassestrome zu entwickeln. Dazu wurde ein in der Ar-
beitsgruppe seit Jahren verfolgter Ansatz aufgegriffen: Die anfallende Biomasse wurde aufge-
schlossen und als Medienbestandteil in den Fermentationsprozess zuriickgefiihrt. Fiir die Un-
tersuchungen standen drei Organismen, darunter zwei industriell relevante, zur Verfligung.
Begonnen wurde mit einem Klebsiella planticola-Stamm. Fiir weitere Untersuchungen kam
mit dem Escherichia coli-Stamm B-3996 ein L-Threoninproduzent zum Einsatz. Als drittes
wurde mit dem Bacillus licheniformis-Stamm P300, ein Vertreter der Gram-positiven Bakte-
rien, gearbeitet. Mit ihm wurde ein Hochleistungsstamm zur Produktion der alkalischen Pro-

tease Subtilisin Carlsberg genutzt.

Die im kleinen MaBstab durchgefiihrten Lyseversuche fiihrten zur Entwicklung geeigneter
Verfahren zur Behandlung der anfallenden Biomasseabfille. Die entwickelten Aufschlussver-
fahren stellten einen Kompromiss aus verfahrenstechnischen Anspriichen, Okonomie und
Lysequalitét dar. Fiir die Klebsiella planticola und die Escherichia coli-Zellen wurde ein aus
einem mechanischen Hochdruckaufschluss (je drei Passagen bei 600 bar bzw. 800 bar) und
einer nachgeschalteten enzymatischen Behandlung (55 °C, pH 8,5) mit einer alkalischen Pro-
tease zusammengesetztes Verfahren entwickelt. Die erreichten Lysegrade lagen bei 77 %
bzw. 75 %. Der Einsatz der technischen Proteaselosung konnte auf unter 1 Liter pro Tonne
Biotrockenmasse gesenkt werden. Die Lyseversuche der Bacillus licheniformis-Zellen zeigten
u. a., dass durch das sukzessive Durchlaufen verschiedener Temperaturen in einem Bereich

von 25 °C bis 55°C Lysegrade von bis zu 89 % erzielt werden konnten.

Mit Hilfe der Lysatanalytik konnte das jeweilige Lysat ausreichend charakterisiert werden.
Durch die bis zu neun Messgroflen umfassende Analytik konnte eine gleichbleibende Lysat-

qualitit gezeigt werden.

Der Ersatz des Hefeextraktes in einem halbsynthetischen Medium durch ein Klebsiella-Lysat
konnte erfolgreich umgesetzt werden. Neun zyklische Riickfiihrungen zeigten keinen negati-
ven Einfluss auf das Wachstum. Eine deutliche hohere Biomassenbildung war mit Zunahme

der Zykluszahl zu verzeichnen. Dies bietet gerade fiir eine biomasseabhédngige Produktbil-
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dung interessante Moglichkeiten, da ein Mehr an Biomasse auch zur Bildung groBerer Pro-

duktmengen fiihren kann.

Fermentationen des Escherichia coli-Stammes auf dem Medium A1-160 mit Hefeextrakt als
komplexe Komponente flihrten zu Produktivititen in Bezug auf das Threonin von
0,95 g L' h'". Der Ersatz der urspriinglich durch den Hefeextrakt in das Medium eingetragene
Stickstoff- und Kohlenstoffmasse durch Lysat fiihrte zu keinen negativen Auswirkungen auf
Wachstum und Produktbildung. Die in Bezug auf das Threonin erzielten Produktivititen la-
gen durchschnittlich bei 0,91 g L' h™. Die bestimmten Ertragskoeffizienten zeigten im Ver-

gleich zu denen auf Originalmedium keine signifikanten Unterschiede.

