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Mikroorganismen adsorbieren koénnen



1. Einleitung

1.1. Die Aminosiadaure Leucin und ihre
Gewinnung

Im Jahr 1908 wurde die Aminosiure L-Glutamat als der wichtigste
geschmacksverstirkende Bestandteil von Konbu identifiziert, einem traditionell in
der japanischen Kiiche als Wirzmittel verwendetem Seetang (Hirose und Shibali,
1980a). Die Entdeckung leitete die industrielle Gewinnung von Aminosduren ein,
die bis 1980 auf eine Weltproduktion von {iber 500.000 Tonnen pro Jahr
angestiegen ist. Wihrend zunidchst die Hydrolyse von Proteinen die einzige
Methode zur Herstellung von L-Aminosduren darstellte, gewannen nach 1956
mikrobielle Verfahren zunehmend an Bedeutung.

Die EinsatzmoOglichkeiten von Aminosiuren sind vielfdltig. Im Jahr 1980 wurden
340.000 Tonnen L-Glutamat gewonnen und vor allem in der Lebensmittelindustrie
verwendet. Von D,L-Methionin und L-Lysin wurden jidhrlich 120.000 bzw. 34.000
Tonnen hergestellt und 2zur Supplementierung von Futtermitteln in der
Masttierhaltung verbraucht (Hoppe und Martens, 1984). Im Vergleich dazu macht
L-Leucin mit einem jahrlichen Bedarf von 150 Tonnen einen geringen Anteil aus
und kommt hauptsichlich in Infusionslésungen zur Anwendung.

In biologischen Materialien spielt L-Leucin generell eine groBe Rolle. So ist es
im Gesamtprotein von E. coli bzw. Brevibacterium nach Alanin, Glutamat und
Aspartat mit etwa 8 mol% die vierthidufigste Aminosiure (Roberts et al., 1955;
Miller und Thayer, 1979) und auch in allen Pflanzenproteinen, z.B. in Reis— oder
Sojaeiweiff, reichlich enthalten. Bei Sduglingen stellt Leucin mit einem
Tagesbedarf von 160 mg/kg Koérpergewicht die mengenméifig wichtigste essentielle
Aminosiure dar (Hoppe und Martens, 1983).

Fiir die Gewinnung von L-Leucin stehen heute sechs verschiedene
Produktionskonzepte zur Verfiigung:

1) Aufreinigung aus Proteinhydrolysaten und Rohmelasse

2) Enzymatische Racematspaltung von chemisch synthetisiertem D,L-Leucin nach
dem Acylase—Verfahren (Chibata et al., 1985)

3) Enzymatische Racematspaltung von chemisch synthetisiertem D,L-Leucin mit
D-Aminosdure—0Oxidase (Brodelius et al., 1980)

4) Herstellung im Enzymmembranreaktor mit Cofaktor—Regenerierung (Wandrey et
al., 1981)

5) Mikrobielle Herstellung mit Mutanten aus Glucose oder Melasse (Araki et al.,
1974; Tsuchida et al., 1975)



6) Mikrobielle Herstellung mit Wildstimmen aus der chemischen Vorstufe aq-
Ketoisocapronsdure (Groeger, 1986)

Der momentane Weltbedarf wird vor allem mit Verfahren gedeckt, die auf der
ersten Methode und zu einem geringeren Anteil auch auf der fiinften Methode
basieren (Yoshinaga und Nakamori, 1983). Die maximal erreichbare
Produktkonzentration wird durch die relativ geringe L&8slichkeit des L-Leucins
von 24.3 g/l bei 25°C (Dawson et al., 1986) begrenzt. Die sechste Methode bietet
aus technischer Sicht einige interessante Vorteile.

Glucose

(
t
Pyruvat  Pyruvat

N\ ® A—
) L4
14

X

a-Acetolactat
1

t

L-Valin <~——— a-Ketoisovalerat

®|
a-1sopropylmalat

f !

a-Ketoisocaproat —— [-Leucin

@ Acetohydroxysiuresynthase (AHAS)
@ Isopropylmalatsynthase (IPMS)

:() Repression und Endprodukthemmung

Abb. 1.1: Schematische Darstellung des Biosyntheseweges fiir L-Leucin

In- der Regel produzieren Mikroorganismen die einzelnen Aminosduren nur in
solchen Mengen, wie diese fiir die Herstellung von =zelleigenen Bestandteilen
erforderlich sind. Wie Abb. 1.1 darstellt, werden im Biosyntheseweg von Leucin,
ausgehend von Glucose, zwei Schliisselenzyme durch das Endprodukt gehemmt
bzw. repremiert und damit eine Uberproduktion verhindert. Diese
Regulationsmechanismen miissen durch Mutationen der Mikroorganismen auper
Kraft gesetzt werden, wenn Glucose als Kohlenstoffquelle verwendet werden soll.
Wird jedoch die chemische Vorstufe a-Ketoisocapronsiure eingesetzt, so befindet
man sich bereits "hinter" den regulierten Enzymen des Leucin-Biosyntheseweges.
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Die Mikroorganismen haben deshalb keine Moéglichkeit, eine Uberproduktion der
Aminosidure zu stoppen. Da nicht der ganze Biosyntheseweg durchlaufen wird, ist
mit weniger Nebenprodukten 2zu rechnen. Die gegeniiber Mutanten gréBere
genetische  Stabilitdit macht  Wildstimme besonders geeignet fiir eine
kontinuierliche Fermentationsfiihrung.

2. Sinn und Methoden der Immobilisie—
rung von Mikroorganismen

Am Anfang des vorigen Jahrhunderts wurde bereits mit der Tropfkérper-
Essigsidurefabrikation der erste Bioprozep mit immobilisierten Mikroorganismen
eingefiithrt. Wenig spiter folgte ein Versuch zur kontinuierlichen Bierproduktion
nach einemm dhnlichen Konzept. Die wissenschaftliche Erforschung der
Immobilisierung von ganzen Mikroorganismen begann allerdings erst um 1959 mit
den Arbeiten von Hattori und Furusaka (1959). Die Autoren untersuchten die
adsorptive Bindung von Zellen an Ionenaustauscherharzen. 1966 stellten
schlieplich Mosbach und Mosbach (1966) die heute bedeutende Technik der
Einschlupverfahren von Mikroorganismen in Gelpartikel vor. Seither haben sich
die Forschungsarbeiten auf diesem Gebiet enorm verstidrkt und fiihrten bereits
zur industriellen Verwirklichung von verschiedenen Bioprozessen mit
immobilisierten Mikroorganismen (Chibata, 1974).

Nachdem zunidchst Prozesse mit nicht reproduzierenden Mikroorganismen als
Trdgern von nutzbaren Einzelenzymaktivititen im Mittelpunkt des Interesses
gestanden hatten, ist in den letzten Jahren ein Trend zum Einsatz von lebenden,
vermehrungsfihigen Zellen 2zu erkennen (Kolot, 1981; Berger 1982; Linko und
Linko, 1983; Fujimura et al., 1984, Chibata et al., 1985). Diese eroffnen die
Moglichkeit, enzymatische Mehrstufen—Reaktionen durchzufiihren oder solche, die
von einer Coenzym— bzw. ATP-Regenerierung abhingen.

Als Vorteile der Immobilisierung sind hervorzuheben:

1) Hohere Zelldichten im Bioreaktor und daraus resultierend hoéhere Raum-Zeit—
Ausbeuten (besonders wichtig bei langsam wachsenden Zellen).

2) Héhere Prozefstabilitdt. Keine Gefahr des Auswaschens einer kontinuierlichen
Kultur in der Nihe der maximalen Wachstumsrate.

3) Geringere Gefahr einer Kontamination durch Fremdkeime durch hohe
Zelldichten im Reaktor und hohe Durchflupraten (Margaritis und Merchant,
1984).

4) Einsparung an Kohlenstoffquelle (Substrat), wenn die Mikroorganismen
ausschlieplich katalytische Funktionen erfiillen und ihr Wachstum ohne
Beeinflussung der spez. Produktivitit gedrosselt werden kann (Messing, 1981).

Es stehen heute eine grope Anzahl von verschiedenen Techniken der
Immobilisierung zur Verfiigung. Man kann generell unterscheiden zwischen (s.
Abb. 1.2):
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Abb. 1.2: Techniken der Immobilisierung

(a): Rickhaltung der Mikroorganismen durch Trigerfixierung

(b): Mechanische Abtrennung der frei suspendierten Mikroorganismen am Beispiel
der Querstromfiltration

1) Rickhaltung der Mikroorganismen durch Trigerfixierung

2) Mechanische Abtrennung der frei suspendierten Mikroorganismen durch
Filtration, Zentrifugalseparation oder Sedimentation

Die Trégerfixierung ist einfach und billig und bendétigt keine komplizierten
mechanischen Teile. Die Kontaminationsgefahr ist geringer einzuschiitzen als bei
den anderen Methoden (Black et al.,, 1984; Margaritis und Merchant, 1984). Es
wurden daher in den letzten Jahren eine Vielzahl verschiedener Techniken zur
Trédgerfixierung von Mikroorganismen entwickelt. Zur Auswahl einer fir die
praktische (industrielle) Anwendung geeigneten Methode wurden von der "Working
Party of the European Federation of Biotechnology" (Konecny, 1984) und von
Kolot (1981) Richtlinien erarbeitet und veréffentlicht.
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Die vier wichtigsten Methoden der Trégerfixierung sind in Tabelle 1.1 aufgefiihrt
und im Hinblick auf sehr aktive, aerobe mikrobiologische Systeme, z.B.
Aminosidurefermentationen, bewertet.

Immobilisierungsmethode
Kriterium Flockulation Einschlup Kovalente Bindung Adsorption
Herstellung der einfach mittel schwierig einfach-
Immobilisate (mittel) 2
Immobilisierte gering- hoch gering mittel
Biomasse (sehr hoch) ®
Bindungsstérke schwach- stark stark schwach-
(mittel) ¢ (mittel) 4
Diffusionswiderstédnde mittel- grof gering gering-
(grop) * (mittel) ©
Toxische Auswirkungen keine eventuell stark keine
der Immobilisierung
Sterile Handhabung einfach schwierig schwierig einfach
(Reaktorbefiillung)
Regenerierung des - unmiglich kaum mbglich einfach
Trégermaterials
Austausch des einfach schwierig sehr schwierig nicht ndtig
Trigermaterials
Druckfestigkeit - mittel gut gut
(Stapelbarkeit)
Mechanische Haltbarkeit gering mittel gut gut
Spezifische Dichte 7 gering gering hoch hoch
Praktische Anwendbarkeit keine mittel gering hoch

*: Kovalente Bindung und Adsorption an anorganische Trégermaterialien. 2: gilt bei aufwendigen
Oberfldchenmodifizierungsmethoden; 3: gilt nur bei geringen Turbulenzen im Reaktor; #: abh&ngig von
Bindungsmechanismus und Mediumeigenschaften; ®: abhéngig vom Flockendurchmesser; ®: gilt bei starker
mehrschichtiger Adsorption; 7: hohe Dichte ermiglicht hohe Fest-Fliissig-Relativgeschwindigkeiten und
damit guten Stoffaustausch

Tabelle 1.1: Bewertender Vergleich der wichtigsten Methoden zur Trigerfixierung
von Mikroorganismen im Hinblick auf ein aktives, aerobes mikrobiologisches
System

Flockulierte Mikroorganismen werden u.a. in der Abwassertechnik und zur
Ethanolherstellung mit Erfolg eingesetzt, da sich durch diese Technik sehr hohe
Zelldichten erzielen lassen (Klein und Wagner, 1983). Bei sehr aktiven, aeroben
Prozessen ist diese Methode allerdings nicht anwendbar. Hohe Turbulenzen und
Scherkrifte, die aus Griinden eines ausreichenden Stoffaustausches erforderlichen
sind, wiirden im Bioreaktor zur gleichm#figen Verteilung oder Auflésung der
Zellaggregate fiihren.



Vorherrschend bei der Immobilisierung mikrobieller Zellen ist zur Zeit der
Einschlup in meist vernetzte Gele, 2z.B. aus Polyacrylamid, Alginat oder
Carrageenan, bzw., Membranen oder Folien aus z.B. photovernetzbaren Harzen oder
Collagen. Etwa 70 — 80 % der bis 1981 publizierten Arbeiten befassen sich mit
dieser Art der Immobilisierung (Berger, 1981). Sie ist jedoch meist auf Prozesse
mit toten oder lebenden, anaeroben Zellen beschrinkt. Seit 1973 wird L-Malat
und die Aminosiure L—Aspartat im industriellen Mafstab mit Gel—-immobilisierten
Zellen hergestellt. In Dbeiden Féllen werden permeabilisierte Zell-Skelette
verwendet. Auch andere Aminosiduren wie Alanin, Tryptophan, Lysin, Citrullin,
Tyrosin und Phenylalanin wurden auf diese Weise gewonnen (Chibata et al.,
1985).

Bei aktiven aeroben Prozessen steht dem Gel-Einschlup der lebenden Zellen vor
allem der daraus resultierende hohe Diffusionswiderstand entgegen. In der
Literatur wird wiederholt auf das bei dieser Immobilisierungsmethode kaum zu
lésende Problem der ausreichenden Sauerstoffversorgung hingewiesen (Jack und
Zajic, 1977a; Ghommidh et al., 1982; Enfors und Mattiasson, 1983; Konecny,
1984).

Methode Material Organismus Produkt Raumzeitaus- Literatur
beute [g/1/d] *
Geleinschlup  Polyacrylamid Corynebacterium L-Glutamat 3.75 Slowinski and
glutamicum Charm (1973)
Geleinschlup  Carrageenan Serratia L-Isoleucin 5.4 2 Wada et al.
marcescens (1980)
Membranein- Collagen Brevibacterium L-Glutamat k.A. Constantinides
schlup flavum et al. (1981)
Geleinschlup  Carrageenan Corynebacterium L-Glutamat 25.9 Kim and Ryu
glutamicum (1982)
Adsorption Silikate Corynebacterium L-Valine 28.8 Boirie et al.
glutamicum (1983)
Geleinschlup  Photovernetz- Brevibacterium L-Lysin 6 Ajinomoto
bares Harz lactofermentum (1983)
Geleinschlup  Carrageenan Serratia L-Arginin 24 Fujimura et
marcescens al. (1984)
Geleinschlup  Carrageenan Brevibacterium L-Glutamat 2.3 Karube et al.
flavum 3 (1987)

i: Maximalwerte, berechnet aus gesamter Fermentationszeit (Batch) bzw. mittlerer Verweilzeit
(Kontin. Kultur) und Produktkonzentration; 2: bezogen auf beide Reaktorstufen; 3: Protoplasten

Tabelle 1.2: Bisher publizierte Arbeiten iiber die Aminosdure—Produktion mit
lebenden, tridgerfixierten Mikroorganismen

In Tabelle 1.2 sind eine Reihe von Arbeiten mit lebenden, Gel-immobilisierten
Mikroorganismen zur Aminosaureproduktion aufgefiihrt. Die erreichten
Produktivitdten sind jedoch kaum héher als bei konventionellen
Fermentationsverfahren. Die Sterilitdt bereitet Schwierigkeiten (Constantinides et
al., 1981) und ist offenbar nur mit Antibiotika—Zugabe zu beherrschen (Fujimura
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et al,, 1984). Es besteht keine Moglichkeit zur Regenerierung des
Tragermaterials, Der Bioreaktor muf mit erheblichem Aufwand vollstindig entleert
werden, wenn die Immobilisate verbraucht sind. Ein weiterer Nachteil ist die
relativ geringe mechanische Stabilitdt der Gelpartikel. So ist im unteren Bereich
von grofen Festbettreaktoren mit einer Deformierung der Partikel zu rechnen, die
zu hohen Druckverlusten fiihren kann (Mattiasson, 1983; Klein und Wagner,
1983). Bei lang anhaltendem Dauerbetrieb kommt es hiufig zu einer Zerfaserung
der Gelpartikel durch wachsende und austretende Mikroorganismen und COz-
Gasblasen (Margaritis und Merchant, 1984; Voss, 1987). Die spez. Dichte der
Immobilisate ist sehr gering, was im Wirbelschichtreaktor =zu wungiinstigen
FlieBeigenschaften fiihrt (Venkatasubramanian et al., 1983). Verfahren zur
Beschwerung der Gelpartikel mit Quarz (Constantinides und Chotani, 1984) oder
Stahl (Verax, 1987) sind fiir die allgemeine Anwendung zu aufwendig.

Die kovalente Bindung von Mikroorganismen an feste Trigermaterialien wurde
bisher noch nicht in befriedigendem MaPe gel6st (Berger, 1982; Blanch, 1984). Die
Kopplungsreaktionen kénnen auf die Zellen toxische Nebenwirkungen ausiiben. Die
sterile Herstellung der Immobilisate ist sehr aufwendig. Das Trigermaterial ist
kaum regenerierbar. Wegen der festen Bindung, die theoretisch zu erwarten ist,
und der geringen Diffusionsbehinderung diirfte die Technik der kovalenten
Bindung eine Zukunft haben (Berger, 1981).

Tabelle 1.1 zeigt, dap die Immobilisierung von lebenden aeroben Mikroorganismen
am besten durch eine adsorptive Bindung an feste Trigermaterialien erfolgt
(Mattiasson, 1983). Die gebundene Biomasse ist allerdings geringer als z.B. bei
der Einschlupmethode. Anorganische pordse Trégerkorper sind wegen ihrer
groperen Stabilitdt und spez. Dichte denjenigen aus organischen Materialien
vorzuziehen (Kennedy und Chabral, 1983). Die Zuginglichkeit der
Fermentationsfliissigkeit (und damit der Substrate) zu den adsorbierten Zellen ist
gut und die Diffusionswiderstinde sind daher gering (Konecny, 1984). Fiir die
praktische Anwendung diirfte die Tatsache entscheidend sein, daPB geeignete
Tragerkdrper zur Regenerierung im Reaktor verbleiben koénnen und sich fir
weitere Fermentationsansitze wiederverwenden lassen (Kennedy und Cabral, 1983;
Mattiasson, 1983).

Anorganische pordse Tragerkorper konnen natiirlicher (z.B. Lava) oder
synthetischer Herkunft sein. Die letzteren haben den Vorteil, dap durch den
Herstellungsprozep jede gewiinschte Form erzeugt werden kann. Die Porengrépen
lassen sich genau einstellen und grofe Oberfldchen erzeugen. Von Messing und
Oppermann (1979) und Navarro und Durand (1977) wurden Glasmaterialien mit
sehr kleinen Poren (im Bereich der Grope der Mikroorganismen) verwendet. Es ist
allerdings zu bezweifeln, ob derart immobilisierte Mikroorganismen ausreichend
mit N&hrstoffen versorgt werden kénnen (Venkatasubramanian und Karkare,
1983). Einen guten Kompromif} zwischen hoher Oberfliche und grofem
Diffusionsquerschnitt stellen die von der Firma Schott produzierten Glaskdrper
(Siran) dar, welche fiir die anaerobe Abwasserreinigung von Aivasidis (1988)
optimiert wurden. Diese Trégerkdérper kamen auPerdem bei Bisping und Rehm
(1986) und Hartmeier et al. (1987) erfolgreich zum Einsatz.



1.3. Zielsetzung dieser Arbeit

Angesichts des wachsenden Bedarfs an Aminosiduren wird weltweit intensiv an
einer Verbesserung der Herstellungsverfahren fiir diese Substanzklasse
gearbeitet. Die Entwicklung geeigneter Immobilisierungsmethoden steht dabei mit
im Vordergrund des Interesses (Enei et al., 1982).

Ziel und Aufgabe dieser Arbeit war es, Methoden und Verfahrenstechnik der
Trégerfixierung von lebenden Mikroorganismen an offenporigem Glassintermaterial
zu untersuchen. Diese Immobilisierungstechniken sollten am Beispiel der aeroben,
fermentativen Gewinnung der Aminosdure L-Leucin aus o-Ketoisocapronsiure mit
Corynebacterium glutamicum entwickelt und optimiert werden. Da es sich dabei
um ein mikrobiologisches System mit sehr hohem Sauerstoffbedarf handelt, mufte
auf eine mdglichst geringe Diffusionsbehinderung geachtet werden.

Aufgabenstellung:

1) Uberfithrung der bisher nur im Batch-Betrieb erprobten Umsetzung von o-
Ketoisocapronsiure zu L-Leucin in kontinuierliche Kultur. Kldrung der dafiir
mapfgebenden mikrobiologischen Fragen.

2) Untersuchung der Féhigkeit der eingesetzten Mikroorganismen, an
unbehandelten Glasoberflichen adsorptiv zu binden und diese zu besiedeln.
Gegebenenfalls Verbesserung der Tragerkorper durch eine
Oberflachenmodifizierung. Kovalente Bindung der Mikroorganismen als
Alternative zur adsorptiven Trigerfixierung.

3) Kldrung der wesentlichen Mechanismen bei mikrobiellen Adh#isionsphinomenen.
Suche nach Méglichkeiten zur gezielten Beeinflussung der Adsorption im Sinne
einer optimalen Biomassebeladung der Glastriger.

4) Modellierung des Prozesses zur Voraussage des Betriebsverhaltens eines
Reaktors mit trégerfixierten Mikroorganismen.

5) Modellierung des Stofftransports im bewachsenen Sinterglas

6) Aufbau von geeigneten  Reaktorsystemen (Festbettumlaufreaktor bzw.
Wirbelschichtreaktor) zur Beurteilung der neu Zu entwickelnden
Immobilisierungstechniken. Vergleich der Leistungsfihigkeit der verschiedenen
Reaktorsysteme untereinander und mit bekannten Aminosdure-
Produktionsmethoden unter Verwendung immobilisierter Mikroorganismen.
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2. Grundlagen & Theorie

2.1. Coryneforme Bakterien und ihr
Stoffwechsel

Corynebacterium glutamicum ist seit 1957 als Aminosiure-produzierender
Mikroorganismus bekannt (Kinoshita et al., 1957). Die Zellen haben eine
wechselnde Morphologie, sie sind unbeweglich, aerob und firben Gram-—positiv.
Taxonomisch eng verwandt sind die Brevibakterien (besonders Brevibacterium
flavum). Die coryneformen Bakterien, bzw. die aus den Wildstimmen gewonnenen
Mutanten, sind die heute industriell am hiufigsten eingesetzten Mikroorganismen
zur Produktion von fast allen Aminosduren (Aida et al., 1986). Abb. 2.1 zeigt
eine rasterelektronenmikroskopische Aufnahme von Corynebacterium glutamicum
auf einer Sinterglasunterlage.

Abb. 2.1: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme von Corynebacterium
glutamicum auf Sinterglas (Die Linge des weifen Balkens am unteren Bildrand
entspricht 10 um.)




2.1.1. Abbau von Glucose bis zZzZum Pyruvat

Die Metabolisierung von Glucose erfolgt {iber den Embden-Meyerhof-Weg
(Glycolyse) und iiber den Phosphogluconat-Weg (s. Abb. 2.2). Bei dem ersteren
wird ein Mol Glucose (Glu) iiber mehrere Stufen zu zwei Molen Glycerinaldehyd-
3-phosphat umgesetzt, welches unter Bildung von NADH in den folgenden
Schritten zu Pyruvat (Pyr) weiterreagiert. Bei dem Abbau wird Energie als ATP
gespeichert. Man spricht von der Substratketten—-Phosphorylierung. Die
Bilanzgleichung der Glycolyse bis zum Pyruvat ergibt:

Glu + 2NAD* + 2ADP + 2P —>
2Pyr + 2NADH + 2H* + 2ATP + 2H20 (Gl. 2.1)

Der Phosphogluconat—Weg geht vom Glucose-6-phosphat aus und miindet nach
mehreren variablen Stufen auf der HOhe des Fructose—-6-phosphat und des
Glycerinaldehyd-3-phosphat in die Glycolyse ein. Da beide Endprodukte
theoretisch wieder zu Glucose-6-phosphat umgesetzt werden kdnnen, handelt es
sich formal um einen KreisprozeBf. Man spricht deshalb auch von dem
Pentosephosphat—-Cyclus. Die gekoppelte Bilanzgleichung des Phosphogluconat—
Weges einschliepBlich der durchlaufenen glycolytischen Abbaureaktionen bis zum
Pyruvat ergibt:

3Glu + 5NAD* + 6NADP* + 5ADP + 5P —
5Pyr + 3CO: + SNADH + 6NADPH + 11H* + S5ATP + H:20 (Gl. 2.2)

NADH wird in lebenden Organismen generell in der oxidativen Phosphorylierung
(Atmungskette, s.u.) regeneriert und damit zur Energieproduktion in Form von
ATP genutzt. NADPH dient vor allem als Ubertriger von Reduktionsdquivalenten
in Synthesereaktionen. Der Phosphogluconat-Weg wird daher von den
Mikroorganismen immer dann aktiviert, wenn besonders hoher Bedarf an NADPH
fiir die Biosynthese von Zellmaterial besteht.

2.1.2. Oxidative Phosphorylierung

Das in den Zellen gebildete NADH wird in der Atmungskette gemif folgender
Gleichung oxidiert:

NADH + H* + 3ADP + 3P1 + %02 —> NAD* + 3ATP + 4H:20 (GlL. 2.3)

Die bei der Oxidation von NADH frei werdende Energiemenge ist weitaus grofer
als der ATP-Gewinn in der Substratketten—Phosphorylierung. Ein Mol FADH:2
liefert nach einer entsprechenden Gleichung 2 Mole ATP. Unter Umstidnden kann
auch NADPH veratmet werden.

2.1.83. Aerober Abbau von Pyruwvat

Unter aeroben Bedingungen wird Pyruvat in dem sich an die Glycolyse
anschlieBenden Citronensidure—-Cyclus Zu CO2 unter Bildung von
Reduktionsdquivalenten umgesetzt (s. Abb. 2.2). In coryneformen Bakterien
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existiert nur eine NADP*-abhidngige Isocitrat—-Dehydrogenase, nicht jedoch eine
NAD*—abhidngige, wie in vielen anderen Organismen (Shiioc und Ozaki, 1970;
Groeger, 1986). Die Bilanzgleichung des Citronensidure-Cyclus lautet:

Pyr + 3NAD* + FAD + NADP* + ADP + Pix + 2H:0 —m>
3COz + 3NADH + FADH: + NADPH + 4H* + ATP (Gl. 2.4)

Glucose

ATP
ADP NADP NADPH

Glucose-6-P ey 6-Phosphoglucono-Lacton

Fructose-6-P - 6-Phosphogluconat (b)
ATP \\ NADP
ADP S~o COo, NADPH
Fructose-1,6-DP ~>Ribulose-5-P

Glycerinaldehyd-P 4~
NAD Pi
(a) NADH
1,3-Diphosphoglycerat

ADP
ATP

3-Phosphoglycerat

2-Phosphoglycerat

Phosphoenol t
— phoeno :I))/fr)uva (e)
) K ATP  NADH NAD
—— | = Pyruvat Lactat (c)
NAD
€O,y CO,CO3 NADH ATP
NADPH | ADP_ |ATP CO, T
Acetyl-CoA ¢==z2::PFAcetat NAD ><'H20
NADP | ATP ]JADP Citrat NADH “1™ o,
i
J, ~ ADP + Pi
Oxalacetat cis-Aconitat
NADH
NAD H,0 (9)
- Malat Glyoxylat Isocitrat T
NADP NADP 3(’ L-Glutamat Ca-Ketoisocapronséure
(d) NADPH NADPH T o-Ketoglutarat > L-Leucin
Oxalsuccinat NH,
Fumarat Co,

o-Ketoglutarat

FADH \ NAD
Succinat ‘((;IADH

FAD CO,

Abb. 2.2: Stoffwechsel von Corynebacterium glutamicum
{(a): Glycolyse; (b): Phosphogluconat-Weg; (c¢): Oxidative Phosphorylierung; (d):
Citronensdure—Cyclus; (e): Lactatgarung; (f): Anaplerotische Auffiillreaktionen;

(g): Leucinsynthese




Bis vor kurzem lieBen sich in coryneformen Bakterien keine signifikanten a-
Ketoglutarat-Dehydrogenase(KGDH)-Aktivitdten nachweisen. a-Ketoglutarat miifte
sich folglich aufstauen und koénnte zu Glutamat abgebaut werden. Darin hatte
man den Grund fiir die herausragenden Aminosdure—Produktionseigenschaften
dieser Bakterienklasse gesehen. Shiio und Ujigawa-Takeda (1980) konnten
schlieflich zeigen, daP doch eine funktionsfihige KGDH vorhanden ist, die sich
allerdings als ungewdhnlich empfindlich und hoch reguliert erwies. Das Enzym ist
unter normalen Kulturbedingungen aktiv, und der Citronensiure-Cyclus arbeitet
vollstédndig. Unter Glutamat—-produzierenden Bedingungen (permeabilisierte
Zellwand) kann die KGDH jedoch génzlich desaktiviert werden. Damit versuchen
die Mikroorganismen dem Absinken der zellinternen Glutamat—Konzentration
entgegenzuwirken, indem der Stofffluf des Citronensdure—-Cyclus beim o=
Ketoglutarat gestoppt und umgelenkt wird.