Die Fermentationen des Bacillus licheniformis-Stammes auf einem komplexen Produktions-
medium fiithrten zu einer durchschnittlichen absoluten Proteaseaktivitit von 6777 U mL™" und
einer Produktivitit von 187 U h'. Durch den Einsatz von Bacillus-Lysaten als Ersatz fiir un-
terschiedliche Medienbestandteile konnte gezeigt werden, dass der Austausch des Maisquell-
wassers durch ein autolytisch gewonnenes Zelllysat ohne negativen Einfluss auf das Wachs-
tum und die Produktbildung moglich ist. Die erreichte absolute Proteaseaktivitit lag bei
7376 U, die Produktivitit bei 217 U h™!. Weitere Fermentationen gaben Hinweise darauf, dass
auch der Ersatz der Hilfte des Sojamehls durchfiihrbar ist. In keinen der betrachteten Fillen
kam es zu negativen Auswirkungen auf das Wachstum der Zellen. Die hochsten Aktivititen
lieBen sich mit einem durch alkalische Hydrolyse gewonnenem Lysat erzielen. Hier lag die

absolute Proteaseaktivitit bei 6906 U und die Produktivitit bei 192 U h'.

Durch die Arbeiten an den drei untersuchten Beispielsystemen konnte eindrucksvoll und er-
folgreich die Mdglichkeit einer alternativen Verwendung bakterieller Biomasse gezeigt wer-
den. Es konnte dargestellt werden, dass durch einfache im grofen Mafstab durchfiihrbare
Verfahren Lysate hergestellt werden konnen, die sich als Ersatz fiir konventionelle Substrate
ohne negative Auswirkungen auf wichtige ProzessgroBBen eignen. Die Durchfiihrbarkeit einer
Riickfiihrung von bakterieller Biomasse in den urspriinglichen Fermentationsprozess konnte
mit Hilfe dieser Arbeit belegt werden. Der Verzicht auf konventionelle Extrakte fithrte zu
einer Senkung des Rohstoffbedarfs und zu einer Reduzierung der bakteriellen Abfallmenge.
Die 6konomische Beurteilung der Verfahren sowie die Ubertragung der Ergebnisse auf andere
Produktgruppen, bei denen durch die fermentative Gewinnung grofle Mengen an Biomasseab-

fall anfallen, obliegen nun der Industrie.
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10 Anhang

10.1 Formelzeichen

AProtease [U ml'l] Proteaseaktivitdtskonzentration

A [-] Absorption

BTM [gL™] Biotrockenmassekonzentration

CAS [mmol L'l] Aminosaurekonzentration

fv [-] Verdiinnungsfaktor

L [%] Lysegrad

m [g] Masse

n [min™'] Riihrerdrehfrequenz

N [-] Anzahl der Passagen durch den Hochdruckhomogenisator
Nzeiten [mL™'] Zellzahldichte

OD [-] Optische Dichte

ODax [-] theoretisch erreichte maximale Zelldichte

OD max real [-] experimentell erreichte maximale Zelldichte

OD¢oo [-] Optische Dichte bei A = 600 nm

p [bar] Druck

pO2 [%] relative Gelostsauerstoffkonzentration

t [h] Zeit

tq [h] Verdopplungszeit

\Y [L] Volumen

Viysat [L] Lysatvolumen

Vkr [L] Reaktornutzvolumen

XAS [%TS] Aminoséduregehalt bezogen auf Trockenmasse

XN [%TS] Stickstoffgehalt bezogen auf Trockenmasse

Xc [%TS] Kohlenstoffgehalt bezogen auf Trockenmasse

XDNA [%TS] DNA-Gehalt bezogen auf Trockenmasse

Xco2 [Vol.-%] volumenbezogener Anteil an Kohlendioxid in der Abluft
Yxs [-] Ausbeutekoeffizient, Biomasse bezogen auf Substrat
Ypss [-] Ausbeutekoeffizient, Produkt bezogen auf Substrat

Yrx [-] Ausbeutekoeffizient, Produkt bezogen auf Biomasse
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10.2 Griechische Formelzeichen

() [Vs'] Peakflache

A [nm] Wellenlénge

u [h] spezifische Wachstumsgeschwindigkeit

Wmax b maximale spezifische Wachstumsgeschwindigkeit
®o [-] relative Zelldichte zu Beginn der Kultivierung
T [h] charakteristische Zeitkonstante