2.1.4. Anaerober Abbau von Pyruvat

Unter anaeroben Bedingungen kann das in den Zellen gebildete NADH nicht i{iber
die Atmungskette regeneriert werden. Es staut sich auf und blockiert damit vor
allem den Citronensdure-Cyclus. Die coryneformen Bakterien kénnen dann auf

Pyruvat + NADH + H* ——— Lactat + NAD* (Gl. 2.5)

Die Kopplung dieser Reaktion mit (Gl. 2.1) oder (Gl. 2.2) zeigt, dap simtliches
NADH, welches beim Glucoseabbau bis zum Pyruvat gebildet wird, unter
Entstehung von Lactat regeneriert und der Stofffluf aufrecht erhalten werden
kann. Der Energiegewinn der Gesamtreaktion beschriankt sich auf das in der
Substratketten—-Phosphorylierung gebildete ATP.

Unter mikroaeroben Bedingungen (d.h. laufende, aber ungentiigende
Sauerstoffzufuhr, pOz = 0) finden die vollstindige Oxidation von Glucose durch
den Citronensdure—Cyclus und die Gdrungsreaktionen gleichzeitig statt. Die unter
Sauerstoffmangel ausgeschiedenen anaeroben Stoffwechselprodukte wie Lactat
konnen von den Mikroorganismen bei Wechsel auf aerobe Bedingungen wieder
aufgenommen und weiter umgesetzt werden.

2.1.5. Anaplerotische Aurffiillreaktionen

Befindet sich ein Organismus im Wachstum, so werden fiir die Biosynthese von
Zellmaterial organische Grundbausteine bendtigt. Diese werden zum Teil dem
Citronensdure-Cyclus entnommen. Die aus dem Kreislauf ausgeschleuste
Kohlenstoffmenge muP jedoch entsprechend wieder ersetzt werden, da sonst der
Cyclus aus stéchiometrischen Griinden zum Erliegen kommen wiirde. Zu diesem
Zweck Dbesitzen die Zellen die folgenden sog. anaplerotischen (Auffiill-)

1) Phosphoenolpyruvat + COz + ADP ———> Oxalacetat + ATP (Gl. 2.6)

2) Pyruvat + CO: + ATP ——— Oxalacetat + ADP + P; (Gl. 2.7)
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3) Pyruvat + COz + NADPH + H* ———> L-Malat + NADP* (Gl. 2.8)
4) Glyoxylat—-Kurzschluf

Die ersten drei Gleichungen reprisentieren COz-fixierende Reaktionen und fiihren
zum Einschleusen von Kohlenstoff in den Citronensidure-Cyclus. Der Glyoxylat-
Kurzschluf ist vor allem bedeutsam beim Wachstum auf Acetat. Er umgeht die
Decarboxylierung von a-Ketoglutarat im Cyclus (vermeidet dadurch den Verlust
von CO2) bei  gleichzeitiger @ Aufnahme eines Acetyl-CoA. Alle vier
anaplerotischen Reaktionen, besonders 1) und 4), sind in coryneformen Bakterien
aktiv.

2.1.6. Leucinbildung

Die Leucinbildung aus a-Ketoisocapronsfure ist in Abb. 2.2 schematisch mit
dargestellt. Sie erfolgt unter gekoppelter Katalyse der Transaminase B und der
Glutamat-Dehydrogenase (Groeger, 1986). L-Glutamat dient als Aminodonor und
wird bei dieser Reaktion zu a-Ketoglutarat deaminiert. Zur Regenerierung von L-
Glutamat wird NADPH aus dem Energie—-Stoffwechsel der Zellen abgezogen. Als
das wichtigste NADPH-liefernde Enzym lief sich die Isocitrat—-Dehydrogenase
nachweisen, widhrend sowohl die Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase als auch die
6—-Phospho-gluconat—-Dehydrogenase des Phosphogluconat-Weges und das
Malatenzym (3. Anaplerotische Reaktion, s.0.) von untergeordneter Bedeutung
sind.

Leucin wird auch von ruhenden Zellen gebildet. Das ist nur bei vollstindig
arbeitendem Citronen-Cyclus méglich. Dabei entstehen im Energiestoffwechsel pro
Mol Glucose 2 Mole NADPH, was theoretisch die Synthese von zwei Molen Leucin
erméglichen wiirde. Als "Nebenprodukt" werden pro Mol Glucose 10 Mole NADH
(FADHz) gebildet. Diese miissen in der Atmungskette oxidiert werden und
erkldiren den enormen Sauerstoffbedarf der Zellen (s. Kap. 4.1.1.3.3.). Unter
anaeroben Bedingungen ist keine Leucinbildung mdglich.

Bei sich vermehrenden Zellen wird ein Teil des in den Mikroorganismen erzeugten
NADPH fiir die Biosynthese von Zellmaterial benstigt. Die molare Ausbeute an
Leucin bezogen auf Glucose wird folglich niedriger sein als bei ruhenden Zellen.
Unter Wachstumsbedingungen arbeiten die anaplerotischen Reaktionen. Ein
aktiver Glyoxylat—Kurzschlup wirkt sich dabei ungiinstig aus, da er das
wichtigste NADPH-liefernde Enzym, die Isocitrat—Dehydrogenase, umgeht.



2.2. Grundlagen der mathematischen
Behandlung mikrobioclogischer
Prozesse

2.2.1. Wachstum in einer Batch—Kultur

Das Wachstum von Mikroorganismen auf frischem Ndhrmedium unter optimalen
Bedingungen l4Bt sich in verschiedene Phasen unterteilen. Nach dem Animpfen
miissen die Mikroorganismen zunichst ihren Stoffwechselapparat an die neuen
Bedingungen anpassen (Synthese von Enzymen, usw.). Es vergeht daher einige
Zeit (Lag-Phase), bevor es zum ersten merklichen Wachstum kommt. Nach einer
Ubergangsphase  erreichen die Mikroorganismen ihre maximal mogliche
Wachstumsgeschwindigkeit (Exponentielle Phase), bis ein essentieller Bestandteil
des Mediums verbraucht ist. Nach einer stationdren Phase, die vor allem von der
Menge der in den Zellen vorhandenen Reservestoffe abhingig ist, gehen die
Zellen in die Absterbephase iiber.

Die Wachstumsgeschwindigkeit (Anderung der Mikroorganismenkonzentration) wird
durch folgende Gleichung beschrieben:

dX/dt = u-X [gTs/1/h] (Gl. 2.9)

mit X Biomassekonzentration [gTS/1]
B = Spez. Wachstumsrate [1/h]
t = Zeit [h]

Sie ist abhidngig von der aktuellen Biomassekonzentration X und der spez.
Wachstumsrate p, welche die speziellen Eigenschaften des Mikroorganismus und
den Einfluf der momentanen Kulturbedingungen erfapt.

Fir die modellmifige Beschreibung von n sind mehrere Ansétze vorgeschlagen
worden. Allgemein durchgesetzt hat sich die Gleichung von Monod, die sich an
die fir einfache Enzymreaktionen hergeleitete Michaelis—Menten~-Gleichung
anlehnt:

I = Umax-S/(S+Ks) [1/h] (Gl. 2.10)

Bmax [1/h] ist definiert als die bei gegebenen Medien und Kulturbedingungen
maximal mogliche Wachstumsrate eines speziellen Mikroorganismus. S [g/l] stellt
diejenige Substratkomponente dar, die als erste durch den Medienverbrauch der
Zellen auf Wachstum-limitierende Konzentrationen abfidllt. Bei der Komposition
von synthetischen Fermentationsmedien wird im allgemeinen darauf geachtet, dap
nur eine Komponente (hdufig die Kohlenstoffquelle) limitierend wirkt. Alle
weiteren Substratbestandteile kdénnen dann in der mathematischen Beschreibung
unbeachtet bleiben. Die Substratsidttigungskonstante Ks [g/l] 14Bt sich sehr
einfach aus der Monod-Darstellung bei halbmaximaler Wachstumsrate abgreifen.
Wie Abb. 2.3 veranschaulicht, wachsen die Mikroorganismen bei hohen
Substratkonzentrationen unlimitiert mit maximaler Wachstumsrate pmax (Reaktion
0. Ordnung). Nach Unterschreiten einer gewissen Grenzkonzentration wird das
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Wachstum merklich limitiert und geht bei sehr kleinen Werten in eine nahezu
lineare Abhéngigkeit von S iiber (Reaktion 1. Ordnung).

0.7

[1/h]

Wachstumsrate n

T T T T T T I T T
o Ks 2 4 6 8 10 12 14 18 18 20

Substratkonzentration S [g/1]

Abb. 2.3: Abhingigkeit der Wachstumsrate p von der limitierenden

Substratkonzentration S nach Monod
Parameter: pmax = 0.5/h; Ks = 1 g/l

Bei aeroben Kulturen Kkann der nétige Sauerstoff wegen der sehr geringen
Loslichkeit nicht wie die anderen Bestandteile vollstindig von Anfang an im
Nahrmedium vorgelegt werden. Er muf daher wéihrend der Fermentation
kontinuierlich nachgeliefert werden. Ist der Sauerstoff das limitierende Substrat,
so kommt es bei Erreichen der limitierenden Konzentration zu einer linearen
Abhédngigkeit des Wachstums der Mikroorganismen von der Sauerstoffversorgung.

2.2.2. Kontinuierliche Kultur

Wahrend die Batch-Kultur durch sich stindig dndernde Umgebungsbedingungen
gekennzeichnet ist, an die sich die Mikroorganismen entsprechend anpassen
missen, koénnen in kontinuierlicher Kultur alle Prozepfparameter konstant
gehalten werden. Dabei wird dem Bioreaktor laufend frisches Medium zugefiihrt
und gleichzeitig so viel Produktldésung wieder entnommen, dap der
Flissigkeitsstand im Reaktor auf gleicher HO0he bleibt. Die Durchflufrate D [1/h]
errechnet sich aus der Summe der zufliefenden Fliissigkeitsstréme (Medium und
Titrationsmittel) ve [I/h] und dem konstanten Fiillvolumen des Reaktors Vg [1}:



D = ve/Vr (1/h] (Gl. 2.11)

Haufig wird auch die mittlere Verweilzeit t eines infiniten Fliissigkeitselementes
im Reaktorvolumen zur Kennzeichnung eines Prozesses verwendet:

T = Ve/Ve = 1/D [h} (Gl. 2.12)

Eine Bilanz der Biomasse ergibt:

dX/dt = p-X - D-X {gTS/1/h] (Gl. 2.13)
Fir den stationiren Fall (dX/dt = 0) folgt:
p=D {1/h] (Gl. 2.14)

Es stellt sich also eine Mikroorganismenkonzentration und damit korrespondierend
eine limitierende Substratkonzentration ein, bei der die Wachstumsrate genau der
Durchflufrate entspricht.

Eine Bilanz des Substrates ergibt mit der zeitlich in den Reaktor einlaufenden
(D-Se) und auslaufenden, unverbrauchten Substratmenge (D.S) und dem
Substratverbrauch durch Wachstum der Mikroorganismen (p-X/Yxss) fir den
stationdren Fall (dS/dt = 0):

DSo = D-S + n-X/Yxss {g/1/h] (Gl. 2.15)
mit Se = Substratkonzentration im frischen Nihrmedium [g/1]
Yx/s = Ausbeutekoeffizient [gTS/gl]

Der Erhaltungsstoffwechsel sei hier vernachldssigt. Die Abh#ingigkeiten der
stationdren Substrat— Sstat und Biomassekonzentration Xstat ergeben sich durch
Einsetzen von (Gl. 2.14) in (Gl. 2.10):

Sstat = Ks-D/(jimax—D) [g/1] (Gl. 2.16)
bzw. (Gl. 2.14) in (Gl. 2.15):

Xstat = Yx/s-(So—D-Ks/(limax—D)) [gTS/1] (Gl. 2.17)
Die modellm#Bige Beschreibung der Produktbildung ist abhéngig vom jeweiligen
mikrobiologischen System. Man unterscheidet zwischen wachstumsgekoppelter und

—entkoppelter Produktbildung. Es gilt:

a-dX/dt '[g/l/h] (Gl. 2.18)

dLe/dt =
bzw.
dLe/dt = p-X [g/1/h] (Gl. 2.19)
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mit Le = Produktkonzentration [g/l]
a Produktbildungskonstante [g/gTS]
p Spezifische Produktbildungsrate [g/gTS/h]

Abb. 2.4 zeigt eine Auftragung von Xstat und Sstat iiber D. Bei niedrigen
Durchflufraten ist eine geringe Abhidngigkeit von Xstat und Sstat von D zu
erkennen. Bei Ann#herung der Durchfluprate an Dkrit, die sich durch die
maximale Wachstumsrate jpimax ergibt, féllt Xstat bis auf null ab ("wash-out")
und Sstat steigt entsprechend auf Seo, der Substratkonzentration im zulaufenden
Medium an.

[g/1]
{g/1]
{
¥

40

ol I—

20

Zellkonzentration Xstat
Substratkonzentration Sstat

10

Dxrit

Durchfluprate D [1/h]

Abb. 2.4: Auftragung der stationiren Betriebspunkte einer kontinuierlichen

Kultur im X-D Diagramm
Parameter: pmax = 0.5/h; Se = 50 g/l; Ks = 1 g/l; Yz/s = 0.5 gTS/g

2.2.3. Betriebsfiihrung eines kontinuier—
lichen Bioreaktors

Es wird unterschieden zwischen  chemostatischer und turbidostatischer
Betriebsfiithrung. Bei der chemostatischen Betriebsfiihrung wird der Volumenstrom
des zugefiithrten Mediums und damit die Durchflufrate konstant gehalten. Ist die
Affinitdt der Mikroorganismen fiir das limitierende Substrat sehr grof, d.h. der
Wert von Ks sehr klein, so erfolgt der Abfall von Xstat in der Nihe von Dxkrit
sehr abrupt. Bei chemostatischer Prozepfiihrung ist die Kultur daher in diesem
Bereich sehr instabil. Bei geringen Schwankungen der Zulaufrate kann die Kultur
ausgewaschen werden. Man geht dann, wenn es technisch méglich ist, zu einer




sog. turbidostatischen Betriebsweise {iber. Die Biomassekonzentration im Reaktor
wird iiber eine on-line Triibungsmessung der Fermentationsfliissigkeit ermittelt
und durch Nachstellen der Durchflufrate konstant gehalten. Mit einer derartigen
Regelung 14Bt sich jeder Punkt auf dem stark abfallenden Teil der Biomassekurve
einstellen und damit die Kultur dauerhaft im unlimitierten Zustand halten. Die
Mikroorganismen vermehren sich stationdr mit maximaler Wachstumsrate pmax. Die
Regelung fordert gerade so viel Substrat nach, wie die Mikroorganismen
verarbeiten kénnen.

Bei hohen Biomassekonzentrationen (im limitierten Bereich) und flachem Verlauf
von Xstat neigt die turbidostatische Regelung zur Instabilitdt und ist schlieflich
bei niedrigen Durchflupraten, wo Xstat auf hohem Niveau waagrecht verliuft,
nicht mehr einsetzbar. Dann arbeitet man vorteilhafter mit einer chemostatischen
Regelung.

2.8. Grundlagen der Oberflichenbehand-—
lung von Glas (Silanchemie)

Die kovalente Modifizierung von Glasoberflichen durch Silane wird gropindustriell
z.B. bei der Herstellung von Windschutzscheiben (Holzer, 1986) oder Glasfaser—
verstirkter Kunststoffe angewendet. Die Silane dienen zur Haftvermittlung
zwischen der anorganischen Glasunterlage und der organischen Kunststoffmatrix.
Die Oberflichenmodifizierung von pordésem Glas (CPG) zur Immobilisierung von
Enzymen wurde vor allem von der Gruppe um Weetall entwickelt (Weetall und
Filbert, 1974; Weetall, 1976; Lynn, 1975).

Bei Silanen handelt es sich gemdp der unten dargestellten allgemeinen
Strukturformel um organofunktionelle Siliziumverbindungen. Sie besitzen an einem
Ende ein bis drei hydrolysierbare Abgangsgruppen, meist Chlor—- oder
Alkoxygruppen, und am anderen Ende einen funktionellen Rest. Letzterer ist iiber
einen "spacer" mit dem zentralen Siliziumatom verbunden.

XaYs-aSi-Z-R

Abgangsgruppe (Alkoxy- oder Halogengruppe)
Anzahl der Abgangsgruppen (1,2,3)

meist Methylgruppe

"spacer"

Funktioneller Rest

ANKE N

Der Reaktionsmechanismus mit der Glasoberfliche ist in Abb. 2.5 am Beispiel
eines gamma-Aminopropyltriethoxysilan dargestellt. Zur Hydrolyse des Silans ist
Wasser erforderlich, welches meist als LOsungsmittel eingesetzt wird. Bei der
Oberflichenmodifizierung in organischen Losungsmitteln werden die Silane durch
den Wasserfilm hydrolysiert, der stets auf nicht speziell behandelten
Glasoberflichen adsorbiert wvorliegt. Silane koénnen auch aufgedampft werden
(Radke, 1987).

Hydrolysierte Silanmolekiile reagieren nur mit freien Silanolgruppen auf dem
Glasmaterial. Dieses wird zweckméipigerweise mit Sdure vorbehandelt, um aus der
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Oberfldche Metallionen (Ca, Na, usw.) herauszuldsen. Bei der Reaktion der Silane
mit der anorganischen Oberfldche kommt es durch Kondensation der jeweiligen
Silanolgruppen zur Ausbildung von kovalenten (Si—0-Si)-Bindungen. Erforderlich
fiir einen optimalen Verbund ist die Trocknung nach der Silanbehandlung. Bei
Wasserzutritt und hohen Temperaturen koénnen kondensierte Siloxangruppen
wieder hydrolysieren.

(HsC,0),Si — (CH,); —NH,

H,0
. . . I
2 OH a o
‘ HNO, A J , |
Si— OM —3p Z5i—OH + HO—Si— (CH),—NH, ——> 31— 0— Si—(CHy), —NH,
)
| |
a a OH 3 o
I

Abb. 2.5: Reaktionsmechanismus von gamma-—-Aminopropyltriethoxysilan mit einer
durch Salpetersiure aktivierten Glasoberflidche

Es ist mdéglich, dap die Silanmolekiile in wissriger Ldsung auch miteinander
reagieren und dabei polymerisieren. Aminosilanlésungen sind in der Regel recht
stabil, wenn sie auf einen pH von 5 eingestellt werden (Guilleth, 1986).
Unbehandelte Glasoberflichen besitzen in der Regel einen deutlich alkalischen,
Siure—behandelte einen sauren pH-Wert. Daher sind die Silanolgruppen auf der
Glasoberfliche weit reaktiver als in freier LOsung (pH 56). Die gewliinschte
Reaktion ist kinetisch begilinstigt.

Nach neueren Untersuchungen erwiesen sich herkémmliche Silane mit drei
Abgangsgruppen als ungiinstig. Aus sterischen Griinden kann es auf der
Oberflache des Glases 2zu keiner vollstindigen Kondensation aller drei
Silanolgruppen kommen. Vielmehr wurde gezeigt, daB bei Dbi- als auch
trifunktionellen Silanen statistisch nur 1 - 2 Gruppen Siloxanbindungen
ausbilden (Unger et al., 1976). Mit neu entwickelten Silanen l4Bt sich die
Glasoberfliche durch organische Gruppen vollstindig vor Wasserzutritt schiitzen
(Szabo et al., 1984).

Die an Glasoberflichen durch Silane aufgebrachten funktionellen Gruppen kdnnen
fiir weitere Kopplungsreaktionen genutzt werden.



2.4. GRUNDLAGEN MIKROBIELLER
ADHASIONSPHANOMENE

Mikrobielle Adhésionsphidnomene, d.h. die Flockulation von Mikroorganismen
(Adhidsion untereinander) und deren Adsorption an Trédgeroberflichen, werden
erst seit wenigen Jahren genauer untersucht. Die Systematisierung und
Quantifizierung dieser Effekte befindet sich noch in der Entwicklung.

Man muf unterscheiden zwischen:
1) Rein physikochemischen Effekten (Anlagerung nach dem ersten Kontakt)

2) Effekten, die durch die physiologischen Aktivititen der Mikroorganismen, wie
z.B. Ausscheidung von haftungsvermittelnden Substanzen, Anpassung der
Zellgeometrie an die Form der besiedelten Oberfliche usw., zustande kommen.

Die biologische Reaktion der Zellen, vereinfachend als "Aufwachsen" bezeichnet,
ist die Folge eines vorangegangenen physikochemischen Adh3sionsvorganges.

Die physikalische Chemie h#dlt zwei Theorien fiir die Beschreibung von
Wechselwirkungen zwischen  Oberfldchen bereit: Die sog. DLVO-Theorie
berilicksichtigt die weitreichenden (~10-100 nm) elektrostatischen und van der
Waals Krédfte, widhrend der thermodynamische Ansatz auf der Bestimmung der auf
sehr kurzen Entfernungen von < 1 nm (Abbott et al., 1983) wirkenden
Gibbs'schen freien Bindungsenergie beruht (Rutter und Vincent, 1984). Da bisher
noch keine Vereinheitlichung der beiden Theorien gelungen ist, werden sie im
allgemeinen nebeneinander benutzt (Rouxhet et al., 1987).

Fir die praktische, meptechnische Bewertung von Flockulations— und
Adsorptionsphidnomenen werden heute die elektrostatischen und hydrophoben
Wechselwirkungen als mapgebend angesehen (Mozes et al., 1987; van Loosdrecht
et al., 1987b). Die Eigenschaften der beteiligten Oberflichen (Triger und Zellen)
und die des umgebenden Mediums bestimmen, ob es zu Anziehungs—- bzw.
Abstopungsreaktionen kommt.

2.4.1. Elektrostatische Wechselwirkungen

Tragen zwei Kérper auf ihren Oberfliachen elektrische Ladungen
entgegengesetzten Vorzeichens, ziehen sie sich an, wihrend gleichgeladene Kérper
sich abstoBen (s. Abb. 2.6ai1). Die Ladungsdichte beeinflupt die Stdrke der
zwischen den Kdérpern auftretenden Krifte. Im umgebenden Medium geldste Ionen
(> 1 mM) kdnnen sich je nach Vorzeichen an die geladenen Oberfldchen anlagern
(Rutter und Vincent, 1984). Dadurch wird die nach auBen wirkende Gesamtladung
der Korper zu einem gewissen Teil abgeschirmt und damit verringert (s. Abb.
2.6az2). Ein pH-Wert in der N#he des isoelektrischen Punktes von biologischen
Korpern (z.B. Mikroorganismen: pKi = 2.5 - 4) fiihrt ebenfalls zu einer Reduktion
der Gesamtladung. Dadurch geraten die Koérper nidher aneinander und konnen
schlieBlich durch auf kurzen Entfernungen wirkende Krifte, wie z.B. hydrophobe
Wechselwirkungen oder Polymere (s.u.) trotz noch bestehender entgegengesetzter
Gesamtladung zur Haftung gelangen.
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Wechselwirkungen oder Polymere (s.u.) trotz noch bestehender entgegengesetzter
Gesamtladung zur Haftung gelangen.

Zur Beurteilung der Oberflichenladungen von Mikroorganismen wird die
elektrophoretische Mobilitdt der in destilliertem Wasser suspendierten Zellen bei
verschiedenen pli-Werten bestimmt.

Mikroorganismen als auch die meisten natiirlichen und synthetischen Materialien
(Glas, Keramik, Kunststoffe, usw.) tragen eine negative Gesamtladung (Rutter,
1980; van Loosdrecht, 1987b).

2.4.2. Hydrophobe Wechselwirkungen

Die Hydrophobizitdt wvon Korpern ist anschaulich gekennzeichnet durch ihre
Benetzbarkeit bzw. thermodynamisch charakterisiert durch ihre freie
Oberfldchenenergie. Diese ist definiert als diejenige Energie, die nétig ist, um
eine neue Flicheneinheit der Oberfliche zu erzeugen. Diese Energie ist bei
Flissigkeiten direkt korreliert mit ihrer Oberfldchenspannung.

Wissrige Medien haben durch die starken Wechselwirkungen zwischen den
Wassermolekiilen eine hohe Oberfldchenenergie, wihrend organische Lésungsmittel
eine niedrige besitzen.

Bei Feststoffen ist die freie Oberflichenenergie meBtechnisch nicht ohne weiteres
zugénglich. Sie wird indirekt aus Kontaktwinkelmessungen von Fliissigkeiten auf
polierten Fldchen abgeleitet. Materialien wie Glas oder Metalle besitzen
gewdhnlich eine hohe Oberflichenenergie (sie sind hydrophil), organische
Polymere eine niedrige (sie sind hydrophob).

Das Verh#éltnis der Oberflichenenergien von eingetauchten festen Koérpern
einerseits und des umgebenden fliissigen Mediums andererseits ist mapgebend fiir
das Zustandekommen von Adhidsionsphinomenen. Ein System ist immer bestrebt,
seine freie Gesamtenergie so weit wie moglich zu erniedrigen, bzw. seine
Oberfldche zu verringern. Besitzen daher das fliissige Medium und die in ihr
eingetauchten Korper unterschiedliche Oberflichenspannungen (unabhingig davon
welcher Wert der groPere ist), so entstehen anziehende Krifte 2zwischen den
Korpern und sie lagern sich aneinander (s. Abb. 2.6b). Bei gleich grofen
Oberflachenspannungen bleibt das System (z.B. eine Suspension kolloider Partikel)
stabil. Das gleiche gilt sinngem&f, wenn Systeme mit verschiedenartigen festen
Oberflichen vorliegen (wie z.B. Mikroorganismen und Trigerkorper).

Mikrobielle Prozesse laufen in wissriger, d.h. hydrophiler Umgebung ab. Kérper
mit einer hydrophoben Oberfliche versuchen daher das fliissige Medium zwischen
ihnen zu entfernen und sich aneinanderzulagern. Man spricht aus diesem Grund
in wissrigem Medium von hydrophoben Wechselwirkungen.

Zur Beurteilung der Hydrophobizitdt von Mikroorganismen werden vielfach die
Kontaktwinkel von Flussigkeiten auf getrockneten, flachen Zellniederschligen
gemessen (Busscher et al., 1984; Kjelleberg, 1984). Die gewonnen Werte sollten
direkt angegeben werden und ausschlieflich zu Vergleichszwecken untereinander
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(c): Polymersegment-Losungsmittel-Wechselwirkungen (nach Rutter, 1980)
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dienen (van Loosdrecht et al., 1987a; Mozes und Rouxhet, 1987). Die Umrechnung
der gemessenen Kontaktwinkel in Oberflachenenergie ist mit vielen Fehlern
behaftet (Schubert, 1968) und sollte vermieden werden.

Eine weitere Moglichkeit - zur Beurteilung der Hydrophobizitdt von
Mikroorganismen stellt die hydrophobe Chromatographie dar (Mozes und Rouxhet,
1987). Dabei wird die Retention der in verschiedenen Medien bei
unterschiedlichem pH suspendierten Zellen in einem Bett aus hydrophoben
Fiillkérpern Dbestimmt. Mit dieser Methode werden auch elektrostatische
Wechelwirkungen erfapt und daher die realistischen Bedingungen bei praktischen
Adhésionsvorgiangen berlicksichtigt.

2.4.3. Adhasion in Gegenwart von makro—
molekularen Substanzemn

Die Adhésionseigenschaften von kolloiden Partikeln kdénnen durch Polymere
entscheidend verdndert werden. Deren Molekiilketten sind im allgemeinen aus bis
zu 10% sich wiederholenden Segmenten aufgebaut und kénnen im Prinzip diese
Anzahl von Bindungen mit einer festen Oberfliche eingehen (Robb, 1984). Daher
16sen sich einmal adsorbierte Polymerfdden, auch wenn die Einzelbindungskrifte
nur sehr schwach sind, kaum wieder von der Unterlage ab. Es miiBten alle
Bindungsstellen zur gleichen Zeit gelost werden, ohne dap sich neue bilden, was
sehr unwahrscheinlich ist.

Zwischen Korpern, die mit Makromolekiilen iiberzogenen sind, kann es zuséitzlich
zu den bereits beschriebenen (elektrostatischen und hydrophoben) Mechanismen
zu weiteren anziehenden bzw. abstoBenden sog. Polymersegment—Loésungsmittel-
Wechselwirkungen kommen (Rutter, 1980). In einem Fall wird davon ausgegangen,
daB bei Anndherung der Korper die Konzentration der polymeren Substanzen in
der Beriihrungszone die Lo&slichkeitsgrenze  iiberschreitet, die  Polymere
auskristallisieren und sich die KoOrper dadurch aneinanderheften (s. Abb. 2.6c).
Im anderen Fall wird ein im fliissigen Medium gut 1&sliches Polymer
vorausgesetzt. Das LoOosungsmittel versucht daher die bei Ann#dherung der Koérper
in der Beriihrungszone entstehende hohe Polymerkonzentration zu verdinnen und
hilt so die KoOrper auseinander.

Natiirlich vorkommende Polymere besitzen gewdhnlich Molekulargewichte von nicht
groBer als etwa 10%, da lidngere Molekiile mit hoher Wahrscheinlichkeit durch
Scherkrifte zerteilt weren (Robb, 1984). Die Abmessungen einer soichen geldsten
makromolekularen Substanz sind abhingig von der Art und Eigenschaft des
Losungsmittels. So liegt in reinem Wasser ein Polymerfaden mit regelmipig
folgenden, ionisierten Gruppen in gestreckter Form vor, da es zwischen den
gleichen Ladungen innerhalb des Molekiils zu Abstopungsreaktionen Kkommt
(Atkinson und Daoud, 1971). Bei steigender Ionenstirke hingegen werden die
Ladungen zunehmend abgeschirmt und das Molekiill kann sich falten wund
verknédulen. Dennoch besitzen Polyelektrolyte mit einem Molekulargewicht von
etwa 5-10% in Elektrolytlésungen von < 0.1 M noch Abmessungen von 15-100 nm
(Robb, 1984). Damit libersteigen die Abmessungen der Polymere die Reichweite der
abstoBenden elektrostatischen Kridfte (~10 nm, bei Ionenkonzentration 1 mM) bei
gleich—- (gewsdhnlich negativ) geladenen Korpern. Die Polymere kénnen daher diese



Adhésionsbarrie {iiberwinden und zu einer Bindung der Korper fiihren (s. Abb.
2.7). Man spricht von Polymer-Briickenbildung.
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Abb. 2.7: Schematische Darstellung der Polymer-Briickenbildung

2.4.4. Weitere Bindungsmechanismen

Neben den bereits aufgefithrten Mechanismen kénnen biospezifische
Wechselwirkungen (z.B. Antikdérper—Antigen Reaktionen) zu Adhésionsvorgidngen
von Mikroorganismen fiithren. Bekannt sind vor allem die sog. Lectine, welche
spezifisch an bestimmte Kohlehydrate binden. Einige Mikroorganismen haben
spezielle filamentdse Zellstrukturen, sog. Flagella, Pili, usw. entwickelt, die
mehrere pum lang sein kénnen und unter anderem der Fixierung auf festen
Oberflichen unter 6kologisch glinstigen Bedingungen dienen (Rutter, 1980).

2.4.5. Polymer—induzierte Flockulation

Besonders anschaulich werden die Mechanismen an einem Beispiel (Dixon et al.,
1967), der Fockulation von stark negativ geladenen Teilchen (aus Quarz) mit
einem kationischen Polymer (Polyethylenimin).

In Abb. 2.8 ist die elektrophoretische Beweglichkeit als Map fir die
Oberfldchengesamtladung der Teilchen gegen die Konzentration des zugegebenen
Flockulationsmittels aufgetragen. Die Kurve repridsentiert Experimente mit relativ
hochmolekularen Polyethyleniminen (Mol. Gew. 1700 und 32000). Mit steigender
Konzentration des kationischen Polymers sinkt die negative Gesamtladung
(Teilchen + adsorbiertes Polymer), die abstoBenden elektrostatischen Kréfte
zwischen den Teilchen nehmen ab und es kommt zwischen ihnen zur Polymer-
Briickenbildung. Die  Flockulation setzt ein und erreicht bei einer
elektrophoretischen Gesamtladung von null ihr Maximum. Bei héheren
Konzentrationen wird die Oberfliche der Teilchen 2zunehmend mit Polymer
gesittigt. Die Wahrscheinlichkeit, daf ein an einem Teilchen bereits gebundener
Polymerfaden auf einem anderen Teilchen noch eine freie Bindungsstelle findet
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und Briicken bilden kann, nimmt ab. Die Gesamtladung der Teilchen kehrt sich
ins Positive um und abstopfende elektrostatische Krafte fiihren zur Redispersion
der Teilchenaggregate (s. Abb. 2.8).
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Abb. 2.8: Einflup der Konzentration des Flockulationsmittels (Polyethylenimin)

auf die Aggregation von kolloiden Partikeln aus Quarz (nach Dixon et al., 1967)
Mol. Gew. 1700 - 32000; pH 4

Wahrend zur Flockulation von negativ geladenen Teilchen kationische Polymere
von relativ niedrigem Molekulargewicht ausreichend sind, miissen nichtionische
Polymere mindestens ein Molekulargewicht von mehreren hunderttausend
aufweisen, um vergleichbar wirksam zu sein (Harris und Mitchell, 1973).

Die bei leblosen Teilchen gefundenen Erkenntnisse lassen sich zum grofen Teil
auf Mikroorganismen iibertragen. Typisch sind auch dort Flockulationskurven, die
bei Zugabe von Flockulationsmittel durch ein Maximum laufen und danach wieder
abfallen (Atkinson und Daoud, 1971).



3. MATERIAL & METHODEN

8.1. Organismen & Kulturbedingungen

8.1.1. Stammhaltung und Aufzucht

Stammkulturen werden auf Schridgagar 24 h bei 30°C inkubiert und anschliefend
bei 4°C im Kiihlschrank aufbewahrt. Die Anzucht der Zellen (Vorkultur) geschieht
in 500 ml-Erlenmeyerkolben mit 2zwei seitlichen Schikanen, die 100 ml
Vollmedium enthalten. Die Inkubation erfogt fiir etwa 15 h auf einer
Schiittelmaschine (Pilot Shake TM, Braun, Melsungen) bei 100 U/min und einer
Temperatur von 30°C. Die anschliefenden Hauptkulturen werden 5 %ig mit der
Vorkultur inokuliert. Die Zusammensetzung des Schrigagars und des Vollmediums
ist in Tabelle 3.1 angegeben. Glucose wird getrennt autoklaviert.

Substanz Schrigagar Vollmedium
Bacto—Agar (Difco, Mich., USA) 20 g -
Bacto—Pepton (Difco, Mich., USA) 10 g 10 g
Fleischextrakt (Roth, Karlsruhe) 10 g -
Hefeextrakt (Merck AG, Darmstadt) 5 g 10 g
NacCl 3 g 25 ¢g
Glucose-Hz20 - 20 g
MgS04 - 0.25 g

aufgefiillt mit dest. Wasser auf 1000 ml, pH 7.2

Tabelle 3.1: Nihrmedien fiir Stammhaltung und Aufzucht

3.1.2. Schiittelkolbenversuche

Die verwendeten Medien und Spurenelementeldésungen sind in Tabelle 3.2 bzw.
Tabelle 3.3 angegeben (Begriindung filir die verschiedenen Zusammensetzungen
siehe Kap. 4.). Glucose, Ketosdure und die restlichen Substanzen werden getrennt
autoklaviert und nach dem Erkalten vereinigt. Die Medien werden mit pH-Puffer,
wie angegeben, supplementiert. Uber die Auswahl der pH-Puffer siehe Anhang
A.9. Alle Schiittelkolbenversuche werden in 500 ml-Erlenmeyerkolben mit, wenn
nicht anders angegeben, 40 ml Medium bei 30°C und 100 U/min durchgefiihrt.
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Medium

Substanz A B C D

Glucose-Hz0 60 g 50 g 50 g 50 g
Na-o0-Ketoisocaproat 20 g 20 g 20 g 20 g
(NH4)2804 40 g 15 g 15 g -

NHaCl - - - 12.2 g
Harnstoff - 5¢g 5¢g 5g
KH2PO4q lg 1l g - lg
KCl - - 0.75 g -

Biotin 400 ng 400 ng 400 ng 400 ng
Spurenelementeldésung A:10 ml B:10 ml B:10 ml E:10 ml

aufgefiillt mit dest. Wasser

auf 1000 ml, pH 7.4

Tabelle 3.2: Medien fiir die Schiittelkolbenversuche

Spurenelementeldsung

Substanz A B C D E
MgS04.7H20 25 g 26 g 6.2 g 26 g -
MgClz-6H20 - - - - 20 g
CaClz-2H20 lg 4 g 0.13 g 4 g 4 g
FeS04.7H20 1 g 1 g 0.1 g 1g -
FeClz-4H20 - - - - 0.7 g
MnSO04.Hz0 0.76 g 0.76 g 0.55 g 0.76 g -
MnClz-4H20 - - - - 0.9 g
ZnS04-7H20 - - 0.18 g 0.6 g -
CuS04-5H:0 - - 0.05 g 0.05 g

NacCl ~ - 1 g - -
CoClz2-6H20 - - 0.17 g - -
AlK(S04)2-12H20 - - 0.018 g - -
HsBOs3 - - 0.01 g - -
NazMo004-H20 - - 0.011 g - -
Nas—Citrat.2Hz20 - 44.7 g - 44.7 g 44.7 g
Titriplex III (EDTA) - 6 g - 6 g 6 g
Titriplex I (NTA) - - 0.5 g - -

aufgefiillt mit dest. Wasser auf 1000 ml, pH 7.0

Tabelle 3.3: Spurenelementeldésungen
Diese LOosungen werden in den Medienansitzen 1:100 verdiinnt




3.1.3. Vergleichsversuche

Die Wirksamkeit der Oberflichenbehandlungen der Sinterglidser wird in
Parallelversuchen verglichen. Fiinf bzw. sechs verschiedene Sintergliser werden
der gleichen Zellsuspension ausgesetzt, geschiittelt, gewaschen und dann in
baugleiche Festbettreaktoren gefiillt. Nach Zugabe von Produktionsmedium wird
die Leucinbildung, d.h. die Aktivitit des Tridgermaterials, verfolgt.

Je 50 g der verschieden oberflichenmodifizierten Sintergidser (Raschigringe ¢ 7.7
mm) zur Adsorption von Mikroorganismen werden in 200 ml! Weithalskolben mit
Wattestopfen 20 min bei 120°C autoklaviert und im Vakuumtrockenschrank (VT
5042 EK, Heraeus, Hanau) getrocknet. Die Gldser zur kovalenten Bindung der
Mikroorganismen werden vor der Aktivierung sterilisiert. Die Durchfithrung aller
weiteren Versuchsschritte erfolgt unter der Cleanbench.

Aufzuchtmedium Produktionsmedium

Substanz Pl P2 P3

Glucose-Hz20 50 g 50 g 40 g 40 g
Ketosiure 20 g 20 g 16 g 16 g
(NH4)2S04 15 g 16 g 10 g 6 g
Harnstoff 5¢g 5 g 2.5¢g 1.8 g
KH2PO4 0.68 g - - -
KCl1 0.74 g 0.74 g 0.74 0.55 g
Biotin 400 ug 400 ng 400 pg 400 ng
Polypropylenglykol 1200 1g lg l¢g 05 g
HEPES-Puffer - 47.7 g 42.9 g 23.8 g
Spurenelementeldsung B,D:10 ml B:10 ml D:5 ml D:5 ml
pH-Wert 7.4 8.0 8.0 8.0

aufgefiillt mit dest. Wasser auf 1000 ml

Tabelle 3.4: Medien fiir die Vergleichsversuche

Ein 5 l-Riihrkesselfermenter mit pH~ und pOz-Regelung und einem Inhalt von 2
bis 8 1 Aufzuchtmedium (s. Tab. 8.4) wird 5 %ig aus einer Vollmediumkultur
angeimpft. Wenn die Kultur gut durchgewachsen ist (20 - 26 h), wird die
Biomasse in 500 ml-Zentrifugenbechern abgetrennt (Beckmann J-21C, Rotor JA10,
8000U/min, 10 min) und zweimal mit steriler 150 mM NaCl-Losung gewaschen.
AnschlieBend wird eine konzentrierte Zellsuspension in 150 mM NaCl-Lésung
hergestellt (pH~6). Davon werden je 85 ml auf die Sintergliser gegeben, im
Vakuumtrockenschrank entgast und dann 2 h in einer Schiittelmaschine (Lab
Shaker, Braun, Melsungen) mit 140 U/min bei Raumtemperatur bewegt.
Anschliefend werden die Gldser steril abgenutscht und viermal griindlich mit 100
ml Portionen 150 mM NaCl-Lésung gewaschen. Die Durchfiihrung dieser
Versuchsschritte erfolgt unter der Cleanbench. Nun fiillt man die Sinterglidser mit
je 100 ml Produktionsmedium (s. Tab. 3.4) in die auf 80°C thermostatisierten
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Testreaktoren (s. Kap. 3.4.1.) und begast mit 0.7 vvm Sauerstoff. In zeitlichen
Abstinden werden Proben entnommen. Wenn iliber 80 mM Leucin gebildet worden
ist, wird das Medium abgelassen. Man spiilt die Testreaktoren dreimal mit je 100
ml Portionen NaCl-Losung und fiillt sie flir einen neuen Mepzyklus mit frischem
Produktionsmedium.

3.1. 4. Medien fiir die kontinuierlichen
Fermentationen

Die Medien fiir die kontinuierlichen Fermentationsversuche im Riihrkessel,
Festbett— bzw. Wirbelschichtreaktor sind in Tabelle 3.5 angegeben. Glucose,
Ketosdure und die restlichen Substanzen werden getrennt autoklaviert und nach
dem Abkiihlen vereinigt. Thiamindichlorid bzw. NH4—Acetat wird durch ein Milex~-
GV Mikrofilter mit 0.2 nm Porengrtfe (Millipore, Neu Isenburg) sterilfiltriert. Der
beim Autoklavieren auftretende Volumenverlust der Medien wird mit sterilem
dest. Wasser ausgeglichen (Eichmarke).

Medium
Substanz Alt Normal P-lim Acetat S-lim
Glucose-H20 60 g 60 g 60 g 45 g 60 g
Na—-o-Ketoisocaproat 20 g 20 g 20 g 20 g 20 g
(NH4)2504 40 g 25 g 25 g 15 g -
NHa4Cl - - - - 20 g
Harnstoff - 2 g 2 g - 2 g
KHzPO4 l¢g l1¢g 04 ¢ 1g 2.7 g
KCl - 0.6 g - -
Biotin 400 pg 400 ng 400 ng 400 ug 400 ug
Thiamindichlorid - (2 mg) 2 mg 2 mg 2 mg
NH4—-Acetat - - - 11.6 g -
PPG 1200 1 g - - - -
Spurenelementeldésung A:10 ml B,D:10 ml D:10 ml D:10 ml D:10 ml

aufgefiillt mit dest. Wasser auf 1000 ml, pH 7.2

Tabelle 3.5: Medien fiir die kontinuierlichen Fermentationsversuche

Alt: Medium entsprechend Grdéger (1986); Normal: Medium fiir Turbidostat; P—lim:
Medium fiir chemostatisch Phosphor-limitierten Betrieb; Acetat: Acetatmedium; S-
lim: Medium fiir chemostatisch Schwefel~-limitierten Betrieb




3.2. Analysenmethoden

Aus den Kulturgefidpfen (Schiittelkolben oder Bioreaktoren) wird etwa 1 ml
Probefliissigkeit entnommen, anschlieBend der pH und die optische Dichte
bestimmt wund bei Bedarf ein Glucoseschnelitest (s.u.) gemacht. Durch
Zentrifugieren bei 13000 U/min, 10 min (Biofuge A, Heraeus—Christ GmbH,
Osterode) wird die klare Probefliissigkeit von der Biomasse abgetrennt und
entweder sofort oder nach Einfrieren (bei ~18°C) fiir weitere Analysen benutzt.

3.2.1. Bestimmmung der Biomasse—
konzentration

3.2.1.1. Photometrische Bestimmung

Etwa 200 ul der unverdiinnten Zellsuspensionen werden in 0,02 cm - Kilvetten
gefiillt und die Extinktion bei 600 nm gegen Wasser gemessen (Spectrophotometer
554, Perkin Elmer, Uberlingen). Die gemessenen Werte miissen, da optische
Dichten (OD) auf Kiivetten mit 1 cm Schichtdicke bezogen werden, mit 50
multipliziert werden.

Die optische Dichte ist nur ein indirektes Map fir die Biomassekonzentration.
Diese erhdlt man als g Trockensubstanz/l (gTS/1) aus der in Abb. 3.1
dargestellten Eichkurve.

3.2.1.2. Trockengewicht—Bestimmung

Etwa 400 ml Zellsuspension werden jeweils zwei Mal in einer Beckman Zentrifuge
J-21C (Palo Alto, USA), Rotor JA 10, 8000 U/min, 10 min zentrifugiert, der
Uberstand abgegossen und die Zellen in dest. Wasser resuspendiert. Man
zentrifugiert anschlieBend definierte Volumina dieser gewaschenen Zellsuspension
in vorgewogenen Zentrifugenrohrchen ab (Beckman J-21C, Rotor JA 20, 18000
U/min, 15 min). Der klare Uberstand wird vorsichtig abgesaugt und die Réhrchen
in einem Vakuum-Trockenschrank VT 5042 EK der Firma Heraeus (Hanau) bei
40°C bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Aus der Gewichtsdifferenz (Rohrchen
mit getrockneten Zellen - leeres R&hrchen) 148t sich das Trockengewicht der
Biomasse (g TS/1) berechnen.

3.2.1.3. Gesamtkeimzahl-Bestimmung mittels Thomakammer

Eine geeignet vorverdiinnte Zellsuspension wird von der Seite in die Zdhlkammer,
auf der bereits das Deckglas liegt, eingebracht. Dann werden unter dem
Mikroskop bei 480-facher VergroBerung mdéglichst alle Kleinquadrate (16 pro
Gropquadrat) ausgezdhlt und eine mittlere Keimzahl je GropBquadrat errechnet. Die
Zellen, die sich auf der oberen und rechten Begrenzungslinie eines Quadrates
befinden, werden mitgezdhlt, diejenigen auf der unteren und linken
Begrenzungslinie dem Nachbarquadrat zugeordnet. Aus der Fldche eines
Gropquadrates einer Thomakammer von 0.04 mm2? und dem Abstand zwischen
Grundflache und Deckglas von 0.1 mm errechnet sich ein Volumen von 4.10-¢ ml.
Die fiir ein GroPquadrat ermittelte Keimzahl muf also mit 2.5.10% multipliziert
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werden, um die Gesamtkeimzahl pro ml zu erhalten. Die Zadhlung wird drei  Mal
mit neu gefiillter Kammer wiederholt, Es ergab sich folgende
Umrechnungsgleichung zwischen Keimzahl und Trockengewicht:

1g Biotrockensubstanz = 1.77-10'2 Keime (Gl. 38.1)
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Abb. 3.1: Eichkurve zur Bestimmung der Biotrockenmasse [gTS/l] aus der
Optischen Dichte (OD)

3.2.2. Bestimmung der Aminosiaure —
konzentrationen

Leucin und andere Aminosiuren sowie Ammoniak werden mit dem
Aminosdureanalysator LC 5001 (Biotronic, Maintal) bestimmt. Die Ausgabe der

Ergebnisse erfolgt auf einem Integrator Chromatopac C-R2AX (Shimadzu Co.,
Kyoto, Japan).

Nachweis—Prinzip:

Die Aminosiuren werden aufgrund der unterschiedlichen Dissoziationskonstanten
ihrer Aminogruppen an einem Kationenaustauscherharz getrennt und anschliefend

mit Ninhydrin zu einem blauen Farbstoff umgesetzt, dessen Konzentration sich
photometrisch bei 570 nm messen lift.



Analysenbedingungen:

Methode: Einsidulenanalyse

Probenvolumen: 50 ni

Coil-Temperatur: 125°C

Photometereinstellung 570nm: 0-2 Extinktionseinheiten
440nm: 0-2 Extinktionseinheiten

Alle weiteren Analysenbedingungen sowie die Zusammensetzung der
Pufferlésungen sind auf den Programmdatenblidttern im Anhang A.l1 angegeben.
Fir Methionin, Norvalin, Leucin und Isoleucin kommt ein Kurzprogramm zur
Anwendung (s. Programm 5, Anhang A.1).

Nachweisreagenz:

20g Ninhydrin geldst in 750ml Ethylenglycolmonoethylether, 250 ml 4 M Na-
Acetat pH 5.51 und 7.5 ml 15% Titan(III)-Chlorid-Ldsung

Probenvorbereitung:

Die zu analysierenden Proben werden zunédchst in 4 mM Norvalinlésung und
anschlieBend in Probenverdiinnungspuffer (s. Anhang A.1) jeweils 1:20 verdiinnt.
Norvalin, eine nicht natiirliche Aminosdure, erscheint mit glinstiger
Retentionszeit auf den Chromatogrammen und wird als interner Standard genutzt.
Eine Eichlosung mit 100 mM Leucin wird in gleicher Weise verdiinnt wie die zu
analysierenden Proben, um mégliche systematische Verdiinnungsfehler 2zu
kompensieren.

Ungefdhre Retentionszeiten im Kurzprogramm 5:

Norvalin: 19.7 min
Isoleucin: 21.7 min
Methionin: 22.2 min
Leucin: 22.6 min
Auswertung:

Die Auswertung erfolgt unter Beriicksichtigung des internen Standards (Norvalin)
aus den Peak-Fldchen nach folgender Gleichung:

A(Nor.st) A(Len.Pr)
Cery = Csty - . (Gl. 38.2)
A(Leu.st) Aor.pr)
mit Cer) = Leucinkonzentration der Probe [mM]
Cest) = Leucinkonzentration des Standards [100mM]
A(vor.st) = Fldche des Norvalin—-Peaks des Standards [-]
A(Len.st) = Flidche des Leucin—Peaks des Standards [-]
A(Leu,Pr) = Fliache des Leucin—-Peaks der Probe [-]
A(vNor.Pr) = Flidche des Norvalin—-Peaks der Probe [-]
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3.2.3. Bestimmung der a—Ketoisocapron—
saurekonzentration

3.2.3.1. Enzymatische Bestimmung (Groeger, 1986)

o—Ketoisocapronsiure kann enzymatisch unter Katalyse von Leucin-
Dehydrogenase (Leu-DH) 2zu Leucin reduktiv aminiert werden. Dies geschieht
unter gleichzeitiger Oxidation von NADH zu NAD*. Die Abnahme an NADH, die
proportional zur umgesetzten a~-Ketoisocapronsiuremenge ist, 14Bt sich
photometrisch bei 340 nm verfolgen.

Leu-DH
a-Ketoisocapronsiure + NADH + NH4t+ ———— > L-Leucin + NAD* + Hz0

Reagenzien:

1) 1 M (NH4)2804, pH 9
2) 5 mM NADH
3) Leucindehydrogenase aus Bacillus cereus

Probenvorbereitung:
Proben, Standard und dest. Wasser werden 1:100 in (NH4)2804-Ldsung verdiinnt.
Testansatz in 1 mm — DurchfluBkiivette:

500 nl Probe und 500 nl NADH-LOsung werden in die Kiivette gegeben und der
Extinktionswert E: bei 340 nm abgelesen. Dann wird 5 pl Leu-DH zugegeben.
Nach Stillstand der Reaktion (ca. 15 min) erhilt man den Extinktionswert Ea.
Die Berechnung der o-Ketoisocapronsdurekonzentration erfolgt mit Gleichung (Gl.
3.3) und (Gl. 3.4). Der Standard dient zur Kontrolle der MeBgenauigkeit.

OE = (Ez—E1)probve —  (E2—Ei)wasser (Gl. 3.38)

Ketosdurekonz. = (8E - 2 - 100) / 6.22 [mM] (Gl. 3.4)

3.2.3.2. Bestimmung mit Ionenausschlupchromatographie

Die Messungen werden in einem HPLC-System der Firma Sykam (Gautingen) mit
automatischer Probenahmeschleife und einem Photometer als Detektor
durchgefiihrt. Proben und 50 bzw. 100 mM Eichstandards werden in zwei
Schritten 1:1000 in dest. Wasser verdiinnt.

Lactat und Acetat lassen sich quantitativ nicht erfassen, da sie bei der
verwendeten Verdiinnung ein zu schwaches Signal liefern. Bei geringerer
Verdiinnung wird ihr Signal von der extrem stark adsorbierenden o-
Ketoisocapronsidure zugedeckt.



Analysenbedingungen:

Sédule: BT IIl OS (fiir organische Siuren) der
Firma Biotronic (Maintal), ¢ 5 . 200 mm

Sdulentemperatur: 40°C

Elutionsmittel: 0.02 N H2S04

Probevolumen: 100 nl

Photometer: 215 nm

Stop time: 7.2 min

Ungefdhre Retentionszeit: 4.4 min

(a—Ketoisocapronsiure)

3.2.4. Bestimmung der Glucose—
konzentration

8.2.4.1. Glucoseschnelltest

Bei Bedarf erfolgt eine Glucoseschnellbestimmung in frischen Proben mit Hilfe
von Urinteststidbchen fiir Diabetiker (Diabur—-Test 5000, Boehringer, Mannheim).
Der Test beruht auf einer Farbreaktion unter Mitwirkung der Enzyme
Glucoseoxidase (GOD) und Peroxidase (POD).

GOD
Glucose + 0Oz + H:20 > Gluconat + Hz02

POD
H202 + Indikator(Farbton 1) > H20 + Indikator(Farbton 2)

Der Farbton der Teststidbchen wird nach 2 min Reaktionszeit mit einer Farbskala
verglichen.

3.2.4.2. Quantitative Glucosebestimmung

Glucose wird enzymatisch nach der Glucose—Dehydrogenase—Methode (Glucose
14055, Merck, Darmstadt) bestimmt. Dabei katalysiert die Glucose-Dehydrogenase
(G-DH) die Oxidation der B-D-Glucose zu D-Gluconolacton. Dies geschieht unter
gleichzeitiger Reduktion von NAD* zu NADH. Die Zunahme an NADH, die
proportional zur umgesetzten Glucosemenge ist, l14Bt sich photometrisch bei 340
nm verfolgen.