PAcetat [g L'l] Konzentration an Acetat

PGlycerin [g L'l] Konzentration an Glycerin

pp [g L'l] Proteinkonzentration

Pred. Zucker g L'l] Konzentration an reduzierenden Zuckern
PSaccharose g L'l] Konzentration an Saccharose

PThreonin [g L'l] Konzentration an Threonin

PAS [g L'l] Konzentration an Aminosduren

pPx [gL™] Feststoffkonzentration zum Zeitpunkt t

PX0 [gL] Feststoffkonzentration zum Zeitpunkt t =0

10.3 Indices

ADHP Ammoniumdihydrogenphosphat
AMS Ammoniumsulfat
AW Ammoniakwasser
C Kohlenstoff

Cas Caseinat

E Enzym

Glc Glucose

HE Hefeextrakt

Kiv Kuvette

1 fliissig

Mal Maltose

MQW Maisquellwasser

N Stickstoff
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Prot Protease

Rest Restanteil Medium

S fest

Sac Saccharose

SEP Stoffwechselendprodukt
SM Sojamehl

Sta Starke

Thr Threonin

X Biotrockenmasse

10.4 Abkiirzungen

AAPF-pNA suc-L-Ala-L-Ala-L-Pro-L-Phe-p-Nitroanilid

AGE Agarosegelelektrophorese

AS Aminoséduren

ATCC American type culture collection

BSA Rinderserumalbumin

C Kohlenstoff

Disk Diskontinuierlich

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsiure

DSMZ Deutsche Stammsammlung fiir Mikroorganismen und
Zellkulturen

E.C. Enzyme Commision

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraessigsdure

FDA Food and Drug Administration

GRAS Generally Recognized As Safe

HSG Hefeextrakt, Sojapepton, Glycerin

IUBMB International Union of Biochemistry and molecular Biology

LB Luria-Bertani

MOPS 4-Morpholinpropansulfonsiure

N Stickstoff
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OPA
PAGE
pH

pO2
RNA
RW
SDS

Sm

TB
TEMED
THF
thrA, thrB, thrC
TNBS
Tris

VKPM

0-Phthaldialdehyd

Polyacrylamidgel

Negativer dekadischer Logarithmus der Wasserstoffionenkon-
zentration

relative Geldstsauerstoffkonzentration

Ribonukleinsédure

Referenzwert

Natriumdodecysulfat (sodium dodecyl sulfate)

Gen flir de Streptomycinresistenz

Terrific-Broth

Tetramethylethylendiamin

Tetrahydrofuran

Gene des Threoninstoffwechsels
2,4,6-Trinitrobenzolsulfonsdure

a, o, a-Tris-(hydroxymethyl)-methylamin

Nationale russische Stammsammlung fiir industrielle Mikroor-

ganismen

10.5 Aminosaurennomenklatur nach IUPAC

Ala
Arg
Asn
Asp

Gln
Glu
Gly
His
Ile
Leu
Lys
Met

Z A0~ DT omo 09z = >

L-Alanin
L-Arginin
L-Asparagin
L-Asparaginsdure
L-Cystein
L-Glutamin
L-Glutaminsédure
L-Glycin
L-Histidin
L-Isoleucin
L-Leucin
L-Lysin
L-Methionin
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Phe
Pro
Ser
Thr
Trp
Tyr
Val

< < £ 3 ©» 9™

L-Phenylanalin
L-Prolin
L-Serin
L-Threonin
L-Tryptophan
L-Tyrosin
L-Valin



Anhang - Tabellen - 260 -

10.6 Tabellen

Tabelle 10.1: Ergebnisse der Aminosidureanalytik der Klebsiella planticola-Lysate fiir die 2.
bis 9. zyklische Riickfiihrung. (Angaben in Prozent des Trockenstoffs)