G-DH
B-D-Glucose + NAD* —> D-Gluconolacton + NADH + H*

Natiirliche Glucose besteht aus 1/3 a-D-Glucose und 2/3 B-D-Glucose. Der
Zusatz von Mutarotase beschleunigt die Umwandlung des o— in das p-Isomer.

Reaktionsléosung:
0.12 M Phosphatpuffer, pH 7.6
0.15 M NaCl
5.2 kU/1 Glucose—Dehydrogenase
0.11 kU/1 Mutarotase
1.1 mM NAD*
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Probenvorbereitung:

Die Proben werden je nach vermutetem Glucosegehalt 1:20 bis 1:200 in dest.
Wasser vorverdiinnt, um eine maximale Konzentration im Ansatz von 2 mM nicht
zu f{iberschreiten.

Testansatz in 1 cm Halbmikrokiivette:

Man fiillt 0.9 ml Reaktionslésung in die Kilivetten und liest im Photometer den
Reagenzienleerwert Ei ab. 100 ul vorverdiinnte Probenfliissigkeit bzw. 1 mM
Standard bzw. dest. Wasser werden zugegeben und der Extinktionswert Ez nach
Stillstand der Reaktion (etwa 15 min) abgelesen. Die Berechnung erfolgt mit
Gleichung (Gl. 8.3) und (Gl. 3.5). Der Standard dient zur Kontrolle der
MeBgenauigkeit.

Glucosekonzentration = (3E - 10 . Vorverdiinnung) / 6.22 (Gl. 3.5)

3.2.5. Bestimmung dJder Lactat—
konzentration

Die quantitative Bestimmung von L-Lactat erfolgt enzymatisch unter Verwendung
der entsprechenden Lactat-Dehydrogenase. Dabei wird Lactat unter Katalyse von
Lactat—-Dehydrogenase (LDH) zu Pyruvat oxidiert. Dies geschieht wunter
gleichzeitiger Reduktion von NAD* zu NADH. Die Zunahme von NADH, die
proportional zur umgesetzten Lactatmenge ist, 14t sich photometrisch bei 340 nm
verfolgen.

LDH
Lactat + NADt* —— > Pyruvat + NADH

Das Gleichgewicht der obigen Reaktion liegt jedoch auf der linken Seite. Um die
Umsetzung dennoch vollstindig ablaufen zu lassen, wird zweckmifigerweise das
Reaktionsprodukt Pyruvat in einer Folgereaktion abgezogen. Das geschieht durch
Aminierung von Pyruvat 2zu Alanin unter Katalyse von Glutamat-Pyruvat-
Transaminase (GPT).

GPT
Pyruvat + Glutamat -3 Alanin + o-Ketoglutarat

Reagenzien:

1) 2.44 g L-Glutaminsdure/73.5 ml + 26.5 ml 1 n NaOH

2) 75 mg NAD* in 4 ml

3) Glutamat-Pyruvat-Transaminase (GPT), ca. 94 U/mg Protein (Serva 22915)
4) L-Lactatdehydrogenase (LDH), ca. 550 U/mg (Boehringer Mannheim 127230)

Testansatz in 1 cm Halbmikrokiivette:
790 ul Glutamatlésung
90 nl NAD*-Loésung

10 ul GPT
100 pl Probe (maximal 1 mM Lactat)



Man mischt den Ansatz und mipt die Extinktion E: nach 8 - 5 min bei 340 nm.
Dann wird 10 ul LDH zugegeben. Nach Stillstand der Reaktion (je nach
Lactatkonzentration bis zu 2 Stunden) erhilt man den Extinktionswert Ez. Die
Berechnung der Lactatkonzentration erfolgt mit sinngemidf modifizierten
Gleichungen entsprechend (Gl. 3.3) und (Gl. 3.5).

3.2.6. Bestimmung der Phosphat—
konzentration

Phosphat 14Bt sich kolorimetrisch mit dem Spectroquant 14488 Phosphor Test
(Merck, Darmstadt) bestimmen. Er beruht auf der Reaktion der
Orthophosphorsdure mit Isopolymolybdinsidure (Merck, P-1A) in schwefelsaurer
Lésung. Wird das farblose Reaktionsprodukt Phosphormolybddn(VI)siure mit dem
Zinn(II)Chlorid—haltigen Reduktionsmittel (Merck, P—-2A) versetzt, so erhilt man
eine tiefblaue, kolloidale LOsung von Mischoxiden des Molybddns in den
Oxidationsstufen +IV und +VI (Phosphormolybdinblau). Dieser Farbstoff hat eine
starke Adsorption bei 700 nm.

H2S04
HsPOs4 + Isomolybdinsidure > Phosphormolybdédnsiure

SnClz
Phosphormolybdinsiure > Phosphormolybddnblau

Probenvorbereitung:

Die Proben miissen mindestens 1:50 in dest. Wasser vorverdiinnt werden, da sonst
Medienbestandteile den Test storen. Die Eichkurve, Phosphatkonzentration gegen
Extinktionsdifferenz gemip (Gl. 3.8), zeigt bis mindestens 0.06 mM einen linearen
Verlauf. Es 8Bt sich also ein Proportionalititsfaktor angeben. Da sich die
Steigung der Eichkurve mit dem Alter der Reagenzien leicht #ndert, wird bei
jeder Mefreihe ein 0.06 mM Standard mitgemessen und jeweils ein neuer
Proportionalitdtsfaktor berechnet.

Testansatz in 1 cm — Normalkiivette:

Man gibt 2.5 ml Probe (maximal 0.06 mM Phosphat) bzw. dest. Wasser in die
Kiivetten und mipt die Anfangsextinktion E: bei 700 nm. Dann werden je ein
Tropfen der Reagenzien P-1A und P-2A zugegeben. Nach Stillstand der Reaktion
(ca. 7 min) erhdlt man den Extinktionswert Ez. Die Berechnung der
Phosphatkonzentration erfolgt unter Benutzung von Gleichung (Gl. 3.3) und dem
Proportionalitiatsfaktor.

3.2.7. Gaschromatographische
Bestimmmungen

Ethanol, Essigsdure, Isovaleraldehyd und Isovaleriansiure lassen sich mit einem
Gaschromatographen 5790A mit Flammenionisationsdetektor (FID) 5791A und
Integrator 3390A (Hewlett—Packard, USA) quantitativ bestimmen. Es wird ein
Temperaturprogramm mit folgenden Analysenbedingungen gefahren:
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Sdule: Porapak QS, 80—-100 mesh (Waters Ass.,
Mass., USA), ¢ 1/4 inch - 91.5 cm

Tréigergas: Stickstoff (99.999%)
Tragergasstrom: 70 ml/min
Probevolumen: 1 nl
Einspritzblocktemperatur: 250°C
FID-Temperatur: 250°C
Siulentemperatur 1: 145°C
Siulentemperatur 2: 165°C
Zeit(stiulentemperaturt): 1 min
Zeit(siulentemperatur2): 35 min
Temperatursteigung: 36°C/min
Probenvorbereitung:

500 ul Probe werden mit 500 ul Probenverdiinner (0.2 M HCl, 50 mM Methanol als
interner Standard) in den Chromatographiefliaschchen vermischt.

Ungefidhre Retentionszeiten:

Wasser: 0.11 min
Methanol: 0.26 min
Ethanol: 0.65 min
Essigsdure: 1.82 min
Isovaleraldehyd: 3.86 min
Isovaleriansiure: 11.15 min
o~—Ketoisocapronsiure: 26.79 min

Die a-Ketoisocapronsdure 14Bt sich nur qualitativ mitverfolgen. Isovaleraldehyd
(vor allem aus den Proben) bindet sehr stark auf der S#ule. Nach langer
Benutzung muf die S3ule durch hiufiges Nachspritzen von Probenverdiinner
grindlich gespiilt werden. Isovaleraldehyd erscheint dann als "goast—peak" in
abnehmender Hohe. Die Bestimmung dieser Substanz ist also mit grdperen Fehlern
verbunden. Die Auswertung erfolgt unter Beriicksichtigung des internen Standards
(Methanol) mit einer sinngemif modifizierten Gleichung entsprechend (Gl. 3.2).

3.2.8. Bestimmung der spez. Sauerstoff—
aufnahmerate

Die Bestimmung der spezifischen Sauerstoffaufnahmerate der Mikroorganismen
erfolgt in einer Sauerstoffmefzelle YSI Model 53 (Yellow Springs Instrument Co.,
Inc., Ohio, USA). Dabei wird in einer abgeschlossenen, geriithrten Zelle das mit
Luft gesittigte Testmedium  mit Mikroorganismen versetzt und der
Sauerstoffverbrauch mit Hilfe einer polarographischen Sauerstoffelektrode

verfolgt. Die Ausgabe des Mefsignals erfolgt auf einem gewdhnlichen
Analogschreiber.

Analysenbedingungen:

Temperatur: 30°C
Mediumvolumen: 4 ml
Volumen Zellsuspension: 50 ul
Schreiberempfindlichkeit: 100 mV
Papiervorschub: 1-2 cm/min



MeBvorschrift:

Es ist zweckmipig, jeweils Doppelbestimmungen mit zwei unabhingigen Mefgeriten
gleichzeitig durchzufiihren. Die Elektroden werden mit frischen Membranen
versehen, geeicht und die Funktionstiichtigkeit des gesamten Systems nach den
Vorschriften des Herstellers uberpriift. Zwei thermostatisierte Mefzellen werden
mit Magnetrithrern versehen und jeweils 4 ml sterilfiltriertes Medium, wie
angegeben, eingefiillt. Die Riithrer sind anschlieBend mit einem diinnen
Schraubenzieher anzuheben, damit unter ihnen eingeschlossene Luftblasen
entweichen koénnen. Nachdem die Ldsungen mindestens 5 min geriithrt wurden und
sich mit Luft sittigen konnten, pipetiert man jeweils 50 ul frische Zellsuspension
hinzu. Die Mepzellen werden sofort mit den Elektroden verschlossen und das
Signal mit dem Analogschreiber aufgezeichnet. Mit jedem Probenmaterial werden
zwei Mefldufe durchgefiihrt und jeweils die Biomassekonzentration bestimmt.

Auswertung:

Am linearen Teil der Abfallkurven wird die zeitliche Abnahme der
Sauerstoffkonzentration Qo2 (mit der Einheit: % Luftsidttigung/Zeit) abgegriffen.
Die Berechnung der spez. Sauerstoffaufnahmerate erfolgt nach der Formel:

Coz* - Qo2 /100%

q = [mol02/gTS/h] (Gl. 3.5)
X.F

mit q Spez. Sauerstoffaufnahmerate [molOz/gTS/h]

Qo2' = Zeitliche Abnahme der Sauerstoffkonzentration [%/h]

Coz* = Sauerstoffsdttigungskonzentration (s.u.): 0.21 mM

X = Biomassekonzentration in der unverdiinnten Zellsuspension [gTS/1]
F = Verdiinnungsfaktor der Zellsuspension: 50/4050 [-]

Die Ldslichkeit von Sauerstoff in reinem Wasser bei einem Partialdruck von
0.2095 bar und 30°C betragt 0.243 mM (Schumpe et al., 1982). Die Léslichkeit in
Kulturmedien ist jedoch geringer und &ndert sich im Laufe einer Fermentation.
Mit der von Schumpe et al. angegebenen Methode wurde ein mittlerer Wert von
Coz* = 0.21 mM abgeschiatzt und fiir alle Berechnungen von q zugrunde gelegt.

3.2.9. Bestimmung der Oberflicheneigen—
schaften der Mikroorganismen

Die Oberflacheneigenschaften von C. glutamicum wurden in Zusammenarbeit mit
Frau Nava Mozes (Unité de Chimie des Interfaces) an der Katholischen
Universitdt in Louvain-la-Neuve, Belgien bestimmt.

3.2.9.1. Elementare Zusammensetzung der Zellwandoberflidche

Die elementare Zusammensetzung der Zellwandoberfldche 14Bt sich durch Réntgen-
Photoelektronen—Spektroskopie (XPS) ermitteln. Die gefriergetrockneten Proben
werden in einem ESCA 8 MK II Spektrometer (Vacuum Generators, East Grinstead,
UK.) analysiert. Die Eindringtiefe dieser MePmethode in die Zellwandoberfliche
betriagt etwa 5 nm. Die Konzentrationen der einzelnen Elemente werden in
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Relation zu Kohlenstoff angegeben. Methode und Berechnungsgrundlagen sind bei
Amory et al. (1988a) beschrieben.

3.2.9.2. Oberflichenladung

Die Obcerflichenladung der Mikroorganismen 148t sich durch Bestimmung der
elektrophoretischen Mobilitidt in einem Laser—Zee—Meter (Typ 500, Pen Kem,
Croton on Hudson, N.Y., USA) charakterisieren. Die gewaschenen Zellen werden in
einer Konzentration von 2.1019/1 in dest. Wasser suspendiert. Vor jeder Messung
wird der pH mit verd. Salpetersdure auf den gewiinschten Wert eingestellt.

3.2.9.2. Hydrophobizitit

Die Oberflichenenergie bzw. Hydrophobizitdt der Mikroorganismen wird nach zwei
Methoden bestimmt:

1) Randwinkelmessung eines auf eine getrocknete dichte Zellschicht
aufgetragenen Wassertropfens.

2) Bestimmung des in einer hydrophoben Chromatographiesidule (Phenylsepharose)
zuriickgehaltenen Zellanteils.

Details sind bei Mozes und Rouxhet (1987) beschrieben.

3.2.10. Bestimmung des Flockulations—
verhaltens der Mikroorganismen

DEAE~-Dextran (Art. Dormacid Wi 63, Pfeifer & Langen, Dormagen) mit einem
Molekulargewicht von 1.000.000 und einem Stickstoffgehalt von 3.4 % ist ein
geeignetes Flockulationsmittel. Der Test wird in graduierten Zentrifugenrdhrchen
(¢10-110 mm) mit 15 ml Inhalt durchgefiithrt. Die ROhrchen sind mit jeweils 1 ml
DEAE-Dextranlésung verschiedener Konzentration zZu fillen, um eine
Endkonzentration, wie angegeben, zu erhalten. Die Mikroorganismen werden
zweimal mit dest. Wasser gewaschen und die Biomassekonzentration auf etwa 7.5
gTS/1 eingestellt. Man gibt je 5 ml dieser Zellsuspension in die
Zentrifugenréhrchen, schiittelt kraftig von Hand und stellt die Ansitze dann
ruhig (pH~6). Nach 40 Minuten wird das Volumen der flockulierten Zellmasse von
der Graduierung der Rohrchen abgelesen. Der Prozentsatz flockulierter Zellen
errechnet sich aus dem Volumenverhiltnis der niedergeschlagenen Zellmasse zum
gesamten Flissigkeitsvolumen (6 ml).

8.2.11. Bestimmung des Adsorptions—
verhaltens der Mikroorganismen

Die Mikroorganismen werden zweimal mit dest. Wasser gewaschen und in Wasser
oder NaCl-L6ésung, wie angegeben, resuspendiert. Man gibt je 20 g der
oberflichenmodifizierten Sintergliser (Raschigringe) in 100 ml Schiittelkolben und
bereitet fiir jede zu untersuchende Zellsuspension einen Referenzkolben mit 20 g
gewdhnlichen Glas—Raschigringen vor. Zu Beginn des Versuches werden jeweils 40
ml Zellsuspension in die Kolben gegeben, die Gldser in einem Vakuumschrank



entgast und die Kolben auf einem Schiittler (Lab-Shaker, Braun, Melsungen) bei
Raumtemperatur mit 160 U/min bewegt. In immer ldngeren Zeitabstidnden werden
Proben genommen. Die adsorbierte Zellmasse errechnet sich aus der Differenz der
frei suspendierten Biomasse zwischen Referenzkolben und Sinterglaskolben.

3.3. Herstellung der oberfliichernmodifi—
ZzZierten Glaser

Alle Modifizierungsvorschriften dieses Kapitels sind in Tabelle 3.6 und 3.7 auf

Seite 51 zusammengestellt. Versuchsdurchfiihrung der Vergleichsversuche s. Kap.
3.1.3.

3.3.1. Glaser fUr adsorptive Bindung der
Mikroorganismen

1) Sdurebehandlung der Gliser

Vorschrift: 250 g pordses Glasmaterial wird mit 500 ml 5 %iger Salpetersiure
iberschichtet, im Wasserstrahlvakuum entgast und vier Stunden unter
Riickflup gekocht. Nach einer mindestens 12-stiindigen Wische mit flieBendemn
dest. Wasser wird das Material bei 150°C getrocknet.

3.3.1.1. Kovalent gebundene niedermolekulare funktionelle Gruppen
2) Behandlung mit gamma—Aminopropyltriethoxysilan (Aminosilan) in Aceton
Chemismus der Kopplung von Aminosilan an Glas siehe Abb. 2.5 (S. 19).

Vorschrift: 250 g S#dure—behandeltes Glasmaterial wird mit 500 ml einer
2 %igen LOsung von gamma—-Aminopropyltriethoxysilan (Art. 13165, Serva,
Heidelberg) in Aceton iiberschichtet, im Wasserstrahlvakuum entgast und fiir
etwa 30 h bei 50°C gehalten. Das Glas wird dreimal mit Aceton gewaschen,
dann im Trockenschrank bei 50°C von Aceton befreit und 12 h bei 110°C

getrocknet. AnschlieBend wird mit dest. Wasser fiir mehrere Stunden
gewaschen und dann getrocknet.

Diese Vorschrift bezieht sich auf Angaben von Weetall (1976). Spéter stellte sich
jedoch heraus, daB Aceton zum Teil mit der Aminogruppe des Silans in der unten
angegebenen Weise reagiert (Guilleth, 1986). Man muf damit rechnen, dap ein

Teil der Aminogruppen fiir weitere Kopplungsreaktionen nicht mehr in reaktiver
Form vorliegt:

G~NHz + O=C(CHsj )2 ————3 ~N=C(CH3z)2 + H20

G : Glasoberflidche
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3) Behandlung mit gamma—-Aminopropyltriethoxysilan (Aminosilan) in Ethanol

t: 450 ml Ethanol und 25 ml gamma-Aminopropyltriethoxysilan (Art.
13165, Serva, Heidelberg) werden zusammengegeben, mit konzentrierter
Salzsdure auf pH 5 eingestellt und auf 500 ml mit dest. Wasser aufgefiillt.
200 g unbehandeltes oder Siure-behandeltes Glasmaterial wird hinzugegeben,
unter Wasserstrahlvakuum entgast und 4 h unter Riickfluf gekocht. Nach
einer Wische unter flieBendem dest. Wasser fiir 3 h wird das Material
mindestens 12 h bei 110°C getrocknet. AnschlieBend wird nochmal fiir 12 h
gewaschen und dann getrocknet.

4) Behandlung mit Triamino—funktionellem Trimethoxysilan (Triaminosilan) in
Methanol

Das Silan (Art. A-1130, Union Carbide, Diisseldorf) besitzt zwei sekundire und
eine primire Aminogruppe:

(CH3O)3 Si-CHz CHz CHz -NH-CH2 CHz —-NH—CHz CHz ~NH:2

Vorschrift: 450 ml Methanol und 25 ml Triaminosilan werden
zusammengegeben, mit konzentrierter Salzsidure auf pH 5 eingestellt und auf
500 ml mit dest. Wasser aufgefiillt. 110 g unbehandeltes oder S#ure-
behandeltes Glasmaterial wird hinzugegeben und im {ibrigen so verfahren, wie
in Vorschrift 3 beschrieben.

5) Behandlung mit Polyazamid—Trimethoxysilan (Polyaminosilan) in Methanol

Die Substanz (Typ Y-5987, Union Carbide, Diisseldorf) enthdlt mehrere
Silangruppen in einem Molekiil, was die Stabilitdt und die Gleichmipigkeit der
Beschichtung erhéhen soll (Guilleth, 19886).

H- (NH-R-NH-R'-CO—-)x (NH-R-N-R'-CO-)y NH-R-NH:

R''-Si (OCHs)s

R, R', R'"' sind Alkylgruppen. Die Polymerisationsgrade x und y werden vom
Hersteller nicht angegeben.

Vorschrift: 425 ml Methanol und 50 ml Polyaminosilan (50 %ige
Methanolldésung) werden zusammengegeben, mit konzentrierter Salzsiure auf pH
5 eingestellt und auf 500 ml mit dest. Wasser aufgefiillt. 110 g unbehandeltes
oder S#ure—behandeltes Glasmaterial wird hinzugegeben und im iibrigen so
verfahren, wie in Vorschrift 3 beschrieben.

6) Behandlung mit 3-4,5-Dihydroimidazol-1-yl—propyltriethoxysilan
(Imidazolsilan) in Ethanol

(HsC20)3 Si~CHz CHz CH2 ~N——CHz2

HC CHz
v/



Nobel, Troisdorf) werden zusammengegeben, mit konzentrierter Salzsiure auf
pH 5 eingestellt und auf 500 ml mit dest. Wasser aufgefiillt. 110 g
unbehandeltes Glasmaterial wird hinzugegeben und im {ibrigen so verfahren,
wie in Vorschrift 3 beschrieben. "

7) Behandlung mit Trimethylchlorsilan (Trimethylsilan) in Chloroform
G~0OH + €C1-8Si(CHs)g —mm————> G-~0-Si(CH3)3s + HC1
<. Glasoberflache

Vorschrift; 200 g Siure—behandeltes Glasmaterial wird mit 475 ml Chloroform
und 25 ml Trimethylchlorsilan (Art. 37055, Serva, Heidelberg) iiberschichtet,
entgast und 4 h unter Riickflup gekocht. AnschlieBend wird dreimal griindlich
mit Chloroform gewaschen und 48 h bei 50°C im Wasserstrahlvakuum
getrocknet. Das Glasmaterial wird mit flieBendem dest. Wasser fiir mindestens
12 h gewaschen und dann getrocknet.

8) Herstellung von Carboxyl—funktionellem Glas aus Amino-funktionellem Glas
(Lynn, 1975)

Bei der Ringdéffnung des Bernsteinsidureanhydrids bildet eine der Dbeiden
Carboxylgruppen mit einer primidren Aminogruppe auf der Glasoberfliche eine
Amidbindungen aus.

0
G-NHz + 0=C C=0 —— G~ NH-CO-CHz CHz ~COOH

Hz C-CH:z
G : Glasoberflidche

Vorschrift; 110 g Amino-funktionelles Glas, gemif Vorschrift 2 bzw. 3, wird
mit 1000 ml frischer 1 ‘%iger Bernsteinsiureanhydrid-Loésung, die mit
gesittigter Natronlauge auf pH 6.2 gebracht worden ist, {iberschichtet, entgast
und 12 h bei 25°C gehalten. Danach wird mindestens 12 h unter flieBendem

dest. Wasser gewaschen und 12 h bei 110°C getrocknet.
9) Herstellung von n—Heptyl-funktionellem Glas aus Amino—funktionellem Glas

Caprylsidurechlorid bildet mit den primiren Aminogruppen auf der Glasoberfliache
unter Salzsiure—Abspaltung Amidbindungen nach folgender Reaktionsgleichung
aus:

G~NHz + C1CO-(CHz )¢ -CHz ——m> G~ NH-CO-(CHz )¢ —CHs + HC1
G : Glasoberfliache

Vorschrift: 60g Amino—-funktionelles Glas, gemdf Vorschrift 2, wird mit 190 ml
Chloroform und 10 ml Caprylsdurechlorid (Art. 21700, Fluka, Neu-Ulm)
iiberschichtet, entgast und 2 h wunter Riickflup gekocht. Die Lésung wird
dekantiert und das Material dreimal mit Chloroform gewaschen und bei 75°C
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im Vakuum getrocknet. Danach wird mindestens 12 h unter flieBendem dest.
Wasser gewaschen und 12 h bei 110°C getrocknet.

10) Herstellung von Phenylmethyl—-funktionellem Glas aus Amino-funktionellem
Glas

G~NHz + C1lCO-CHz -CéeHs  ————e————> &~ NH-CO—-CHz2 ~-C¢Hs + HC1
G : Glasoberflache

Vorschrift: 60g Amino-funktionelles Glas, gem#f Vorschrift 2, wird mit 192 ml
Chloroform und 8 ml Phenylacetylchlorid (Art. 77830, Fluka, Neu-Ulm)
iiberschichtet und im iibrigen so behandelt, wie in Vorschrift 9 beschrieben.

3.3.1.2. Adsorptiv gebundene kationische Polymere

Glasmaterialien besitzen generell eine negative Ladung auf ihren Oberflichen.
Auf ihnen koénnen sich daher Substanzen mit positiv geladenen chemischen
Gruppen elektrostatisch anlagern. Die Bindungsstirke ist abhingig vom pH-Wert
und der Tonenstirke des umgebenden Mediums. Methoden zur
Oberflachenbehandlung von Glas mit Chitosan (Champluvier et al., 1987),
kationischer Stidrke (Thonart et al., 1982) oder Polyethylenimin (D'Souza et al.,
1986) wurden publiziert.

11) Behandlung mit DEAE-Dextran

Bei DEAE-Dextran handelt es sich um Polysaccharide, die aus linear o-1,6-
glycosidisch  verkniipften Glucose—Einheiten mit wenigen kurzen a-1,3-
glycosidisch gekoppelten Seitenketten bestehen. Etwa jede zweite Glucose—Einheit
ist in C3-, zu einem kleineren Anteil auch in C2- und C4-Position, iiber
Etherbindungen mit monomeren und dimeren Diethylaminoethyl-Gruppen
verbunden (Schwengers, 1987):

—CH,
(o]

ch. >N —CH,—CH; " o

HO OH o-

OH

Es kommen Produkte der Firmen Sigma (Deisenhofen), Art. D 9885 (3.2 % N; Mol.
Gew.: 500.000) und Pfeifer & Langen (Dormagen), Art. Dormacid Standard (3.3 %
N; Mol. Gew.: 600.000) und Dormacid Wi 63 (3.4 % N; Mol. Gew.: 1.000.000) zur
Anwendung. Methoden zur Oberflichenmodifizierung von Gldsern mit DEAE-
Dextran filir die Immobilisierung von Mikroorganismen wurden zum Patent
angemeldet (Bilichs et al., 1987a).

Vorschrift: 250 g unbehandeltes oder Siure-behandeltes Glasmaterial wird mit

500 ml einer, wenn nicht anders angegeben, 3 %igen DEAE-Dextran-Lésung
iberschichtet, im Wasserstrahlvakuum entgast und 20 min bei 121°C



autoklaviert. Nach einer Wische von mindestens 12 h unter flieBendem dest.
Wasser wird das Material bei 75°C getrocknet.

12) Behandlung mit Chitosan

Chitosan wird aus Chitin durch Deacetylierung hergestellt. Es handelt sich dabei
um ein B-1,4-glycosidisch verkniipftes Polyglucosamin mit einem
Molekulargewicht von etwa 1 - 2 Millionen:

CH,OH NH,
[0}
L 00—/ OH
0\ OH
(o)
NH, CH,OH

Chitosan flockt aus essigsaurer Losung bei Zugabe von kleinen Mengen Sulfat
wieder aus. Das im verwendeten Sintermaterial enthaltene Kaliumsulfat kann
durch Zugabe von Calciumchlorid abgefangen werden.

Vorschrift: 110 g Siure-behandeltes und im Ultraschallbad gewaschenes
Glasmaterial wird in eine Ldésung von 0.5 g CaClz/l gegeben, entgast und 12 h
bei Raumtemperatur bewegt. AnschlieBend wird gewaschen und getrocknet.
Eine wéssrige Ldsung aus 2.5 g Chitosan (Art. C 3646, Sigma, Deisenhofen),
0.13 g CaClz und 2.5 ml 96 %iger Essigsdure in 250 ml wird hergestellt (pH ~
4.0) und iber das vorbereitete Glas gegeben, entgast und 12 h bei
Raumtemperatur bewegt. Nach einer Wische von mindestens 12 h unter
flieBendem dest. Wasser wird das Material bei 75°C getrocknet.

13) Behandlung mit EUDRAGIT E

Bei EUDRAGIT E (Mol. Gew. 150.000) handelt es sich um ein Copolymerisat auf
Basis von Dimethylaminoethylmethacrylat und neutralen Methacrylsdureestern
(R6hm, Darmstadt):
CHs CHy
...—CH;—Cl)—CHz—C—...

| |
0 OR
|
e
CHa
CH; — N<
CHa
R = CHa, CiHs

Vorschrift: Aus 5 g EUDRAGIT E und 2 ml 96 %iger Essigsiure wird eine
wissrige Losung in 250 ml hergestellt (pH ~ 3.8) und filtriert. 110 g Sdure-—
behandeltes Glas wird hinzugegeben, entgast und 12 h bei Raumtemperatur
bewegt. Nach einer Wische von mindestens 12 h unter flieBendem dest. Wasser
wird das Material bei 75°C getrocknet.
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14) Behandlung mit EUDRAGIT RL

Bei EUDRAGIT RL (Mol. Gew. 150.000) handelt es sich um ein Copolymerisat auf
Basis von Acryl- und Methacrylsdureestern mit einem Gehalt an quartiren
Ammoniumgruppen von etwa 10 % (R6hm, Darmstadt). Die Substanz ist nicht in
wéssrigen Medien 1&slich, aber quellbar:

C||'|3 R
..—CH2=-C—-CH2—-C—...

|
cC=0 ? =0
l
0] ORa2
|
C‘Hz ®
_—CHs
CHz rT\CHs
CHa
co
R1 = H, CHs
R2 = CHgs, C2Hs

Vorschrift: 110 g unbehandeltes Glas wird in 250 ml einer 0.25 %igen Ldsung
aus EUDRAGIT RL in Aceton gegeben, im Wasserstrahlvakuum entgast und bei
Raumtemperatur mehrere Tage stehengelassen. Ein Zentrifugenréhrchen wird
halb mit saugfahigem Papier gefiillt, das Glasmaterial dariibergeschichtet und
kurz ausgeschleudert. Dann wird das Material 12 h bei Raumtemperatur,
anschlieBend 4 h bei 75°C getrocknet. Nach einer Wische von mindestens 12 h
unter flieBendem dest. Wasser wird das Material bei 75°C getrocknet.

15) Behandlung mit Polyethylenimin (D'Souza et al., 1986)
Bei Polyethylenimin handelt es sich um lineare Molekiile folgender Struktur:
NH2 (CH2z CHz -NH-) x CH2 CH2z —NH2

Vorschrift; 110 g Siure-behandeltes Glas wird in eine wéissrige Ldsung aus
2.5 ml Polyethylenimin (50 %ige LOsung, Art. P 3143, Sigma, Deisenhofen) in
250 ml gegeben, entgast und 12 h bei Raumtemperatur bewegt. Nach einer
Wische von mindestens 12 h unter fliefendem dest. Wasser wird das Material
bei 75°C getrocknet. Carboxyl-funktionelles Glas gemif Vorschrift 8 wird in
der gleichen Weise adsorptiv beschichtet,

3.3.1.3. Quervernetzung adsorbierter kationischer Polymere

Durch Adsorption kationischer Polymere hergestellte Oberflichenmodifizierungen
lassen sich durch eine Quervernetzung der Makromolekiile stabilisieren. Die
Beschichtung erhédlt dadurch in sich eine grofere Festigkeit, wihrend die Haftung
auf der Unterlage nicht verdndert wird.

16) Quervernetzung von DEAE-Dextran mit 1,4-Butandioldiglycidylether
(Sundberg und Porath, 1974)

Bei 1,4-Butandioldiglycidylether handelt es sich um ein bifunktionelles Reagenz
mit zwei Epoxygruppen folgender Struktur:



/o\ /o\
CHz -CH-CHz2 —-O- (CH2 ) 4 ~O—CHz —CH-CH2

Die Substanz greift Hydroxygruppen in den Polysaccharidketten an. Dabei 6ffnen
sich die Epoxyringe und koppeln {iber eine Etherbindung auf folgende Weise:

/o\ /O\
R-OH + CHz -CH-CH2z —O- (CHz )4 ~O—CHz ~CH-CH2 + HO-R' >

R—-0-CHz ~CHOH-CHz —0— (CHz ) « -O—-CHz —~CHOH-CH2 -O-R"'

R und R' konnen zwei verschiedene oder auch ein identischer DEAE-Dextran-—
Polymerfaden sein.

ift: 50 g DEAE-Dextran behandeltes Glas, gemidpf Vorschrift 11, wird
m1t 50 ml 1,4-Butandioldiglycidylether (Art. 12,419-2, Aldrich, Steinheim) und
50 ml 0.6 M Natronlauge, in der 0.1 g Natriumborhydrid (NaBH4) gelést wurde,
iiberschichtet. Das Material wird im Wasserstrahlvakuum entgast und 8 h bei
25°C bewegt. Nach einer Wische von mindestens 12 h unter flieBendem dest.
Wasser wird das Material bei 75°C getrocknet.

Da Epoxygruppen in wéissrigem Medium hydrolysieren kdnnen, kann alternativ in
organischen LOsungsmitteln gearbeitet werden (Tayot et al., 1981).

Vorschrift: 560 g DEAE-Dextran behandeltes Glas, gemdp Vorschrift 11, wird
mit 150 ml Diethylether, in dem 2.3 ml 1,4-Butandioldiglycidylether geldst
wurden, tberschichtet und 12 h bei 25°C bewegt. Die LOsung wird dekantiert
und das Glasmaterial im Wasserstrahlvakuum 2 h bei 25°C, anschliefend 12 h
bei 75°C getrocknet. Nach einer Wische von mindestens 12 h unter flieBendem

dest. Wasser wird das Material bei 75°C getrocknet.
17) Quervernetzung von Polyethylenimin mit Glutardialdehyd

Die Aldehydgruppen an beiden Enden des Glutardialdehyd-Molekiils reagieren mit
den endstidndigen primdren Aminogruppen des Polyethylenimins unter Ausbildung
von Schiff'schen Basen:

R-NHz + O=CH-(CHz )3 -HC=0 + H2N-R' —m38M>
R-NH=CH-(CHz )3 —HC=N-R' + 2H20
R, R': Polyethylenimin—-Polymerfiden

Vorschrift; 50 g Polyethylenimin—behandeltes Glas, gemif Vorschrift 15, wird
mit 25 ml Glutardialdehyd 25 %ig (Art. 4239, Merck, Darmstadt) und 100 ml
Wasser iiberschichtet, im Wasserstrahlvakuum entgast und 8 h Dbei
Raumtemperatur bewegt. Nach einer Wische von mindestens 12 h unter
flieBendem dest. Wasser wird das Material bei 75°C getrocknet.
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3.3.1.4. Kevalent gebundene kationische Polymere

Dauerhafte Oberflichenmodifizierungen lassen sich durch eine kovalente Kopplung
der Polymere erzielen. Die Glaskérper werden dafiir durch eine Vorbehandlung mit
Silanen aktiviert. Die kovalente Bindung von kationischen Polymeren zur
Immobilisierung von Mikroorganismen wurde zum Patent angemeldet (Biichs et al,,
1987h).

18) Kopplung von DEAE-Dextran an Epoxy-funktionellem Glas

Die Glasoberfliche wird zunidchst mit gamma-Glycidyloxypropyltrimethoxysilan
(Glycidylsilan), (Art. GLYMO, Dynamit Nobel, Troisdorf) behandelt:

R
(CH:0)s Si-CHz CHz CHz ~O-CHz ~CH-CHz

Vorschrift: 110 g Siure-behandeltes Glas wird mit 10 ml Glycidylsilan und
490 ml wasserfreiem Aceton iiberschichtet, unter Wasserstrahlvakuum entgast
und einen Tag bei Raumtemperatur bewegt. Das Material wird dreimal mit
Aceton gewaschen und dann 2 h bei 60°C und einen Tag bei Raumtemperatur
getrocknet. Anschliefend wird mit dest. Wasser fiir mindestens 12 h
gewaschen und dann getrocknet.

Die Epoxy-Gruppe kann anschliefend mit den Glucose—Einheiten des DEAE-
Dextrans nach folgender Reaktionsgleichung reagieren:

O
G-Cli-CH: + HO-R ————> G-~ CHOH-CHz —O-R
G Glasoberfliache; R: DEAE-Dextranmolekiil

In wéassrigem Medium konnen die Epoxygruppen hydrolysieren, ohne daf eine
Kopplung des DEAE-Dextrans zustande kommt. Alternativ kann Dimethylsulfoxid
verwendet werden, in welchem sich Dextran gut 16st (Ibrahim et al., 1985) und
die Epoxygruppen eine gute Stabilitdt besitzen (Sundberg und Porath, 1974).

wassrigen L#sung von DEAE-Dextran (Art. Dormacid Standard, Pfeifer &
Langen, Dormagen), die mit gesittigter Natronlauge auf pH 8 eingestellt
wurde, {iberschichtet. Das Material wird im Wasserstrahlvakuum entgast, drei
Tage bei Raumtemperatur und anschliefend einen Tag bei 60°C bewegt. Nach
einer Wiasche von mindestens 12 h unter flieBendem dest. Wasser wird das
Material bei 75°C getrocknet. Alternativ wird liber Molekularsieb getrocknetes
Dimethylsulfoxid als Losungsmittel eingesetzt.



19) Kopplung von Polyethylenimin an Amino-funktionellem Glas mit
Glutardialdehyd

Eine der beiden Aldehydgruppen des Glutardialdehyds bildet mit der Aminogruppe
auf der Glasoberfliche eine Schiff'sche Base aus. Die zweite Aldehydgruppe steht
fiir eine ebensolche Bindung mit der endstindigen prim#iren Aminogruppen des
Polyethylenimins zur Verfiigung. Die Polymerfiden werden daher jeweils an den
Enden gekoppelt, was zu einer gilinstigen Orientierung auf der Glasoberfliche
fihrt. Die Bindung muP in einer Zweischrittreaktion erfolgen, da Glutardialdehyd
die Polyethyleniminmolekiile sonst miteinander verketten wiirde.

G~NHz + O=CH-(CHz)3a-HC=0 —————> G~N=CH-(CHz)3-HC=0 + H20
G~ N=CH-(CHz )3 ~HC=0 + H2N-R' ——> G~N=CH-(CHz2)3~HC=N-R' + Hz20

G Glasoberfliche; R': Polyethylenimin—Rest

Glutardialdehyd 25 %ig (Art. 4239, Merck, Darmstadt) und 100 ml Wasser
iiberschichtet, kurz im Wasserstrahlvakuum entgast und 4 h Dbei
Raumtemperatur bewegt. Das Material wird 4 h unter flieBendem dest. Wasser
gewaschen und bei 25°C im Vakuum getrocknet. Anschliefend wird das Glas in
eine 1 %ige wissrige Losung von Polyethylenimin 50 %ig (Art. P 3143, Sigma,
Deisenhofen) gegeben, entgast und 12 h bei 37°C bewegt. Nach einer Wische
von mindestens 12 h unter flieBendem dest. Wasser wird das Material bei 75°C
getrocknet.

20) Kopplung von Polyethylenimin an Carboxyl-funktionellem Glas mit
Carbodiimid (Lynn, 1975)

Carbodiimid wirkt als wasserentziehendes Mittel und katalysiert dadurch die
Bildung einer Amidbindung zwischen der Carboxylgruppe auf der Glasoberfliche
und der endstdndigen primiren Aminogruppe des Polyethylenimins:

G~ COOH + NHz -R' —> G-~CO-NH-R' + Hz20

G : Glasoberflidche; R': Polyethylenimin—Rest

ml einer wéissrigen Losung von 1.25 ml Polyethylenimin 50 %ig (Art. P 3143,
Sigma, Deisenhofen) wund 1.25 g N-Cyclohexyl-N'-(2-morpholinoethyl)-
carbodiimid-methyl-p-toluolsulfonat (CME-CDI) (Art. 29470, Fluka, Neu-Ulm),
die mit 6 M Salzsdure auf pH 4.6 gebracht wurde, liberschichtet. Der Ansatz
wird im Wasserstrahlvakuum entgast und 4 h bei Raumtemperatur bewegt.
Nach einer Wische von mindestens 12 h unter flieBendem dest. Wasser wird
das Material bei 75°C getrocknet. Achtung, Carbodiimid ist sehr giftig!
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3.83.2. Glaser fiir kovalente Bindung der
Mikroorganismen

Die publizierten Methoden zur kovalenten Bindung von Mikroorganismen greifen
fast ausschlieflich an den freien Aminogruppen (z.B. des Lysins) der Proteine auf
den Zellwdnden an. Die Glasoberfliche wird durch Silane vorbehandelt.
Einschrittreaktionen sind filir die Bindung von lebenden Mikroorganismen
unbrauchbar, da sie bei diesen Methoden mit den toxischen Kopplungschemikalien
direkt in Beriihrung kommen. Es mup auperdem steril gearbeitet werden, da sich
das einmal aktivierte Glasmaterial nicht mehr autoklavieren l4Bt.

21) Bindung an Amino-funktionellem Glas mit Glutardialdehyd (Monsan, 1977)

Der Reaktionschemismus entspricht Vorschrift 19.

200 ml-Weithalskolben mit Wattestopfen 20 min bei 121°C autoklaviert und 12
h bei 75°C getrocknet. Das Material wird mit einer Mischung aus 25 ml
Glutardialdehyd 25 %ig (Art. 4239, Merck, Darmstadt) und 100 ml sterilem
dest. Wasser Iiiberschichtet, im Vakuumschrank entgast und 4 h bei
Raumtemperatur bewegt. Anschliefend wird das aktivierte Glas mindestens 10
mal unter Schiitteln mit sterilem dest. Wasser gewaschen und bei 25°C im
Vakuum getrocknet. Im iibrigen wird verfahren, wie in Kap. 3.1.3 beschrieben.

22) Bindung an Carboxyl-funktionellem Glas mit Carbodiimid
(Jack und Zajic, 1977b)

Der Reaktionschemismus #dhnelt Vorschrift 20. Die Kopplung mup jedoch wegen der
Giftigkeit wvon Carbodiimid als Zweischrittreaktion erfolgen. Ir ersten Schritt
bildet das im Uberschuf zugegebene Carbodiimid mit der Carboxyl-Funktion auf
dem Glas einen Pseudoharnstoff aus:

-R NH-R

G-~COOH + + Ht —————> G~C00-C

L= O= 2

-R' NH*-R'

Dieser zerfillt bei Kontakt mit den primédren Aminogruppen auf der Oberfldche
der Mikroorganismen in einen substituierten Harnstoff, welcher sich abldst. Es
resultiert eine Amidbindung zwischen Glas und Mikroorganismus:

NH-R NH-R
G~ CO0-C + NH:-MM ——> G-~CO-NH-M + 0=C + H*

NH'-R' NH-R'

G: Glasoberfliche; M: Mikroorganismus; R,.R': Reste des CME-CDI



Vorschrift: 50 g Carboxyl-funktionelles Glas, gem#B Vorschrift 8, wird in
einem 200 ml-Weithalskolben mit Wattestopfen 20 min bei 121 °C autoklaviert
und 12 h bei 75°C getrocknet. Das Material wird mit 200 ml einer sterilen
wissrigen Losung von 2 g N-Cyclohexyl=N'-(2—-morpholinoethyl)-carbodiimid~-
methyl-p-toluolsulfonat (CME-CDI) (Art. 29470, Fluka, Neu—-Ulm), die mit 6 M
Salzsdure auf pH 4.6 eingestellt wurde, iiberschichtet. Der Ansatz wird im
Wasserstrahlvakuum entgast und 4 h bei Raumtemperatur bewegt. Anschliepend
wird das aktivierte Glas mindestens 10 mal unter Schiitteln mit sterilem dest.
Wasser gewaschen und bei 25°C im Vakuum getrocknet. Im {ibrigen wird
verfahren, wie in Kap. 3.1.3 beschrieben. Achtung, Carbodiimid ist sehr giftig!

23) Bindung an Carboxyl—-funktionellem Glas iiber einen "aktiven Ester"
(Lynn, 1975)

N-Hydroxysuccinimid wird an die Carboxylgruppe auf dem Glas unter Bildung
eines Esters gekoppelt. Carbodiimid katalysiert diese Reaktion durch seine
Wasser—entziehende Wirkung:

N-R NH-R
0=C-CHz I 0=C—CH: |
G~COOH + HO“N\ l + C ———————) G~ COO—N\ l + 0O=C
0=C—CH2 lll 0=C—CHz2 |
-R' NH-R'

Bei Kontakt mit den primidren Aminogruppen auf der Oberfliche der
Mikroorganismen 106st sich das N-Hydroxysuccinimid wieder ab, wobei die
Mikroorganismen iiber eine Amidbindung mit der Carboxyl-Funktion auf dem Glas
verbunden werden:

0=C-CH: 0=C-CH:
G-CO00-N_ | + NH:-M ———> G-CO-NH-M + HO-N |
0=C-CHz 0=C-CH:

G : Glasoberfldche; M : Mikroorganismus; R,R': Reste des DCC

Vorschrift: 50 g Carboxyl-funktionelles Glas, gem#p Vorschrift 8, wird in
einem 200 ml-Weithalskolben mit Wattestopfen 20 min bei 121 °C autoklaviert
und 12 h bei 75°C getrocknet. Das Material wird mit 200 ml einer Lésung von
4 g N-Hydroxysuccinimid (Art. 56480, Fluka, Neu-Ulm) und 8 g N,N'-
Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) (Art. 36650, Fluka, Neu-Ulm) in Dioxan
iberschichtet, im Vakuumschrank entgast und 4 h bei Raumtemperatur bewegt.
Anschliefend wird das aktivierte Glas je viermal mit Dioxan, Methanol und
sterilem Wasser unter Schiitteln gewaschen wund bei 25°C im Vakuum
getrocknet. Im iibrigen wird verfahren, wie in Kap. 8.1.83 Dbeschrieben.
Achtung, das verwendete Carbodiimid ist als besonders Krebs—erregend

beschrieben!
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Vorschrift Funktionelle Mapgebende Oberflacheneigenschaft
Gruppe Ladung Energie

Kovalent gebundene niedermolekulare funktionelle Gruppen

1 Hydroxyl (-) hydrophil
2,3 Amino +

4 Triamino +

5 Polyamino +

6 Imidazol +

7 Methyl keine hydrophob
8 Carboxyl (Amid) - (+)

9 n-Heptyl (Amid) (+) hydrophob
10 Phenylmethyl (Amid) (+) hydrophob

Adsorptiv gebundene kationische Polymere

11 DEAE-Dextran +
12 Chitosan +
13 EUDRAGIT E +
14 EUDRAGIT RL +
15 Polyethylenimin +
Quervernetzte adsorbierte kationische Polymere

16 DEAE-DeXxtran +
17 Polyethylenimin +
Kovalent gebundene kationische Polymere

18 DEAE-Dextran +
19,20 Polyethylenimin +

Tabelle 3.6: Liste der oberflichenmodifizierten Glidser zur adsorptiven Bindung
der Mikroorganismen

Vorschrift Funktionelle Gruppe Aktivierung
auf dem Glas

21 Amino Glutardialdehyd
22 Carboxyl Carbodiimid
23 Carboxyl Aktiver Ester

Tabelle 3.7: Liste der oberflichenmodifizierten Glidser zur kovalenten Bindung der
Mikroorganismen




3.4. Aufbau der Versuchsapparaturen

3.4.1. Festbettreaktoren fiir
Vergleichsversuche

Die Wirksamkeit der Oberfichenmodifizierungen der Sintergldser wird in 5 bis 6
parallel betriebenen, baugleichen Festbettreaktoren (Fliissigkeitsfiillvolumen 100
ml) ermittelt. Eine photographische Darstellung von fiinf Reaktoren mit pOz—
MeBeinrichtung ist in Abb. 3.2 zu sehen. Sie werden ohne #uferen
Flussigkeitsumlauf und ohne pH-Titrierung im Batch—Betrieb eingesetzt.
(Konstruktionszeichnung der Reaktorgefife mit Erlduterung siehe Anhang A.2.)

Abb. 3.2: Photographische Ansicht von fiinf Festbettreaktoren (mit pOz—
Mefeinrichtung) zum Vergleich von verschieden oberflichenbehandelten Glidsern

f —_—

Zur Begasung dient reiner Sauerstoff, der nachweislich keinen negativen Einfluf
auf die Zellen hat. Er wird einer 20 1 Flasche entnommen und durch einen
Druckminderer auf 1.8 bis 2 bar gedrosselt. Uber ein einstellbares
Prizisionsnadelventil und den Vorfilter, ein mit Watte gefiilltes Glasrohr, gelangt
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der Sauerstoff unter die Fritte (Filterplatte D3, Porenweite 16-40 pm, Schott,
Mainz) und wird in der Fermentationsfliissigkeit dispergiert. Das Abgas verlidpt
den Reaktor iiber den Riicklaufkiihler, auf dem ein mit Watte gefiillter Sterilfilter
sitzt. Zu Beginn eines Versuches werden alle Einheiten auf die gleiche
Begasungsrate (ca. 0.7 vvm) justiert. Dazu schlieft man oben an die Abgasfilter
ein Schwebekdrperdurchflufmesser an und stellt den Gasstrom der Reaktoren der
Reihe nach mit den Nadelventilen ein.

Die Reaktoren konnen mit einer pOz2—Mefeinrichtung versehen werden. Dazu
befestigt man sterilisierbare pOz—-Elektroden mit Klemmverschraubungen in den
zentralen Einfilléffnungen, so daPp die Membranen der Elektroden gerade oberhalb
der Schiittung in die Flissigkeit eintauchen. Die Elektroden werden mit
Auswertegeriten verbunden und das Signal auf einen Schreiber gegeben.

Die Thermostatisiermfintel der Reaktoren sind in Reihe geschaltet. Eine zusédtzlich
eingebaute Zahnradpumpe sorgt fur eine gute Zirkulation des
Thermostatenwassers. Zum Sterilisieren werden die Zugasleitungen mit ihrem
Schraubanschiuf von den Vorfiltern genommen, die Reaktoren vom Haltegestell
geldst und als Ganzes in den Autoklaven gelegt. Die Probenahme erfolgt durch
eine Propangasflainme hindurch mit 1 ml Glas-Pipetten.

83.4.2. Rihrkesselreaktor fir kontinuier—
liche Fermentationsversuche

Erste kontinuierliche Fermentationsversuche wurden in einem Standard-
Riihrkesselreaktor Typ L 1523 mit einem Gesamtvolumen von 7 1 der Firma
Bioengineering (Wald, Schweiz) durchgefiihrt.

Der Reaktor ist mit MeBeinrichtungen fir pOz und Redoxpotential und mit
Regeleinrichtungen fir pH, Temperatur, Drehzahl wund Reaktorinnendruck
versehen. Der Substratzulauf erfolgt durch eine Thermofalle. Der Fermenter ruht
halbseitig auf einer Wigeeinrichtung, deren Signal zur Fiillstandsregelung
ausgewertet wird. Die Anlage wird chemostatisch betrieben. Substrat— und
Laugeverbrauch werden 1iiber Waagen registriert. Ein mobiles Gerdt mit
thermischen Massendurchflupmessern (Durchflufmesser 5810 N, Ventil 5835 N,
Steuergerdt 4252; Brooks, Veerendaal, Holland) regelt die Begasungsrate. Das
gleiche Gerit erfapt mit einem zusatzlichen DurchfluBmesser den
Abgasvolumenstrom. Zur Abgasanalyse dienen ein paramagnetisches
Sauerstoffmefgerdt (Typ Magnos 2T) und ein Infrarot—COz-Mepgeriat (Typ Uras 7
N, Hartmann & Braun, Frankfurt). Beide Gerite werden jede Woche mit Priifgasen
geeicht.

Fiir die Berechnung der Sauerstoffaufnahmerate Qoz [mol/l/h] aus den Eingas-
und Abgasstréomen ve bzw. va [Nl/h] und den entsprechenden Oz-Volumenanteilen
Yoz,e bDZW. Yoza [—] gilt:

Qoz = (Ve-Yoze ~— Va-Yoz,a)/Vr-Vmo [mol/1/h] (Gl. 3.8)
mit Ve = Fermenterinhalt [1]
Vmo = Molares Normvolumen [22.4 Nl/mol]



Die spez. Sauerstoffaufnahmerate der Mikroorganismen q [mol/gTS/h] errechnet
sich mit der Biotrockenmasse X [g/l] zu:

q = Qoz/X [mol/gTS/h} (Gl. 3.7)

Unter folgenden Bedingungen wurde im Riihrkesselfermenter gearbeitet:

Medium: Medium Alt (s. Tab. 3.5)
Fermenterinhalt: 3.561

Temperatur: 30°C

pH—Wert: 7.4
Fermenterinnendruck: 1.5 bar

Rithrerdrehzahl: 600 — 800 U/min
Begasungsrate: 0.35 - 0.55 vvm

3.4.3. Festbettumlaufreaktor fiir konti—
nuierliche Fermentationsversuche

Die kontinuierlichen Fermentationsversuche erfolgen in Glasreaktoren
(Glasbldserei der Kernforschungsanlage Jiilich). Diese werden mit einem #4uferen
Fliissigkeitsumlauf betrieben, um Gradienten im Reaktor zu vermeiden und um
eine ausreichende Begasung zu gewdhrleisten. Anschliisse und Elektroden, die im
Reaktor Kkeinen Platz finden, koénnen im Umlauf untergebracht werden. Die
periphere MeP—- und Reglungstechnik besteht aus Einzelsystemen verschiedener
Hersteller (s.u.). Eine photographische Ansicht, ein Grundfliefbild und eine
detailierte schematische Darstellung der kontinuierlichen Fermentationsanlage
sind in Abb. 3.3, Abb. 3.4 bzw. Abb. 3.5 zu sehen.

3.4.3.1. Reaktorgefa und AuPerer Umlauf

Eine Konstruktionszeichnung des Reaktorgefifes mit Erlduterung ist im Anhang
A.3 beigefiigt. Das Flissigkeitsfiillvolumen der gesamten Fermentationsanlage
betrigt je nach Ausgestaltung zwischen 175 und 190 ml.

Aus dem oberen, aufgeweiteten Teil des Reaktors wird seitlich
Fermentationsfliissigkeit mit einem Volumenstrom von 0.8-1.2 1/min abgepumpt,
durch den &uBeren Umlauf geleitet und unten in den Reaktor zuriickgefiihrt (s.
Abb. 3.4). Auch bei hohen Substrat—Durchflupraten durch den gesamten Reaktor
ist der Strom durch den Umlauf wesentlich (>500 mal) héher. Dadurch erhilt der
Reaktor die Charakteristik eines vollstindig durchmischten Riihrkesselfermenters.

Im Flissigkeitsstrom des duPeren Umlaufs liegen der Reihe nach: pOz—Elektrode
pOzE, Probenahmeseptum und Abzweigung zur kontinuierlichen OD-Messung PN,
pH-Elektrode pHE mit Einleitung von Saure, Lauge und Riicklauf des OD-
MeBkreises, Umlaufpumpe UP, Abzweigung zur Antischaumeinleitung, Reaktorablauf
und Bodenantischaumelektrode AE (s. Abb 3.5).
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Abb. 3.3: Photographische Ansicht einer kontinuierlichen Fermentationsanlage mit
Festbettumlaufreaktor

Das Fliissigkeitsvolumen in der Absaugleitung zwischen dem beliifteten Teil des
Reaktors und der Membran der autoklavierbaren pOz-Elektrode (Typ 322 756701,
Ingold, Frankfurt) betridgt etwa 2.5 ml. Bei einem Volumenstrom von > 800 ml/min
bleibt der Abfall des pOz auf der Strecke bis zur pOz—-Elektrode gering.