ASP GLU ASN SER GLN HIS

. ZyKklus 3,06 3,37 0,24 0,04 0,22 0,75

. ZyKklus 2,99 3,35 0,88 0,65 0,23 0,88

. ZyKklus 2,66 2,89 1,20 0,85 0,81 0,89

. Zyklus 2,79 2,89 0,64 0,83 0,55 0,75

. ZyKklus 2,82 3,11 1,05 1,48 0,43 0,38

. ZyKklus 2,58 2,75 1,02 1,33 0,73 0,69

2
3
4
5
6. Zyklus 2,70 2,95 1,17 1,54 0,47 0,60
7
8
9

. ZyKklus 3,32 4,60 1,71 1,89 0,75 0,74

GLY THR ARG ALA TYR MET

2. ZyKlus 1,84 1,65 2,24 2,70 1,64 1,05
3. Zyklus 2,15 2,12 2,72 2,73 2,01 1,30
4. Zyklus 2,04 2,09 2,81 2,49 1,78 1,23
5. ZyKlus 2,21 1,80 2,82 2,49 1,84 1,24
6. Zyklus 2,46 2,38 3,11 2,51 2,10 1,35
7. ZyKlus 2,37 2,22 2,93 2,60 1,99 1,30
8. Zyklus 2,03 2,08 2,78 2,36 1,90 1,24
9. Zyklus 2,29 2,48 3,40 3,60 1,98 1,24
VAL TRP PHE ILE LEU LYS Summe
2. ZyKlus 2,31 0,55 1,59 2,03 3,69 1,75 30,9
3. Zyklus 2,66 0,66 1,92 2,37 4,20 2,18 36,2
4. Zyklus 2,55 0,63 1,79 2,15 3,76 1,67 34,4
5. ZyKklus 2,56 0,62 1,77 2,14 3,74 1,81 33,6
6. Zyklus 2,78 0,67 2,00 2,30 3,91 1,71 36,9
7. ZyKklus 2,71 0,65 1,89 2,28 3,97 1,73 36,1
8. Zyklus 2,49 0,62 1,78 2,11 3,69 1,62 33,9
9. Zyklus 0,41 0,68 2,10 2,91 5,10 1,89 41,2
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Tabelle 10.2: Ergebnisse der Aminosdureanalytik konventioneller Extrakte und Vergleich mit

denen der Klebsiella planticola-Lysate (Angaben in Prozent des Trockenstoffs)

ASP GLU ASN SER GLN HIS

Sojapepton, UD-Chemie 0,18 0,28 0,17 0,25 0,01 0,04
Hefeextrakt, Ohly 1,97 3,91 1,51 1,92 0,16 0,62
Hefeextrakt, Biospringer 2,42 4,63 1,50 2,08 0,42 0,54
Caseinpepton, Carl Roth 0,10 0,46 0,21 0,23 0,23 0,19

Klebsiella planticola-Lysate 2,87 3,24 0,99 1,08 0,52 0,71

GLY THR ARG ALA TYR MET

Sojapepton, UD-Chemie 0,29 0,09 0,14 0,33 0,12 0,05
Hefeextrakt, Ohly 1,10 1,94 1,60 3,71 1,27 0,67
Hefeextrakt, Biospringer 1,31 2,00 1,66 3,43 0,64 0,77
Caseinpepton, Carl Roth 0,08 0,33 1,06 0,37 0,20 0,40

Klebsiella planticola-Lysate 2,17 2,10 2,85 2,69 1,90 1,24

VAL TRP PHE ILE LEU LYS

Sojapepton, UD-Chemie 0,10 0,07 0,15 0,13 0,51 0,44
Hefeextrakt, Ohly 2,56 0,61 1,99 1,96 3,71 2,68
Hefeextrakt, Biospringer 2,46 0,56 2,10 1,94 4,08 2,47
Caseinpepton, Carl Roth 0,64 0,41 1,27 0,41 2,49 1,29
Klebsiella planticola-Lysate 2,31 0,64 1,86 2,29 4,01 1,80

Asp: Asparaginsdure; Glu: Glutaminsdure; Asn; Asparagin; Ser: Serin; Gln: Glutamin; His:
Histidin; Gly: Glycin; Thr: Threonin; Arg: Arginin; Ala: Alanin; Tyr: Tyrosin; Met:
Methionin; Val: Valin; Trp: Tryptophan; Phe: Phenylalanin; Ile: Isoleucin; Leu: Leucin; Lys:
Lysin
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