Abgas Substrat

<————
Produkt

¥ . Sdure
- Lauge

4
B 0D-Messung
Antischaum

T Zugas

Abb. 3.4: Grundfliefbild der kontinuierlichen Fermentationsanlage .ait
Festbettumlaufreaktor

I ]

Abb. 3.5: Schematische Darstellung der kontinuierlichen Fermentationsanlage mit
Festbettumlaufreaktor

AD: Antischaumdiise PN: Probenahmeseptum

AE: Antischaumelektrode pOzE: pOz2-Elektrode

AK: Abgaskiihler PP: Produktpumpe

AL: Absauglanze fiir Produktldosung RA: Magnetriihrerantrieb
AP: Antischaumpumpe RV: Reaktorablaufventil
AR: Antischaumregler SFeq: Sterilfilter (Gas)

AV: Ventil fiir Antischaumkreislauf SFL: Sterilfilter (Fliissigkeit)
DK: DurchfluBkiivette SK: Sterilkupplung

DM: Dosimat fiir Lauge SP: Sdurepumpe

FP: Auffiillpumpe SV: Substratvorlage

FS: Fillkdrperschiittung Sw: Substratwaage

KP: Kiivettenkreislaufpumpe SZ: Substrat-Zwischenlager
KW: Kiihlwasser TF: Thermofalle

MB: Mefbiirette TS: Thermostat

MP: Mediumpumpe UP: Umiaufpumpe

ODR: OD-Regler VA: Antischaumvorlage
PHE: pH-Elektrode VS: Siurevorlage

PHR: pH-Regler WS: Wasserséule

PM: Photometer
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Zur Probenahme dient ein Septum aus Silikongummi, das mit einer sterilen
Injektionsnadel durchstochen werden kann. Um auch nach langem Betrieb
Keimfreiheit zu gewéhrleisten, wird der Raum iiber dem Septum sti#ndig unter
iso-Propanol gehalten. Unter der Anstichstelle ist eine grobe Fritte (Filterplatte
D00, Porenweite 250-500 um, Schott, Mainz) eingeschmolzen, iiber die Fliissigkeit
fiir die kontinuierliche OD-Messung abgezogen wird. Die Fritte verhindert das
Eindringen von Schmutzpartikeln in den sehr engen Kiivettenkreislauf und dient
zur Beruhigung und damit Ausgasung der Fliissigkeit.

Die Einspeisungsstelle fiir Sidure und Lauge befindet sich kurz vor der
Glasmembran der pH-Elektrode. Die Ansprechzeit ist daher sehr kurz, und es
kann nicht zum Ubertitrieren kommen.

Als Umlaufpumpe wird eine regelbare, magnetisch gekoppelte Zahnradpumpe (Typ
V.096.07, Verder, Diisseldorf) verwendet. Der Pumpenkopf ist abnehmbar und 14t
sich zusammen mit dem Reaktor autoklavieren. Kurz hinter der Umlaufpumpe
zweigt eine Schlauchleitung ab wund miindet in einer Diise oberhalb des
Fliissigkeitsspiegels im Reaktor AD. Eine Schlauchklemme AV begrenzt den
Volumenstrom. In diese Nebenleitung gelangt das konzentrierte Antischaummittel.
Es  vermischt sich mit Fermentationsfliissigkeit und wird auf diese Weise in
verdiinnter Form auf die Fliissigkeitsoberfliche aufgespriiht.

Der mit Wasser gefiillte Reaktor 14Bt sich zusammen mit dem Haltegestell
autoklavieren. Anschliefend wird der duPere Umlauf abgeklemmt und das Wasser
nur aus dem Reaktor abgelassen. Man erwédrmt die feuchte Fiillkérperschiittung
mit dem Thermostaten auf 90°C und trocknet sie durch sterile Luft. Die
Sinterglaskdrper saugen dadurch die Zellsuspension beim Animpfen besser auf.

3.4.3.2. Kontinuierliche OD-Messung

Aus dem #AuPBeren Umlauf des Reaktors wird ein Nebenstrom von 25-30 ml/min fir
die kontinuierliche OD-Messung entnommen. Eine Schlauchpumpe KP (Typ Mini-S,
Ismatec, Zirich, Schweiz) mit einem Maprenschlauch #1= 3.2 mm
(Watson & Marlow, Cornwall, England) driickt die Fermentationsfliissigkeit durch
eine DurchfluBkiivette DK mit einer Schichtdicke von 0.2 mm (Typ 170-QS,
Hellma, Miillheim/Baden). Die Verbindungsschlduche sind aus Teflon mit einem
Innendurchmesser von 1 mm. Die hohe Stréomungsgeschwindigkeit (>0.5 m/sec) im
ganzen Kreislauf verhindert weitgehend ein Anwachsen von Mikroorganismen, so
dap ein Betrieb ilber mehrere Monate méglich 1ist. Die Triibung der
Fermentationsfliissigkeit wird in einem Spectrophotometer PM (Typ UV 140,
Schimadzu, Diisseldorf) bei einer Wellenldnge von 600 nm gemessen. Das Signal
ist iliber Monate reproduzierbar und l4Bt sich fiir eine turbidostatische Regelung
(s. unten) ausnutzen.

3.4.3.3. Substratzugabe und Produktableitung

Das sterile Medium wird in einer 2 1-Vorratsflasche SZ zwischengelagert, welche
zur Mengenregistrierung auf einer elektronischen Waage SW (Typ 1507 MPS8,
Sartorius, Gottingen) steht. Ein D/A-Wandler (Typ 7287) formt das Signal fiir die
MePBwerterfassung um. Von der Substratvorlage SZ gelangt das Medium durch eine
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Schlauchpumpe MP in ein Mikrofilter SFL (Membranfilter SM 11107, Vorfilter SM
13430, Filtergehduse SM 16254, Sartorius), wo Schmutzpartikel und evtl.
Kontaminationen zuriickgehalten werden. Das Substrat wird in den Glasreaktor
iilber eine auf der =zentralen Einfiilléffnung montierten Thermofalle TF (Art.
3823261-8, Braun, Melsungen) eingeleitet. Die Substratvorlage SZ auf der Waage
kann uber eine durch Sterilkupplung SK wechselbare grofe Mediumflasche SV mit
Hilfe einer Schlauchpumpe FP aufgefiillt werden. Die gesamte Substratzufiihrung
wird zusammen mit dem Reaktor autoklaviert.

Die Steuerung der Substratpumpe MP erfolgt chemostatisch oder turbidostatisch.
Bei der turbidostatischen Betriebsweise wird die Pumpe {iber den Regler ODR
ontrolliert. Er wertet das OD-Signal des Photometers PM im Kiivettenkreislauf
aus. Steigt das elektrische Signal iliber einen am Regler eingestellten Wert an, so
schaltet er die Substratpumpe MP ein. Die Mikroorganismensuspension im Reaktor
wird durch Medium verdiinnt und die OD sinkt ab. Bei Unterschreiten der
Schaltschwelle wird die Pumpe wieder ausgeschaltet.

Das Fiillniveau im Reaktor wird durch eine Lanze AL, die auf die
Fliissigkeitsoberfliche ragt, bestimmt. Die Lanze ist mit einer Schlauchpumpe PP
(Typ 501 U/R, Watson & Marlow, Cornwall, England) verbunden. Sie pumpt mit
relativ hoher Geschwindigkeit so lange Fliissigkeit aus dem Reaktor ab, bis der
Spiegel unter die Absaugdéffnung fallt und Gas nachstromt. Die Fiillhdhe bleibt
dadurch konstant. Der Ablauf der Produktleitung ins Freie
(Produktauffangflasche) ist mit einer Thermofalle TF (s.0.) versehen, um ein
Zuriickwachsen von Fremdkeimen in den Reaktor zu unterbinden. Ein regelbares
Netzgerit versorgt beide Thermofallen. Zu hohe Heizleistungen fiihren zum
Festbacken von Substrat— bzw. von Produktlosung und damit zum Verstopfen.

3.4.3.4. pH—Regelung

Die pH-Messung der Fermentationsfliissigkeit erfolgt durch eine sterilisierbare
pH-Elektrode pHE mit abnehmbarem Mefkabel (Typ 405-60-M8-K9-BW, Ingold,
Frankfurt). Das Signal gelangt in einen pH-Regler pHR (Typ 561/1-565/1,
Metrohm, Herisau, Schweiz), welcher einen Dosimaten DM (Typ 535, Metrohm) mit
5 ml Glaszylinder fiir Lauge (2n NaCH) und eine Schlauchpumpe SP (Typ 101 U/R,
Watson & Marlow, Cornwall, England) fiir Sdure betdtigt. Der Teflonkolben des
Herstellers wird zweckmépigerweise durch einen gedrehten Metallkolben mit zwei
Silikondichtringen ersetzt (Institutswerkstatt). Die Ansteuerung des Dosimaten
erfolgt iiber den Tastereingang. Das Gerit registriert die verbrauchte Laugemenge
und gibt das Signal auf den Plotter. Die Lauge wird iiber ein in der Zuleitung
eingebautes Membranfilter SFp sterilfiltriert. Es kommt ein neues Nylonmaterial
(Art. SM 20007, Sartorius, Gottingen) in einem Schraubgehiuse aus Stahl (Typ FM
025/0, Schleicher & Schiill, Dassel) zum Einsatz. Das Vorratsgefif und die
Zuleitungen fir Sadure VS werden zusammen mit dem ganzen Reaktor autoklaviert.

Die zutitrierte Laugemenge macht einen betridchtlichen Teil (bis iiber 10 %) des
gesamten Fliissigkeitsstroms durch den Reaktor aus. Das Substrat wird abhingig
von den Volumenstrémen durch die Lauge "verdiinnt". Die Berechnung der
Durchfluprate (bzw. mittleren Verweilzeit) erfolgt daher auf Grund des
Gesamtstromes.
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3.4.3.5. Begasung, pOz—Regelung und Innendruckeinstellung

Die Begasung des Reaktorinhaltes erfolgt durch eine Fritte (Filterplatte D3,
Porenweite 16-40 um, Schott) im Boden. Steriles Sauerstoff-Luft—Gemisch wird
Uber einen Vorfilter SFe¢, ein mit Watte gefiilltes Glasrohr, zugefiihrt. Die
Mengeneinstellung erfolgt durch ein Reglersystem mit thermischen
Massendurchflupmessern. Dieses System wird wiederum von einem pOz-Regler
beeinfluBt. Details sind im Anhang A.5 beschrieben.

Das Abgas verldpt den Reaktor iiber einen Riickiaufkiihler AK, auf dem ein
Sterilfilter SFe¢ sitzt. Es ist aus einem Rohr aufgebaut, welches mit Glaswolle
gefiillt ist. Das Material neigt im Gegensatz zu Watte nicht zum Quellen und zum
Verstopfen, wenn es mit Feuchtigkeit in Beriihrung kommt. An den Abgasfilter
14Bt sich eine Wassersiule WS von bis zu 2 m anschliefen, um den Innendruck im
Reaktor zu erhé6hen.

3.4.3.6. Schaumkontrolle

Im  Reaktor sind am  Bodeneinlauf wund im Gasraum oberhalb des
Flissigkeitsspiegels Schaumsonden AE (Platindraht in Glas eingeschmolzen)
eingebaut, die mit einem Antischaumregler-Einschub AR (Typ 881 202, Braun,
Melsungen) verbunden sind. Wird durch aufsteigenden Schaum eine leitende
Verbindung zwischen beiden Elektroden fiir eine wihlbare Standzeit hergestellt,
so lost der Regler die Antischaumzugabe aus. Die Schaltschwelle ist einstellbar.
Die Schlauchpumpe AP (Typ 101 U/R, Watson & Marlow) fordert Antischaummittel
aus einem VorratsgefdB VA, bzw. einer Mepbiirette MB fiir eine wihlbare Zeit in
den Reaktor. AnschlieBend wird der Regler fiir eine einstellbare Pausenzeit
abgestellt, um die Wirkung der Antischaumzugabe abzuwarten. Der Magnetriihrer
RA hilt das Antischaummittel in Emulsion. Das Vorratsgefip, die MeBbiirette und
die Versorgungsleitungen filir Antischaummittel werden zusammen mit dem ganzen
Reaktor autoklaviert.

Von acht getesteten Antischaummitteln erwies sich der Typ OC 6003 der Firma
Bayer (Leverkusen) als das wirksamste. Toxische Nebenwirkungen der Substanz
waren nicht feststellbar. Bei optimal eingestelltem Antischaumregler lief sich der
Verbrauch auf unter 0.1 g/l Substrat reduzieren.

Der Antischaumregler enthilt eine zusitzliche Schaltung (Institutswerkstatt), mit
welcher der Zeitpunkt und die Anzahl der Antischaumzugaben registriert und auf
den Plotter gegeben werden kann.

3.4.3.7. Datenerfassung

Folgende MePwerte werden auf einem analogen 12-Punkteplotter (Typ LP 12,
Linseis, Selb) aufgezeichnet: OD, pH, Laugeverbrauch, pOz Sauerstoffstrom,
Luftstrom, Antischaummenge und Substratgewicht.
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3.4.4. Wirbelschichtreaktor fiir kontinu-—
ierliche Fermentationsversuche

Das Reaktorgefdf des Wirbelschichtreaktors entspricht im grundsitzlichen Aufbau
den oben beschriebenen Festbettreaktoren (Details siehe Anhang A.4). Der
Reaktionsraum ist mit 52 g gesiebten Sinterglaskugeln (¢ 1-1.4 mm) gefiillt. Das
Fliissigkeitsfiillvolumen betrdgt 195 ml. Bei Begasung und einem Volumenstrom
des Umlaufs von 1 1/min ergibt sich eine Bettausdehnung etwa 50 %. Die
Peripherie und Ausriistung des Wirbelschichtreaktors entspricht den oben
beschriebenen Festbettanlagen.



4. Ergebnisse & Diskussion

4.1. Mikrobiologie
4.1.1. Stoffwechsel

4.1.1.1. Bilanzierung des Prozesses

Bis vor kurzem wurde angenommen, daB bei Aminosiure-produzierenden
coryneformen Bakterien die a—Ketoglutarat—-Dehydrogenase nur schwach
ausgebildet ist (s. Kap. 2.1.3). Bei der Leucinbildung aus a-Ketoisocapronsiure
miiften folglich mit dem Leucin molare Mengen einer Substanz des Citronensaure-—
Cyclus ins Medium ausgeschieden werden. Um diese Frage zu Kkldren und evtl.
unentdeckte Nebenprodukte aufzuspliren, wurde der Fermentationsprozep
vollstindig bilanziert.

Dazu diente ein kontinuierlicher Versuch in einem Riihrkesselreaktor, der mit
einer Gasanalytik ausgeriistet war. Bei verschiedenen stationiren Zustidnden
wurden Proben gezogen, analysiert und mit den Gaswerten in die Bilanzierung
aufgenommen.

Aus Literaturdaten (Harris und Adams, 1979; Bailey und Ollis, 1986) lidpt sich
folgende verkiirzte chemische Summenformel fiir Mikroorganismen abschitzen:

CH1.7100.33No.25(P,S)

Der C-Gewichtsanteil an der gesamten Zelltrockenmasse kann mit 50 % angesetzt
werden. Aus dem Molekulargewicht von Kohlenstoff (12 g/mol) folgt ein formales
Molekulargewicht der Mikroorganismen von 24 g/mol.

4.1.1.1.1. Kohlenstoffbilanz

Tabelle 4.1 zeigt die Aufstellung der C-Bilanz (Methode s. Anhang A.6) fiir sechs
Proben. Es sind die in den Reaktor ein—- und ausflieBenden Kohlenstoffstrome
Cein DZW. caws gegeniibergestellt. Die Abweichungen sind als prozentuale Fehler
angegeben. Die erste Probe der Tabelle repridsentiert Fermentationsbedingungen
mit einem sehr tiefen pOa. Die dabei ausgeschiedenen anaeroben
Stoffwechselprodukte (Lactat, Acetat und Succinat) wurden mit beriicksichtigt.

Abb. 4.1 veranschaulicht am Beispiel von Probe—-Nr. 2 (Tab. 4.1) die ein- und
ausstromenden Kohlenstoffmengen. Die Energie— und Kohlenstoffquelle der Zellen
(Glucose) und der "precursor" (a—Ketoisocapronsidure) sind getrennt dargestellt.

Die Bilanzdeckung in Tabelle 4.1 betrdgt iiber 92 %. Wachsende Mikroorganismen
scheiden eine Vielzahl von Substanzen in kleinen Mengen aus, die wahrscheinlich
in ihrer Summe den bei der Bilanz fehlenden Teil von < 8 % ausmachen.

Eine zur Leucinbildung equimolare Ausscheidung einer nicht beriicksichtigten
Substanz (s.o.) ist auszuschliefen.
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Nr. Cein [g/h] caus [g/h]

Gluc Keto Zein Gluc Lac,Ac Zellen COzg CO2,1 Keto Zaus Fehler
Suc HCO3~ Leuc %
1 7.24 3.13 10.37 0.338 1.02 2.15 2.86 0.15 3.04 9.65 -7.9
2 6.65 2.87 9.62 0.04 - 2.40 4.07 0.15 2.71 9.37 -1.6
3 7.64 8.30 10.94 1.38 - 2.23 3.17 0.15 3.14 10.07 -7.8
4 7.566 8.26 10.81 2.29 - 1.91 2.76 0.12 3.06 10.14 -6.2
5 5.24 2.26 7.50 0.12 - 1.86 3.51 0.12 2.19 7.80 +4.0
6 5.39 2.383 7.72 0.51 - 1.66 3.06 0.11 2.19 7.53 -2.5

Tabelle 4.1: Geschlossene Kohlenstoffbilanz einer sich im Fliepfgleichgewicht

befindlichen kontinuierlichen Kultur

Ein— und ausstromende Kohlenstoffmengen cCetn bzZW. caws, Vverursacht durch Glucose
(Gluc), a-—Ketoisocapronsidure (Keto), Lactat + Acetat + Succinat (Lac, Ac, Succ),
Zelltrockenmasse (Zellen), COz—-Gas (COzg), geldstes COz + Bicarbonat (COz,,
HCO3~) und a-Ketoisocapronsidure + Leucin (Keto, Leuc)

b Zellen
€0z, 2.40
HC03'
Gluc 0.15
6.65 ungek lart
.4 0.15
4.07 ’
Keto 61 -11995
uc 2.45
2.87 0'04\\ /Keto
0.27
Ein [gC/h] Aus [gC/h]

Abb. 4.1: Ein- und ausstromende Kohlenstoffmengen [gC/h] eines kontinuierlichen

Riihrkesselreaktors im FliepBgleichgewicht
Beispiel: Probe—~Nr. 2 von Tab. 4.1; Zeichenerklidrung s. Tab. 4.1




4.1.1.1.2. Redoxbilanz

Tabelle 4.2 zeigt die Aufstellung der Redoxbilanz (Methode s. Anhang A.6) an
einem Beispiel. Die ein- und ausstdmenden Redoxfliisse sind gegeniibergestellt.
Fir die Mikroorganismen wurde die oben aufgefiihrte Summenformel zugrunde
gelegt. Es ergibt sich eine geringe Abweichung von 2.8 %.

Substanz Reduktionsgrad Stoffstrom Redoxfluf X
[mol/mol] [mmol/h] [rmmmol/h] [mmol/h]

Glucose 24 92 2208

Ein Oz -4 308 -1232 2068
NHz 0 184 -
Ketoslure 28 39 1092
Glucose 24 0.5 12
Ketosédure 28 3.9 109

Aus Leucin 30 35 1050 2010
Zellen 4.3 195 839
CO2z,ges 0 351 -

Fehler % ~-2.8

Tabelle 4.2: Geschlossene Redoxbilanz einer sich im FlieBgleichgewicht

befindlichen kontinuierlichen Kultur
Berechnung des Reduktionsgrades gem#p Definition s. Anhang A.6.

Mit den beiden Formen der Bilanzierung ist nachgewiesen, daB alle mengenmifig
relevanten Substanzen in der mePtechnischen Erfassung des Prozesses
beriicksichtigt wurden. Die von den Mikroorganismen aufgenommene Glucose, die
nicht zur Zellmaterial-Synthese dient, wird vollstindig zu COz oxidiert. Die
Leucinbildung lduft bei vollstindig funktionsfihigem Citronensiure-Cyclus ab,
d.h. die a-Ketoglutarat—Dehydrogenase arbeitet (s. Kap. 2.1.3.).

4.1.1.2. Stochiometrische Gropen (Ausbeutekoeffizienten)

(Die wichtigsten Zahlenwerte dieses Kapitels sind am Ende in Tab. 4.5; S. 69
zusammengefapt.)

4.1.1.2.1. Ausbeutekoeffizient bzw. Zellertrag Yx/s [gTS/gGlu]

Dieser Wert gibt die gebildeten g Biotrockenmasse pro g verbrauchte
Kohlenstoffquelle (Glucose) an.
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Wachstum ohne Leucinbildung

Yx/s wurde zunfdchst fiir reines Wachstum der Zellen ohne gleichzeitige
Leucinbildung auf Medium ohne a-Ketoisocapronsdure bestimmt. Bei Batch-
Versuchen ergab sich sowohl im Schiittelkolben, als auch im Festbettreaktor mit
Kalk bzw. pH-Titration ein Wert von Yx/s = 0.38 gTS/gGlu. Bailey und Ollis
(1986) geben fiir verschiedene Mikroorganismen Yx/s—Werte an, die fir Wachstum
auf Glucose zwischen 0.38 - 0.5 gTS/gGlu liegen.

Wachstum mit Leucinbildung

Bei aerobem Wachstum mit gleichzeitiger Leucinbildung in Medien mit a-
Ketoisocapronsdure ist Yx/s generell erniedrigt (s. Tab. 4.3). Acetat aus dem
zulaufenden Medium bzw. Lactat und Acetat als bei niedrigem pOz auftretende
anaerobe Stoffwechselprodukte wurden auf folgende Weise mit beriicksichtigt: Ein
Mol Glucose wird beim anaeroben Abbau in 2zwei Mol Lactat bzw. Acetat
gespalten, die ausgeschieden werden (s. Kap. 2.1.4.). Beide Siduren befinden sich
im Stoffwechsel "oberhalb" des Citronensiure—-Cyclus, in dem der {iberwiegende

Kulturbedingung Medium Zellertrag Yx/s [gTS/gGlul]
Schiittelkolben verschiedene 0.24 - 0.29
Chemostatisch, Alt 0.25

Glucose-limitiert

Chemostatisch P-lim, S—lim 0.27
P-, S-limitiert

Turbidostatisch Normal, Acetat 0.27

Tabelle 4.3: Der Zellertrag Yx/s unter verschiedenen Kulturbedingungen
Wachsende Zellen mit Leucinbildung; Medien s. Tab. 3.2 und 3.5

Teil der Energie gewonnen wird und die fiir die Leucinbildung entscheidende
NADPH-liefernde Reaktion liegt. Griger (1986) hatte festgestellt, dap fir die
Leucinbildung doppelt so viel Acetat wie Glucose benétigt wird. Zwei Mol Lactat
bzw. Acetat sind in etwa gleichwertig mit einem Mol Glucose. Die molare Menge
an diesen Siuren wurde daher durch zwei dividiert und der unverbrauchten
Glucosemenge zugeschlagen.

Wie Tabelle 4.3 zeigt, ist der Zellertrag Yx/s weitgehend unabhingig von den
Kulturbedingungen.

4.1.1.2.2. Molarer Ausbeutekoeffizient Yi/s' [molLeu/molGlu]

Dieser Wert gibt die gebildeten Mole Leucin pro Mol verbrauchte Glucose an.



Wachsende Zellen

Der molare Ausbeutekoeffizient betrug bei Schiittelkolbenversuchen generell
Yu/s' = 0.4 mol/mol. Der gleiche Wert wurde in kontinuierlicher Kultur im
Chemostaten (leicht limitiertes Wachstum) und im Turbidostaten (unlimitiertes
Wachstum) ermittelt. Temperaturdnderungen und Acetatmedium hatten keinen
signifikanten Einflup auf Yui/s'.

Stark wachstumsgehemmte bzw. ruhende Zellen

Unter Wachstumsbedingungen wird ein Teil der Glucose zur Synthese neuer
Zellmasse und fiir den Energiestoffwechsel verwendet. Da aber der Zellertrag
Yx/s bei Zugabe von oa-Ketoisocapronsdure absinkt, wird offensichtlich ein
weiterer, zusétzlicher Anteil zur Leucinbildung benétigt. Diese Annahme hat
folgenden biochemischen Hintergrund:

Zur Bildung von Leucin mup vom Stoffwechsel der Mikroorganismen Glutamat
bereitgestellt werden (s. Kap. 2.1.). Dieser Aminosdure kommt eine Schliisselrolle
bei der Synthese von Proteinen zu. Das Wachstum und die Leucinbildung
konkurrieren demnach um die Syntheseleistung fiir das Glutamat. Ein zusatzlicher
Bedarf bedingt einen zus#dtzlichen Verbrauch an Glucose. Der Wert von Yiss' bei
wachsenden Zellen ist daher gegeniiber dem von ruhenden Zellen um den
Glucoseverbrauch fiir das Zellwachstum erniedrigt.

Bei dem in Abb. 4.2 dargestellten Schiittelkolbenversuch wurde Medium B (s. Tab.
3.2) mit den auf der Abszisse angegebenen Phosphatkonzentrationen angesetzt.
Es ist zu erkennen, daBp unterhalb einer anfianglichen POs4—-Menge von etwa 1.5
mM das Wachstum infolge des P—-Mangels abnimmt. Im gleichen MaBe steigt der
molare Ausbeutekoeffizient Yiss' von etwa 0.4 mol/mol aus an (s. Abb. 4.2a).
(Die anaeroben Stoffwechselprodukte wurden in der oben beschriebenen Art und
Weise bei der Berechnung von Yiss' mit beriicksichtigt.) Die Erhéhung von Yiss'
scheint proportional zur Wachstumshemmung zu sein.

Tabelle 4.4 fapt die in verschiedenen Versuchen mit stark wachstumslimitierten
bzw. ruhenden Zellen gewonnenen Daten zusammen. Der theoretische Wert wurde
unter der Annahme berechnet, daB der Glucoseverbrauch der Zellen fiir das
Wachstum einerseits wund filiir die Leucinbildung andererseits unabhingig
voneinander sind und sich zum Gesamtverbrauch addieren. Er stimmt mit den
experimentell gefundenen Daten in etwa iliberein und bekriftigt damit die oben
gemachte Annahme.

Der molare Ausbeutekoeffizient Yi/s' liegt bei Zellen mit sehr geringem Wachstum
bei Werten um 0.9 mol/mol und erreicht bei absolut ruhenden Zellen etwa 1.3
mol/mol. Von der Stdéchiometrie des Stoffwechsels her miipten eigentlich 2 Mol
Leucin pro Mol Glucose gebildet werden (s. Kap. 2.1.6.). Der Unterschied zwischen
diesem und den gemessenen Werten ist vermutlich auf NADPH-Verluste durch
noch stattfindende Biosynthese oder Verwertung in der Atmungskette der
Mikroorganismen zuriickzufiihren. In Abb. 4.3 sind die molaren
Ausbeutekoeffizienten Yiss', die sich unter den verschiedenen Kulturbedingungen
ergeben, zusammenfassend dargestellt.
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Abb. 4.2: Der Einflup der Phosphat—Konzentration im Medium auf Wachstum und

Stoffwechsel

(a): Wachstum (Zellkonzentration) und molarer Ausbeutekoeffizient Yi/s'

(b): Phosphorgehalt der Zellen und restliche Phosphatkonzentration (s. Kap.

4.1.2.4.2.)
(¢): Glucose- und Lactatkonzentration (s. Anhang A.7)

Schiittelkolben mit Medium B (s. Tab. 3.2) + 200 mM MOPS-Puffer, aber mit

anfanglichen Phosphat—Konzentrationen, wie auf der Abszisse angegeben.

Inkubationszeit 28 h



Zellmaterial Wachstum (qualitativ) Yr/s' [mol/mol]

Normal wachsend un- bzw. leicht limitiert 0.4

2 - 4 Tage ohne POqt sehr gering 0.7 - 0.85
Tetracyclin behandelt2 sehr gering ~0.85
Hoher osmotischer Druck? sehr gering 0.96
Rifampicin behandelt2 kein ~1.0
Metall- und P-limitiert? sehr gering 1.01 - 1.5
11 - 15 Tage ohne PO4! kein 1.07 - 1.562
Theoretisch berechnet? kein 1.88

Tabelle 4.4: Molarer Leucin—Ausbeutekoeffizient YiL/s' von stark
wachstumslimitierten bzw. ruhenden Zellen

1'

arem

Batch—Versuche im Festbettreaktor (s. Kap. 3.4.1.) mit 100 ml
Produktionsmedium A (s. Tab. 3.4)

s. Tab. 4.11; S. 88

s. Kap. 4.1.2.3.

Werte von Groger (1986)

Berechnet aus Yui/s'(wachsende Zellen), Yx/s (mit Leucinbildung) und Yass
(ohne Leucinbildung); siehe Anhang A.8

YL/S'

[mo1/mol]

1.5 ~ N

1.0 — ~

0.5 — \\

0 T T T >

Theoretischer Ruhende Geringes Normales
Wert Zellen Wachstum Wachstum

Abb. 4.3: Schematische Darstellung des molaren Ausbeutekoeffizienten Yi/s'
Abhiingigkeit von den Kulturbedingungen

in
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4.1.1.2.3. Molarer Ausbeutekoeffizient Yi/x' [molLeu/molKet]

Der molare Ausbeutekoeffizient (oder Selektivitdt) Yi/x' gibt die gebildeten Mole
Leucin pro Mol verbrauchte a—-Ketoisocapronsiure an.

Ein Wert von etwa Yi/' = 0.95 mol/mol wurde generell bei allen durchgefiihrten
Versuchen gefunden. Die Ketosdure wird also fast vollstindig zum gewlinschten
Produkt umgewandelt. Nebenprodukte (s. Kap. 4.1.3.2.) und Einbau in die
Zellmasse spielen mengenmifig keine groBe Rolle.

4.1.1.2.4. Ausbeutekoeffizient Yxsoz [gTS/g0:]

Dieser Wert gibt den auf Sauerstoff als Substrat bezogenen Zellertrag an. Er
wurde in einer kontinuierlichen Fermentation im Riihrkesselfermenter mit Yx/oz
= 0.55 gTS/g0z bestimmt. Er ist im Vergleich zu 0.68 gTS/g02, der sich aus Yx/s
(Wachstum ohne Leucinbildung) abschitzen 14B8t, und zu Literaturwerten fiir
Wachstum auf Kohlenhydraten von etwa 0.85 - 1.50 gTS/g0Oz (Bailey und Ollis,
19886) relativ niedrig. Daraus kann man schliefen, dap neben den Aufwendungen
fiir das Wachstum der Zellen, zusidtzlich Glucose und zu ihrer Oxidation
Sauerstoff fiir die Leucinbildung verbraucht werden (s.o.).

Zellen und Kulturbedingung Yx/s Yu/s' Yi/x' Yx/02
(g/g] {mol/mol] [mol/mol] lg/gl
Wachsende Zellen ohne Leucinbildung 0.38 - - ~0.68
Wachsende Zellen mit Leucinbildung 0.27 0.4 0.95 0.55
Ruhende Zellen mit Leucinbildung - 1.3 0.95 -

Tabelle 4.5: Zusammenstellung der Ausbeutekoeffizienten Yx/s, Yiss', Yi/x' und

Yx/02 Dbei verschiedenen Kulturbedingungen

Yx/s (gebildete Zellmasse/verbrauchte Glucose), Yiss' (gebildetes Leucin/ver-
brauchte Glucose), Yi/x' (gebildetes Leucin/verbrauchte Ketosdure) und Yx/oz
(gebildete Zellmasse/verbrauchter Sauerstoff). Die Werte beziehen sich auf 30°C,
pPH 7.2 - 7.5

4.1.1.3. Kinetische Grofen

Die kinetischen Daten der Leucinbildung aus a—-Ketoisocapronsidure wurden noch
nicht systematisch vermessen, da C. glutamicum in den bisherigen Medien nicht
stabil fermentiert werden konnte. Mit den in Kap. 4.1.8. beschriebenen
Medienoptimierungen kénnen die Zellen jetzt in kontinuierlicher Kultur gehalten
werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurden jedoch keine exakten Kkinetischen
Messungen mehr durchgefiihrt. In diesem Kapitel werden daher Anhaltswerte fiir
eine Modellierung (s. Kap. 4.4.) angegeben, die am Ende in Tabelle 4.8 (s. S. 74)
zusammengefapt sind.



4.1.1.3.1. Maximale Wachstumsrate jimax

Die maximale Wachstumsrate pmax reagiert empfindlich auf Anderungen im
Medium und in den Kulturbedingungen. Grdger (1986) gibt fiir Medium ohne a-
Ketoisocapronsiure einen Wert von pmax = 0.64/h an. Bei Zugabe von a-
Ketoisocapronsdure ist die maximale Wachstumsrate stark erniedrigt. Weiterhin
wachstumshemmend wirken sich ungeniigende Oz-Versorgung und hoher
osmotischer Druck aus (s. Kap. 4.1.2.8.). Die maximale Wachstumsrate pmax in
kontinuierlicher Kultur (Medien Tab. 3.5) wurde mit etwa 0.11/h bestimmt.

4.1.1.3.2. Spez. Produktbildungsrate oder spez. Produktivitit p' [mmolLeu/gTS/h]

Diese Grope gibt die molare Menge Leucin an, die pro g Zellmasse
(Trockensubstanz) in einer Stunde gebildet wird. Bei Batch-Versuchen muf die
mittlere Zellmasse als Bezugsgrofe eingesetzt werden. Je nach Wachstumsverlauf
wird ein geometrisches oder logarithmisches Mittel gew&hlt.

Wachsende Zellen

In Schiittelkolbenversuchen wurden Werte von p' = 0.65 - 1.1 mmol/gTS/h
innerhalb der ersten 15 h ermittelt. In chemostatisch, Glucose-limitierter Kultur
und in turbidostatischer Kultur ergab sich bei kurzen Verweilzeiten ein Wert von
etwa p' = 0.85 mmol/gTS/h.

Stark wachstumsgehemmte bzw. ruhende Zellen

Bei ruhenden Zellen wird die sonst fiir das Wachstum eingesetzte
Stoffwechselleistung nicht mehr benétigt. Es war zu priifen, ob die dadurch frei
gewordene Kapazitit zu einer Erhohung der spez. Produktbildungsrate fiihrt.

Tabelle 4.6 zeigt einen Vergleich zwischen normal wachsenden Zellen und
solchen, die durch Phosphor, Schwefel oder Kalium limitiert sind (s. ODseoo). Die
Kalium-lLimitierung wurde untersucht, da von Tempest und Neijssel (1980)
bekannt war, dap ein Kalium-Mangel zu einem erhdhten Energiestoffwechsel der
Mikroorganismen fiihrt. Diese versuchen die Ilebenswichtige hohe Kalium-
Konzentration in den Zellen (>50 mM) mit Hilfe ihrer aktiven
Transportmechanismen, die ATP benétigen, aufrechtzuerhalten. Ein erhdhter
Energiestoffwechsel miiBte zu einer gesteigerten NADPH-Produktion fiihren und
damit die Leucinbildung giinstig beeinflussen.

Die spez. Produktbildungsrate p' 14Bt in Tabelle 4.6 trotz der verschiedenen
physiologischen Bedingungen keine grofen Unterschiede erkennen. Die K-
limitierten Zellen weisen erwartungsgemif einen erhéhten Glucose—Verbrauch auf
(unter Beriicksichtigung der gebildeten Zellmasse), produzieren aber nicht mehr
Leucin.

Bei dem in Tabelle 4.12 (s. S. 92) wiedergegebenen Versuch wurden die
Mikroorganismen durch Antibiotika zum Ruhen gebracht. Es ergeben sich keine
Unterschiede in der spez. Produktbildungsrate. Der Glucoseverbrauch
korrespondiert mit dem Wachstum.
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Medium ! ODeoo spez. Produkt- spez. Glucose-

bildungsrate verbrauchsrate
[mmol/gTS/h} [mmol/gTS/h]
B 41.0 0.63 1.52
C (ohne POs) 24.4 0.69 1.12
D (ohne 8) 17.5 0.64 1.27
B (ohne K) 2 19.6 0.61 1.68

Tabelle 4.6: Der Einflup von reduziertem Wachstum auf die spezifische

Produktbildungsrate und Glucoseverbrauchsrate

1. Medien s. Tab. 3.2 mit 200mM MOPS-Puffer; 2: Medium B ohne KHzPOs,
aber mit 10 mM NaH2PO4. Die Inkubationszeit betrug 28 h.

p' ist ebenfalls unabhingig von der Wachstumsrate, wenn die Zellen durch
erhdhte Temperaturen zum Ruhen gebrachten wurden (s. Abb. 4.6; S. 77).

Aus diesen Ergebnissen ist zu schliefen, dap nicht die Lieferung von NADPH
bzw. Glutamat den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt darstellt, sondern dap
andere Mechanismen die spez. Produktbildungsrate kontrollieren (s. Kap. 4.1.4).

Abhingigkeit von der (mittleren) Verweilzeit

Generell war festzustellen, daB die spez. Produktbildungsrate im Laufe einer
Batch—Kultur sowohl bei wachsenden (s. Abb. 4.6; S. 77) als auch ruhenden
Zellen (s. Abb. 4.10; S. 83) abnimmt. Die gleichen Riickschliisse lassen sich aus
Ergebnissen von Groger (1986) ableiten. Nach einem Mediumwechsel wird die
anfangliche hohe spez. Produktbildungsrate des ersten Ansatzes wieder erreicht
(s. Abb. 4.10). Auch in kontinuierlicher Kultur konnte ein Abfallen von p' bei
mittleren Verweilzeiten > 10 h beobachtet werden, was nicht auf eine
Substratlimitierung zuriickzufiihren war. Dieses Verhalten ist unabhingig vom
Zustand der Zellen und scheint nur vom Alter des Ansatzes bzw. von der
Kontaktzeit der Zellen mit dem Medium beeinflupt zu werden. Nach den
Ergebnissen von Groéger (1986) ist eine Produktinhibierung auszuschlieBen. Der
Grund fiir das Abfallen der spez. Produktbildungsrate konnte experimentell nicht
geklart werden (s.a. Kap. 4.1.4.).

4.1.1.3.3. Spez. Sauerstoffaufnahmerate q [mmol/gTS/h]

Der kritische pOz, bei dem die Zellen nicht mehr genug Sauerstoff aufnehmen
konnen und dann z.T. auf einen anaeroben Stoffwechsel iibergehen, wurde in
einem Riihrkesselreaktor untersucht. Der pOzkrit liegt sehr niedrig und kann mit
einer pOz—-Elektrode nicht exakt erfapt werden. Herausragendes Merkmal fiir Oz-
Mangel ist die Lactatbildung. Bei einer kontinuierlichen Fermentation zeigte sich
bei einem pOz von 4.2 % Luftsidttigung noch kein Lactat, widhrend bei 1.2 - 1.7
% organische Sduren im Medium nachweisbar waren. Die Bestimmung der O2z-



Aufnahmerate in einer Sauerstoffmepzelle (s. Kap. 3.2.8.) zeigt einen konstanten
Verbrauch bis zu einem pOz von etwa 1 %. Hirose und Shibai (1980b) haben fiir
Aminosdure—Fermentationen generell extrem kleine kritische Sauer-
stoffkonzentrationen ermittelt.

Nach den experimentellen Befunden und nach der Interpretation des
Stoffwechsels miissen die Kulturen zur optimalen Leucinbildung aus a-
Ketoisocapronsidure ausreichend begast werden. Fiir die Leucinbildung aus Glucose
hingegen ist eine suboptimale Oz-Versorgung als vorteilhaft erkannt und
theoretisch belegt worden (Akashi et al., 1977).

Die Bestimmung der spez. Cz-Aufnahmerate wurde nach drei verschiedenen
Methoden versucht:

1) Dynamische Messung im Fermenter. Die Luftversorgung wird schlagartig
abgestellt und der Abfall des pOz—-Elektrodensignals aufgezeichnet. Die
Auswertung erfolgt entsprechend Kap. 3.2.8. nach (Gl. 3.5), allerdings ohne
Berticksichtigung einer Zell-Verdiinnung.

2) Auswertung der Daten der Gasanalytik (s. Kap. 3.4.2.)
3) Externe Bestimmung in einer Sauerstoffmefzelle (s. Kap. 3.2.8)

Die folgende Aufstellung gibt die Ergebnisse von parallel durchgefiihrten
Vergleichsmessungen mit dem gleichen Zellmaterial nach allen drei Methoden
wieder. Es sind betridchtliche Unterschiede zu erkennen:

Methode Medium q
[amol/gTS/h]

1) Fermenterinhalt (Medium Alt) 0.8

2) Fermenterinhalt (Medium Alt) 5.1

3) Medium Alt (s. Tab. 3.5) 6.6

Vollmedium (s. Tab. 3.1) 8.8

Die erste Methode erwies sich als unbrauchbar. Die Abfallkurven des pOz~Signals
flachten bereits bei 30 % Luftsattigung ab, also weit vor der kritischen
Konzentration von etwa 1 %. Offenbar kommt es nach dem Abschalten der
Beliiftung zu anhaltendem Sauerstoffeintrag ins Medium durch nur langsam
aufsteigende Luftblasen. Die zweite und dritte Methode zeigen eine gewisse
Ubereinstimmung, solange mit dem gleichen Medium gearbeitet wird.

Um den Einflup des Mediums auf die Sauerstoffaufnahmerate zu untersuchen,
wurde eine Mefireihe nach Methode 3) durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in
Tabelle 4.7 als relative Anderung der Sauerstoffaufnahmerate im Vergleich 2zu
einem Bezugsmedium angegeben.
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Medium Relative Sauerstoffaufnahmerate [%]

(a) X 100
X + 50 bis 250 mM Na-Acetat 134
X jedoch ohne Glucose + 50 mM Na-Acetat 130
X + 100 mM Ketosdure 90
X + 50 mM Na-Acetat + 50 mM Ketosidure 126
X + 100 mM NaCl 100
X + 510 mM NacCl 84
Vollmedium (s. Tab. 38.1) 135
Gasbilanz Fermenter 120

(b) Normal 100
Acetat 133 — 164
Reaktorfiltrat 166

Tabelle 4.7: Relative Sauerstoffaufnahmerate in Abhingigkeit von der
Mediumzusammensetzung

(a): Messung in Sauerstoffmefzelle mit Medium X: 20 g Glucose, 1 g (NH4)2SOa4,
lg KH2PO4, 10 ml Spurenelementelésung A (s. Tab. 38.3) auf 1 1, mit Zusitzen,
wie angegeben. Im Vergleich Ergebnisse der Gasbilanz des Riihrkesselfermenters,
aus dem das Zellmaterial entnommen wurde.

(b): Messung in Sauerstoffmefzelle mit frischen Medien (entsprechend Tab. 3.5)
und Mediumfiltrat des Reaktors, aus dem das Zellmaterial entnommen wurde.

Aus Tabelle 4.7a ist zu erkennen, daP Acetat wie auch Komplexanteile
(Vollmedium) die Sauerstoffaufnahmerate steigern. a—-Ketoisocapronsiure
(Ketosdure) und sehr hohe Ionenkonzentrationen tiiben einen hemmenden Einflup
auf die Atmung aus. Die Werte der Gasbilanz sind vergleichsweise leicht erhéht.

Tabelle 4.7b zeigt das gleiche Bild in Bezug auf Acetatanteile im Medium. Die
hohen Werte ergaben sich bei Zellen, die lingere Zeit unter Sauerstoff-
Limitierung gestanden hatten. Die hdchsten Atmungsraten wurden im
Reaktorfiltrat, also der gewohnten Umgebung der Zellen, gemessen. Eine
gegeniiber Glucosemedium erhShte spez. Sauerstoffaufnahmerate auf Lactat und
Acetat wird fir Brevibacterium ammoniagenes berichtet (Oishi et al., 1970).

Die Sauerstoffaufnahmerate ist sehr stark vom Medium und von der Vorgeschichte
der Mikroorganismen abhingig. Die absoluten Zahlenwerte schwanken
entsprechend stark. Mittelwerte lagen um q = 10 mmol/gTS/h. Es wurde ein
Maximalwert bestimmt von qmax = 19 mmol/gTS/h.

Er liegt im Vergleich zu Standardwerten von 4 - 11 mmol/gTS/h (Brown, 1970)
sehr hoch. Reiling et al. (1985) haben fir das Wachstum von E. coli auf
Komplexmedium 25 mmol/gTS/h und auf Mineralmedium 9 mmol/gTS/h bestimmt.
Hirose et al. (1965) geben fiir die L-Glutamat-Fermentation eine maximale spez.
Sauerstoffaufnahmerate von umgerechnet etwa 8 mmol/gTS/h an.



Maximale Wachstumsrate [1/h] 0.11 1
Spez. Produktbildungsrate [mmol/gTS/h}] 0.85 2
Spez. Glucoseverbrauchsrate [mmol/gTS/h} ~1.5
Spez. Sauerstoffaufnahmerate [ramol/gTS/h] ~10 (19 3)

Tabelle 4.8: Zusammenfassung der kinetischen Parameter

1; Giiltig fir Wachstum auf Medien nach Tab. 3.5; 2: Bei kurzen Verweilzeiten in
kontinuierlicher Kultur; 8 Maximalwert

4.1.1.4. Bedeutung von COz fiir das Anwachsen angeimpfter Kulturen

Der urspriinglich in den Medien fiir die Schiittelkolbenversuche enthaltene Kalk
mupte fiir Versuche mit Glassintermaterial durch eine 16sliche Puffersubstanz
ersetzt werden. Ohne Kalk wuchsen die angeimpften Kolben jedoch nicht an.

25

A—A Medium A + 100 mM CaCOs
o---© Medium A + 100 mM MOPS + 100 mM CaCOs
@—-0 Medium A + 100 mM MOPS + (NH4)2COs3
20 @---g Medium A + 100 mM MOPS
#-—-k Medium A + 100 mM MOPS + 100 mM CacCl:

-]

1§

ODeoo

10

Versuchszeit [h]

Abb. 4.4: Bedeutung von CO:z fiir das Anwachsen angeimpfter Kulturen
Medium A (s. Tab. 3.2), Supplementierung wie angegeben, Fiillvolumen der
Schiittelkolben 100 ml
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Diese Substanz muPte also neben der Pufferwirkung noch eine weitere, bisher
unberiicksichtigte Funktion im Medium erfiillen.

Abb. 4.4 zeigt die Ergebnisse eines Schiittelkolbenversuches mit Medium A (s.
Tab. 3.2), welches wie angegeben mit Kalk, MOPS-Puffer, CaClz bzw. (NH4)2COs
supplementiert worden war. Kulturen, die keine Carbonat-Ionen enthielten,
wuchsen nicht an. Die anderen drei Kulturen wiesen hingegen ein
libereinstimmend gutes Wachstum auf. Zum Anwachsen der Kulturen ist demnach
gelostes COz bzw. Carbonat erforderlich.

Biochemisch 14Bt sich der COz2-Bedarf in der Anwachsphase der Zellen mit den
anaplerotischen Auffiillreaktionen des Citronensiure-Cyclus erkldren (s. Kap.
2.1.5.). Kinoshita (1963) wies die Bedeutung dieser COz-fixierenden Reaktionen
mit 4C-markiertem Carbonat fiir coryneforme Bakterien nach. Die Reaktionen
werden dann aktiviert, wenn die Mikroorganismen besonders viele organische
Grundbausteine fir die Biosynthese von Zellmaterial benétigen. Bereits
wachsende und metabolisierende Zellen bilden selber ausreichend COs:.

Den Medien fiir die Schiittelkolbenversuche wurde daraufhin 5 g/I Harnstoff
zugegeben. Corynebacterium glutamicum besitzt eine sehr hohe Urease—-Aktivitit
und kann den Harnstoff in den Zellen hydrolytisch in COz und NHs spalten. Der
Zusatz von ldslichem anorganischen Carbonat zum Medium ist nicht sinnvoll, da
durch die Beliiftung der Fermentationsfliissigkeit COz ausgetrieben wird und der
pH siark ansteigt. Eine detailierte Untersuchung des CO2-Einflusses auf das
Anwachsverhalten kdnnte in einem Fermenter mit pH-Regelung und definiertem
COz—-Partialdruck im Gas erfolgen.

4.1.2. Optimierung der Kulturbedingungen

Die optimalen Kulturbedingungen sind in Tabelle 4.13 (s. S. 95) zusammengefapt.

4.1.2.1. Temperatur

Der Einflup der Temperatur auf C. glutamicum wurde sowohl unter dem Aspekt
der Produktivitiitssteigerung als auch der Wachstumsentkopplung untersucht. Bei
hohen Temperaturen ist Leucin auperdem besser 1dslich.

In Abb. 4.5 ist ein Versuch in einem Temperaturgradienteninkubator (Typ TN-3,
Toyo Kagaku Sangyo, Tokyo, Japan) dargestellt. Die Zellen wurden in einem
Schiittelkolben mit 100 ml Medium A (s. Tab. 3.2) angezogen, gewaschen und in
200 ml des gleichen Mediums resuspendiert. Davon wurden je 5 ml (Bei gréBeren
Flillvolumen werden die Ergebnisse durch starke Lactatbildung verfidlscht!) in die
Inkubationsgliser gegeben und bei Temperaturen zwischen 28 und 45.5°C
inkubiert. Es zeigt sich ein abrupter Einbruch des Wachstums bei 39°C. Die spez.
Produktbildungsrate bleibt bis etwa 42°C auf hohem Niveau, um dann ebenfalls
abzusinken. Unter den gegebenen Versuchsbedingungen ist also eine vollstindig
wachstumsentkoppelte Leucinproduktion bei etwa 40°C moglich.
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Abb. 4.5: Einflup der Inkubationstemperatur auf das Wachstum (a) und die spez.
Produktbildungsrate (b)

ODeco zu Beginn des Versuches: 7.0. Die markierten Werte ({ ) wurden mit dem

gleichen Ansatz in Schiittelkolben mit 50 ml Fiillung gewonnen. Inkubationszeit
11 h.

4. Ergebnisse & Diskussion -76-



O---8 Medium C + 200 mM HEPES, Inkubation 30°C
50
AH——A Medium B + 200 mM HEPES, Inkubation 37°C
.o

40 el
— (a) ,Er"'
0
g 30 _ el
a s
o =

20 |

"_a"'

_ 10
=
a 1.2
i
< (b)
rd
o
= 1
E
S o8
]
ot
2]
80
=
=} 0.6 ]
=]
e
oy
L
e
= 0.4
o
[=]
[
¥
g 92
[+¥]
[="
%)

°

] T T T T T

0 -1 10 15 20 25 30 38

Versuchszeit [h]

Abb. 4.6: Einflup der Temperatur auf das Wachstum (a) und die spez.
Produktbildungsrate (b)
Medien s. Tab. 3.2; Die Zellen wurden in Medium B aufgezogen, abzentrifugiert,

in Saline aufgenommen und 5 %ig in die angegebenen Medien (pH 8.0) inokuliert
(ODeoo = 11.4).




Dieses Ergebnis lief sich jedoch nicht auf l&ngere Produktionszeitrdume
iibertragen. Die Temperatur wurde daher in mehreren Versuchen stufenweise
gesenkt. In Abb. 4.6 zeigt der bei 37°C inkubierte Schiittelkolben in den ersten
11 h noch gutes Wachstum, welches in der Folge jedoch zum Ruhen kommt. Die
spez. Produktbildungsrate ist in dem dargestellten Zeitraum noch vergleichbar
hoch. Nach Abzentrifugieren und Resuspendieren in frischem Medium war jedoch
keine merkliche Aktivitdt mehr vorhanden. Die Zellen sind bei den hohen
Temperaturen offenbar nicht mehr in der Lage, ihren Enzymapparat zu
regenerieren.

Die maximale Temperatur, bei der ein Wachstum von C. glutamicum gerade noch
moéglich ist, wurde schlieBlich in kontinuierlicher Kultur mit etwa 36.8°C
ermittelt (s. Abb. 4.39; S. 141). Ein Wert von 37°C wird von Momose und Takagi
(1978) fiir einen Wildstamm von Brevibacterium lactofermentum angegeben. Ein
signifikanter Einflup der Temperatur auf Wachstum und Produktbildungsrate (bzw.
Raum-Zeit—Ausbeute) konnten in Abb. 4.5 bzw. Abb. 4.39 nicht beobachtet
werden. Hilliger et al. (1984) beschreiben allerdings eine deutliche Zunahme der
Wachstumsgeschwindigkeit von €. glutamicum bei ansteigenden Temperaturen.
Gleichzeitig wurde eine Abnahme der L-Lysin-Produktivitit auf Grund von
Exkretionshemmungen durch Anderungen in der Zellmembran beobachtet (Hénel et
al., 1986).

Unter dem fiir die Immobilisierung wichtigen Aspekt der  Dbesseren
Sauerstoffléslichkeit bei 80°C wurde diese Temperatur fiir die weiteren Versuche
gewdhlt.

4.1.2.2. pH—VWert

Coryneforme Bakterien werden {blicherweise bei einem pH von etwa 7.2 ~ 7.5
kultiviert. Gréger (1986) hatte jedoch in Kurzzeitexperimenten ein scharfes
Maximum der spez. Produktbildungsrate bei einem pH-Wert von 8.0 gefunden.
Dieser stimmt mit dem pH-Optimum der bisher als limitierend angesehenen
Transaminase B lberein.

Abb. 4.7 zeigt eine turbidostatisch geregelte Fermentation im Festbettumlauf-
reaktor mit immobilisierten Mikroorganismen. (Es ist mdglich, daf sich die
Einfliisse des pH's auf die Physiologie der Zellen und auf die Immobilisierung
tiberlagern.) Wahrend einer Versuchszeit von 16 Tagen wurden 25 MeBwerte
aufgenommen. Jeder Betriebspunkt wurde im Laufe der Fermentation mehrmals
angefahren und hohe und tiefe pH-Werte abwechselnd eingestellt. Durchflufrate
und Raum-Zeit—Ausbeute sind iber dem pH der Fermentationsfliissigkeit
aufgetragen. Die Durchflufrate (im Turbidostaten proportional zur Wachstumsrate)
steigt von pH 6.6 aus deutlich an und l4uft oberhalb von 7.4 in ein flaches
Plateau (Abb. 4.7a).

In Abb. 4.8 ist die spez. Sauerstoffaufnahmerate q von frei suspendierten Zellen
iiber dem pH-Wert aufgetragen. q steigt von niedrigen Werten bei pH 6.5 auf ein
Maximum zwischen pH 7.7 und 8.0 an. Der Verlauf korreliert gut mit dem der
Durchflufrate in Abb. 4.7. Wachstumsrate und Sauerstoffaufnahmerate sind
demnach proportional.

4. Ergebnisse & Diskussion -78-



0.5

0.45
(a)
& 0.4 ]
=
& o.35 |
o
| ™
Qa
S
[ 0.3
=
(3]
|
=
| o5 ]
0.2 |
a0
70 (b)
=
~N
—
N
Lo
g 60
=
3]
el
/5]
=
‘f 50
-
ol
QD
N
1
5
= 40
=
E)
30 T T 1 T 1 T T T
6.6 6.8 7 7.2 7.4 7.8 7.8 8
pH-Wert [-]

Abb. 4.7: Einfluf des pH-Wertes der Fermentationsfliissigkeit auf Wachstum (a)

und Raum-Zeit—Ausbeute (b)
Kontinuierlicher, turbidostatisch geregelter Festbettumlaufreaktor; Medium Normal
(s. Tab. 3.5); jeder Punkt repriasentiert ein Fliefgleichgewicht




Die Raum-Zeit—Ausbeute zeigt in Abb. 4.7b ein flaches Optimum bei etwa 7.2 -
7.4 und einen Abfall bel hohen pH-Werten. Man kann davon ausgehen, daf sich
die Menge der immobilisierten Biomasse mit dem pH nicht &dndert und daher die
Raum-Zeit—-Ausbeute proportional zur spez. Produktbildungsrate ist. Der Verlauf
der in Abb. 4.7b dargestellten Raum-Zeit—Ausbeute widerspricht daher den
Ergebnissen von Groger (1986). Offenbar lassen sich die in Kurzzeitexperimenten

i1

10

Spez. Sauerstoffaufnahmerate [mmol/gTS/h]

1 I I ! !
6 6.5 7 7.8 8 8.5 9

pH~-Wert [~]

Abb. 4.8: Einflup des pH-Wertes auf die Sauerstoffaufnahmerate

Messung in Sauerstoffmepzelle mit Medium Normal (s. Tab. 3.5), welches auf pH-
Werte, wie angegeben, eingestellt wurde. Zellmaterial aus kontinuierlicher
Fermentation (pOz = 15 %)

4.1.2.3. Osmotischer Druck

Beim Einsatz von l6slichen pH-Puffern wurde ein schlechteres Wachstum
festgestellt als mit Kalk. Der gleiche Effekt trat bei Zugabe von NaCl zum
Medium auf (s. Anhang A.9). Es wurde daher untersucht, ob die
Wachstumshemmung durch spezifische Mechanismen oder durch die osmotische
Wirkung der zugegebenen Substanzen zustande kommt.
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Fiir den osmotischen Druck me kann man in erster Niherung die Gleichung von
van't Hoff (Hummel, 1983) ansetzen:

Do = Cges-T-R [bar] (Gl. 4.1)
mit Cces = Konzentration aller Teilchen in der Fliissigkeit [mol/1]

T Absolute Temperatur [K]
R = Gaskonstante: 0.08314 1l.bar/mol/K

i

oo Iist proportional zur Teilchenzahl im Medium und unabhdngig von Art und
Molekulargewicht der Teilchen. Bei dissoziierenden Substanzen mup mit der
Anzahl der entstehenden lonen gerechnet werden.

In Abb. 4.9a ist das Wachstum (ODeoo) iiber dem osmotischen Druck des Mediums
zu Beginn des Versuches aufgetragen. Der osmotische Druck wurde mit den
angegebenen Zusitzen eingestellt. Es ergibt sich eine eindeutige Korrelation.
Lediglich der Wert fiir die Kultur, welche zus#tzlich Ketosfiure enthielt, fallt
etwas heraus. Die spez. Produktbildungsrate zeigt ein deutliches Maximum (s.
Abb. 4.9b). Sie ist auffillig erhoht, wenn zus#tzliche Ketosdure vorgelegt wird.

Diese Ergebnisse wurden in einem weiteren Versuch reproduziert. Bei einem
osmotischen Druck von 90 bar kam die Stoffwechselaktivitit der Mikroorganismen

zum  Erliegen. Der molare Ausbeutekoeffizient Yiss' wies eine der
Wachstumshemmung umgekehrt proportionale, ansteigende Tendenz auf (vergleiche
Abb. 4.2a; S. 67). Bei einem osmotischen Druck von 65 bar wurde Yiss' = 0.96

mol/mol ermittelt.

Um auszuschliefen, dap der osmotische Druck indirekt durch das verminderte
Wachstum auf die spez. Produktbildungsrate wirkt, wurden Untersuchungen mit
ruhenden Zellen durchgefiihrt. Abb. 4.10 zeigt 2zwei Batch-Versuche mit
Mikroorganismen, deren Wachstum durch Phosphormangel annihernd zum Stillstand
gekommen war. Die spez. Produktbildungsrate fillt jeweils in der typischen Weise
im Laufe des Versuches ab (s. Kap. 4.1.1.3.2.). Zu den markierten Zeiten wurden
Ketosdure- bzw. KCl-LOsungen zugesetzt. In jedem Fall wird ein deutlicher
Wiederanstieg der spez. Produktbildungsrate verzeichnet. Es ist bemerkenswert,
daB der Anstieg bei Zugabe der Ketosdure zeitverzégert nach 10 - 20 h erfolgt.

Ein Abfallen der Wachstumsrate bei ansteigendem osmotischen Druck wird bei
Mikroorganismen h#ufig beobachtet. Diese versuchen die ungiinstigen osmotischen
Bedingungen durch eine Erhdéhung des internen Aminosdure—Spiegels
auszugleichen. Bei Gram-positiven Bakterien spielt besonders Prolin, aber auch
Glutamat eine entscheidende Rolle (Measures, 1975). Kitano et al. (1972) finden
eine 9-fach erhdhte Glutamatmenge in Brevibacterium thiogenitalis Zellen, die
mit 2 M NaCl-Losung anstatt mit Wasser gewaschen wurden. Es ist mdglich, dap
die hier dargestellten Anderungen der spez. Produktbildungsrate mit einer
osmotisch induzierten Anhebung des Aminosdurespiegels in den Zellen in
Zusammenhang stehen. Die ungewdShnlich hohe Leucinbildung bei zus#tzlich
eingesetzter Ketosfure in Abb. 4.9 und der zeitverzdgerte Anstieg der spez.
Leucinbildungsrate in Abb. 4.10 weisen auf Transportlimitierungen hin (s. Kap.
4.1.4.).
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Abb. 4.9: Einflup des osmotischen Druckes auf Wachstum (a) und spez.
Produktbildungsrate (b)

Die Zellen wurden in Medium B (Tab. 3.2) und 180 mM MOPS-Puffer aufgezogen,
gewaschen und in Medium C mit 180 mM HEPES-Puffer (pH 8.0) resuspendiert
(ODeoo = 18.8). Diesem Medium wurde zur Erhéhung des osmotischen Druckes
wahlweise zugegeben: 200 mM NaCl, KCl oder NH4Cl, 5600 mM NaCl oder KCl, 800
mM NaCl, 133 mM KzSO4, NazSOs4 oder (NH4q)2SO4, 131 mM Ketosdure oder 250 mM

Glucose. Berechnung des osmotischen Druckes nach (Gl. 4.1). Osmotischer Druck
fiir Medium ohne Zusitze: 30.2 bar
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Abb. 4.10: Einfluf des osmotischen Druckes auf die spez. Produktbildungsrate bei

ruhenden Zellen

Versuche im Festbettreaktor (s. Kap. 3.4.1.) mit 50 g nichtpordsen Glas-
Raschigringen; pOz > 5 %; zu den markierten Zeiten wurden Ketosiure- bzw.
KCl-Ldésungen zugegeben, so daf sich die angegebenen Konzentrationen ergaben;
Verdiinnung durch die Supplementierungen wurde berilicksichtigt

(a): Die Zellen wurden vor Versuchsstart 18 h in Medium C (s. Tab. 8.2) mit 150
mM MOPS-Puffer inkubiert, gewaschen und im gleichen Medium resuspendiert;
ODeo0 wihrend des Versuches = 9.3 - 14.9

(b): Die Zellen wurden 24 h in Medium C inkubiert und so behandelt wie bei (a);
ODeoo wihrend des Versuches = 9.1 - 16.3




Der osmotische Druck kann offenbar als Optimierungsparameter verwendet
werden, um den Stoffwechsel der Mikroorganismen in gewilnschter Weise zu
beeinflussen (Mattiasson et al., 1984). Weitere Untersuchungen des Einflusses des

osmotischen Druckes sollten in kontinuierlicher Kultur durchgefiihrt werden.

4.1.2.4. Wachstumskontrolle

4.1.2.4.1 Auswahl einer geeigneten Methode

Fir die Vergleichsversuche unterschiedlich oberflichenmodifizierter Sintergliser
werden Zellen bendtigt, die produzieren, aber nur ein geringes Wachstum
aufweisen (s. Kap. 4.2.). Es Dbieten sich folgende Methoden der
Wachstumskontrolle an:

1) Erhdhung der Temperatur

2) Zugabe von Wachstum-hemmenden Substanzen

3) Anhebung des osmotischen Druckes

4) Limitierung eines essentiellen Elementes im Medium

Durch eine Erhdéhung der Temperatur kdnnen fiir kurze Zeit ruhende Zellen
erzeugt werden (s. Kap. 4.1.2.1.). Diese sind jedoch nicht langzeitstabil. Das
gleiche gilt fir Methode 2 (Ergebnisse zu Tab. 4.12; S. 92). Offenbar kdnnen die
Mikroorganismen ihre Aktivitit nur dann aufrechterhalten, wenn ihnen nicht die
Méglichkeit zur Regenerierung des Enzymapparates (d.h. Proteinsynthese)
genommen wird. Mit Methode 3 kann eine Reduktion des Wachstums erfolgen. Die
Zellen koénnen jedoch nicht zum Ruhen gebracht werden.

Es bietet sich daher die Limitierung eines fiir das Wachstum essentiellen
Elementes im Medium an. In der folgenden Tabelle sind die dafiir in Frage
kommenden Elemente mit ihrer ungefihren Mengenverteilung in Bakterien
zusammengestellt (Stanier et al., 1976).

Elementl C H o} N P S K Na Mg Ca Cl Fe

Gew. % I 50 8 20 14 3 1 1 1 0.6 0.6 0.6 0.2

Bei chemostatischen Fermentationen wird hiufig (aus dkonomischen Grinden) die
Kohlenstoffquelle in limitierenden Konzentrationen eingesetzt. Aus
reaktionstechnischer Sicht ist das allerdings nur dann sinnvoll, wenn die
Produktbildung der Mikroorganismen von der Verfiigbarkeit einer Kohlenstoff-
bzw. Energiequelle unabhingig ist. Die Stickstoffquelle kann nicht begrenzt
werden, da Aminosduren produziert werden sollen. Phosphor, Schwefel und Kalium
kdnnen zur Wachstumsbegrenzung eingesetzt werden. Natrium wird mit dem Salz
der Ketosifure reichlich zugefiihrt. Ein Magnesium- oder Calcium-Mangel inhibiert
offenbar bei Corynebakterien die Aufnahme von Glucose (s. Kap. 4.1.3.1, und
4.1.3.2.). Die anderen Elemente sind in den Zellen in zu geringen Mengen
enthalten.
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Mit Tabelle 4.6 (s. S. 71) wurde gezeigt, daPp eine Begrenzung der Phosphor-—,
Schwefel- oder Kalium-Quelle grundsitzlich zur Herabsetzung des Wachstums
geeignet sind. Der durch Kaliummangel hervorgerufene erhohte
Energiestoffwechsel fiihrte nicht zu einer gesteigerten Produktion (s. Kap.
4.1.1.8.2.). Die Schwefel-Limitierung wurde wihrend einer chemostatisch
kontrollierten Fermentation erprobt. Die Zellen wurden in Medium S$-lim (s. Tab.
3.5) kultiviert, welches 1.11 mM Sulfat (aus der Spurenelementeldsung) enthilt.
Es ergab sich eine je nach Durchfluprate leicht variierende Zellkonzentration von
9.8 bis 11.2 gTS/l. Daraus errechnet sich ein Ausbeutekoeffizient von etwa 290
gTS/gS bzw. ein Schwefelgehalt der Zellen von 0.35 %. Dieser Wert entspricht den
von Reiling et al. (1985) auf die gleiche Weise ermittelten 0.36 % fiir E. coli.

4.1.2.4.2. Verhalten der Zellen bei Phosphor—-Mangel

Fiir Langzeitversuche mit ruhenden Zellen wurde wegen der besten Stabilitédt
(s.u.) die Phosphor-Limitierung ausgewidhlt. Es 14Bt sich fiir diese Art der
Wachstumsbegrenzung kein sinnvoller Ausbeutekoeffizienten angeben. Die Zellen
sind in der Lage, auch nach Erschépfung des Phosphatvorrates im Medium
weiterzuwachsen. Bei Abbruch des in Abb. 4.2 (s. S. 67) dargestellen Versuches
ist nur im Kolben mit der hdchsten Anfangskonzentration (9.9 mM) noch Phosphat
enthalten. Daraus errechnet sich ein Phosphorgehalt der Zellen von 3.2 %,
welcher als ein Sattigungswert angesehen werden kann (s. Abb. 4.2b). Luria
(1960) gibt &dhnliche Werte fiir E. coli an. Der Phosphorgehalt der Zellen in den
anderen Kolben ergibt sich aus der vorgelegten Phosphatmenge und der
erreichten Zellmasse. Es ist zu erkennen, dap bis zu einem Phosphorgehalt der
Zellen von etwa 0.6 % eine konstante ODsoo erreicht wird. Ahnliche
Beobachtungen wurden mit Brevibacterium ammoniagenes gemacht (Oishi et al.,
1970).

Abb. 4.11 zeigt den Zeitverlauf eines Batch-Versuches, bei dem 10 bzw. 2 mM
Phosphat vorgelegt wurden. Nach einem anfénglich exponentiellen Wachstum geht
dieses in einen linearen Verlauf iiber. Bei dem Ansatz mit 10 mM Phosphat tritt
der Knickpunkt etwa bei ODeoo = 41 auf. Daraus errechnet sich ein
Phosphorgehalt der Zellen im Moment des Ubergangs vom logarithmischen zum
linearen Wachstum von 3.2 %. Dieser Wert stimmt mit dem oben gefundenen
Sattigungsgehalt der Zellen iiberein. Man kann schlieBen, dap der beobachtete
Knick in der Wachstumskurve durch eine Erschdépfung des Phosphates im Medium
zu erkldren ist. Nach diesem Punkt tritt in beiden Kolben, unabhingig vom
Phosphorgehalt der Zellen, ein fast parallel verlaufendes, lineares Wachstum auf.
Selbst bei Zellen, die bis zu 20 Tagen in Phosphat—freien Medien kultiviert
wurden (P-Gehalt ~ 0.01 %), konnte geringes Wachstum beobachtet werden (s.a.
Kap. 4.3.).

Bei Corynebakterien kann man in Bezug auf Phosphor nicht im {iblichen Sinne
von einer Wachstumslimitierung sprechen. Man bezeichnet Zellen unter Phosphor-
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Abb. 4.11: Einflup der Phosphatkonzentration im Medium auf die

Wachstumsgeschwindigkeit
Festbettreaktor (s. Kap. 3.4.1.) mit nichtpordsen Glas—Raschigringen, Medium C
(s. Tab. 8.2.) mit Phosphatzusatz, wie angegeben

Fast alle in der Literatur publizierten Medienrezepturen fiir coryneforme
Bakterien enthalten nur etwa 7.3 mM Phosphat. Die daraus resultierenden Zellen
sind Phosphor—-verarmt.

Produktbildung

Es wurde gezeigt, dap eine Phosphorverarmung von C. glutamicum keinen Einflup
auf die spez. Produktbildungsrate hat (s. z.B. Tab. 4.6; S. 71). Das gleiche wurde
fiilr die Glutamatbildung mit Brevibacterium flavum berichtet (Oishi et al., 1970).
Bei den in Abb. 4.10 (s. S. 83) dargestellten Versuchen wurde ein stetiger
Anstieg der Leucinkonzentration bis zur Lédslichkeitsgrenze dieser Aminosiure
nach 6 Tagen beobachtet. Auch bei Zellen, die {iber 20 Tage ohne Phosphat
kultiviert wurden, konnte noch Leucinbildung festgestellt werden. (Uber
Nebeneffekte bei Phosphor—-verarmten Zellen siehe Anhang A.7)
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4.1.83. Medienoptimierung

Die optimale Mediumzusammensetzung fiir kontinuierliche Kultur ist am Ende in
Tabelle 4.18 (s. S. 96) zusammengefaft.

4.1.3.1. Mg—-Mangel im Vollmedium

Bei den Vorkulturen im Vollmedium (s. Tab. 3.1) wurde anfinglich nur eine
ODso0 von etwa 10 — 15 erreicht, ohne dap die Glucose dabei verbraucht worden
war.

Abb. 4.12 zeigt den Zeitverlauf eines Schiittelkolbenversuches mit Vollmedium
und verschiedenen Zusétzen. Das Medium war ganz offensichtlich Magnesium-
limitiert. Diese hemmt im Gegensatz 2zu einer Schwefel- oder Phosphat-
Limitierung die Glucoseaufnahme.

4.1.3.2. Ketosdurezersetzung und Stabilisierung

Bei den ersten kontinuierlichen Fermentationen mit Medium Alt (s. Tab. 8.5: S.
29) konnte kein stabiler Betrieb aufrechterhalten werden. Die Wachstumsrate und
die spez. Sauerstoffaufnahmerate der Mikroorganismen sanken mit der
Versuchsdauer ab. Wenn frisch bereitetes Medium angeschlossen wurde, erholten
sich die Zellen wieder. In einer Sauerstoffmefzelle wurde schlieflich festgestellt,
dap Medium Alt ohne Zugabe von Mikroorganismen bereits einen betréchtlichen
Sauerstoffverbrauch aufwies, welcher mit dem Alter des Mediums im
Zusammenhang stand. Als Ausldser fiir den Sauerstoffverbrauch wurde die
Ketosdure in Kombination mit Manganionen identifiziert.

Der Zerfall der Ketosidure l3uft wahrscheinlich nach dem in Abb. 4.13
dargestellten Chemismus ab. Die a-Ketoisocapronsidure decarboxyliert unter
Katalyse der Mn2+-Ionen zum iso—Valeraldehyd, welcher unter
Sauerstoffaufnahme zur iso—-Valeriansiure weiteroxidiert wird. Beide
Zersetzungsprodukte konnten gaschromatographisch nachgewiesen werden. Durch
eine pH-Absenkung unter 4 und Spiilen der Medien mit Argon kann der zweite
Reaktionsschritt unterbunden werden, nicht jedoch der erste. Von Schellenberger
und Selke (1959) wurde eine Arbeit iiber die oxidative Decarboxylierung von o-
Ketosiduren, u.a. durch Mn?*-Ionen, publiziert.

Die Zersetzung der Ketosdure fillt mengenmidpig nicht sehr ins Gewicht.
Offensichtlich wurde sie deshalb bei den Schiittelkolbenexperimenten bisher nicht
bemerkt. Allerdings wird das Wachstum der Zellen schon durch geringe Mengen
iso-Valeraldehyd beeinfiuft. Der Aldehyd konnte in Standardlésungen, nicht aber
in Kulturproben quantitativ erfapt werden. Vermutlich bindet der Aldehyd unter
Ausbildung von Schiff'schen Basen an den Proteinen der Zellwand.

Zur Stabilisierung der Ketosdure wurde der Einsatz von komlexbildenden
Substanzen untersucht. Dadurch sollte die freie Mangankonzentration im Medium
soweit verringert werden, daf keine Zersetzung mehr auftritt. Die Bindungsstirke
des Komplexbildners darf allerdings nicht so grop sein, daf die Spurenelemente
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Abdb. 4.12: Einflup von Zusfitzen zum Vollmedium auf Wachstum (a) und

Glucoseaufnahme (b)

100 ml Vollmedium (s. Tab. 3.1) im Schiittelkolben; Zusitze wie angegeben
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Abb. 4.13: Chemismus der Zersetzung der a—Ketoisocapronsiure durch Katalyse
von Manganionen

Element Komplexbildungskonstanten (logKi)
NTA EDTA EGTA Citronensdure

Mg2+ 5.4 8.7 5.2 -

Cazt 6.4 10.7 11.0 -

Mn2+ . 7.4 13.8 12.8 -

Fe2+ 8.8 14.3 - -

Fed4 15.9 25.1 - 25.0

Znz+ 10.7 16.5 12.9 -

Cu2¢+ 13.0 18.8 17.8 18.0

Tabelle 4.9: Komplexbildungskonstanten

(log Ki): Zehnerlogarithmus der Gleichgewichtskonstanten, die das Verh#ltnis der
komplexierten zu den nicht komplexierten Metallionen angibt; Werte aus Bjerrum
et al. (1957) und Firmenschrift Riedel-de Haen, Idranal, Reagenzien fiir die
Kompleximetrie




von den Mikroorganismen nicht mehr aufgenommen werden kénnen. In Tabelle 4.9
sind einige Substanzen mit ihren Komplexbildungskonstanten aufgefiihrt. (Fiir die

Citronensidure konnten nur wenige und z.T. nicht konsistente Angaben gefunden
werden.)

Bei dem in Abb. 4.14 dargestellten Versuch ohne Mikroorganismen weist der
Abfall der Ketosiurekonzentration auf deren Zersetzung in normalem und mit
NTA versetztem Medium hin. Dazu korrespondierend wurden iso—Valeraldehyd und
iso—Valeriansidure gefunden. Bei Zugabe von EDTA und Citronensdure trat keine
Zersetzung auf. (Die Zunahme der Ketosiurekonzentration ist auf Verdunstung
von Wasser zuriickzufiihren.) Offenbar reicht die Bindungsstirke des NTA nicht

aus, um die freie Konzentration der Manganionen in ausreichendem MaBe 2zu
reduzieren.
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¥-~-x Medium + 1.3 mM Titriplex III (EDTA)
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Abb. 4.14: Stabilisierung der a—Ketoisocapronsiure durch Komplexbildner in
Gegenwart von Manganionen

Schiittelkolben mit Medium A (s. Tab. 3.2), Zusétze wie angegeben,
Schiittelmaschine 37°C

Zwel Versuche zur biologischen Vertriglichkeit der Komplexbildner sind in
Tabelle 4.10 zusammengefaft. In Medium A wurde eine erstaunliche Verbesserung
des Wachstums bei Zugabe der Komplexbildner beobachtet. Im Vollmedium
hingegen trat im Kolben mit 2 mM EDTA iiberhaupt kein Wachstum auf. Bei 0.2

mM EDTA wuchsen die Zellen bis zu einer ODsoo von 15 und nahmen dann keine
Glucose mehr auf.

4. Ergebnisse & Diskussion -90-



Medium A? Vollmedium2

Medienzuséitze Konzentration [mM] Wachstum(ODsoo) Wachstum(ODeoo)
Keine - 13.6 42.8
Citronensiure 2.3 24.0 37.2
EDTA 2.0 33.1 1.2
EDTA 0.2 n.b. 15.0

Tabelle 4.10: Wachstum auf Medien mit verschiedenen Komplexbildnern

1: Schiittelkoben mit insges. 100 ml Medium A (s. Tab. 3.2) mit 100 mM Kalk,
Zusitze wie angegeben, Inkubationszeit 48 h

2; Insges. 100 ml Vollmedium (s. Tab. 3.1), Zusdtze wie angegeben,
Inkubationszeit 17 h

Da im Volimedium eine #hnliche Hemmung der Glucoseaufnahme durch Mg-Mangel
aufgetreten war (s. Kap. 4.1.8.1.), wurde das Vollmedium zus#tzlich mit Calcium
und Magnesium supplementiert. Wie Tabelle 4.11 zeigt, kann durch einen
Uberschuf an Ca2*-Ionen ein normales Wachstum wiederhergestellt werden. Aus
dem gleichen Grund waren die Zellen bei dem oben beschriebenen Versuch in
Medium A, welches Kalk-Puffer enthielt, trotz 2 mM EDTA gewachsen. Die
Komplexbildungskonstante von EDTA (und EGTA) fiir Calcium ist also gréper als
die Affinitdt der Mikroorganismen fiir dieses essentielle Element. Die von NTA
ist Kkleiner.

Medienzusitze! Wachstum(ODeoo)
Keine 30.6
0.2 mM NTA 31.8
0.2 mM EDTA 7.1
0.2 mM EDTA + 1 mM MgClz 9.2
0.2 mM EDTA + 1 mM CacClz 31.6
0.2 mM EGTA 6.5

Tabelle 4.11: Einflup der Komplexbildungsstiirke auf die Verfilgbarkeit von

Calcium

1; Schiittelkolben mit insges. 100 ml Vollmedium (s. Tab. 8.1), Zusitze wie
angegeben, Inkubationszeit 11 h

Da sich die Citronensfure als mikrobiell vertridglich und effektiv fiir die
Komplexierung der Manganionen erwiesen hatte, wurde sie fortan den Medien
zugesetzt. Damit wird aupPerdem das Ausfallen von schwer léslichen Salzen
verhindert. Die Citronensdiure wird allerdings von den Mikroorganismen
metabolisiert und verliert somit im Reaktor ihre Wirkung. In weiteren
Experimenten wurde den Medien zusidtzlich zur Citronensiure die den Elementen
Mangan und Eisen entsprechende molare Menge EDTA beigegeben. Durch die



hohen Komplexbildungskonstanten wird das EDTA vollstindig durch diese Metalle
gesittigt. Als weitere MapPnahme wurde die Calciummenge erhéht (s.
Spurenelementelésung B, Tab. 3.3).

Auf diesem Medium mit EDTA zeigte sich ein deutlich besseres Wachstum als
ohne (s. Tab. 4.12, Ansdtze ohne Antibiotika). Die Affinitdt der Mikroorganismen
filr Mangan und Eisen ist offenbar grof genug, um diese Elemene aus den EDTA-
Komplexen bei Bedarf herauszuldsen.

Um einen evtl. negativen Einflup von EDTA auf die Leucinbildung auszuschlie-
Ben, wurde ein Vergleichsversuch mit ruhenden Zellen (Antibiotika) angesetzt (s.
Tab. 4.12). Tetracyclin ist ein Antibiotikum, welches die Proteinsynthese hemmt.
Rifampicin ist ein spezifischer Inhibitor der RNA-Polymerase und verhindert
damit die Transcription der DNA (Firmenschrift, Boehringer Mannheim). Es ist
keinerlei negativer EinfluB von EDTA auf die spez. Leucinbildungsrate zu

(0.06_g/1 Medium) angesetzt (s. Spurenelementelésung B, D und E; S. 27).

Medienzusitze ODsoo Ausbeute— spez. Leucin—- spez. Glucose-

[1/1] koeffizient bildungsrate verbrauchsrate
Yi/s [mol/mol] [mmol/gTS/h] [mmol/gTS/h)

ohne EDTA

Keine 36.4 0.53 0.77 1.46

35 ug Tetracyclin 23.5 0.79 0.76 0.97

50 ng Rifampicin 17.8 0.84 0.84 0.99

50 npg Rifamp.+0.65 g NaCl 15.0 0.97 0.90 0.92

mit EDTA

Keine 45.1 0.54 0.77 1.43

35 ug Tetracyclin 26.9 0.85 0.81 0.95

50 ug Rifampicin 18.1 0.96 0.85 0.89

60 ng Rifamp.+0.65 g NaCl 15.7 1.16 0.91 0.78

Tabelle 4.12: Einflup von EDTA auf durch Antibiotika zum Ruhen gebrachte
Zellen

Die Zellen wurden in Medium C (s. Tab. 8.2) mit 200 mM MOPS~Puffer aufgezogen,
gewaschen und in Medium C (mit bzw. ohne EDTA) mit 200 mM HEPES-Puffer
resuspendiert (ODsoo = 14.9). Je 40 ml davon wurde in die Kolben gegeben,
welche die angegebenen Zusitze trocken enthielten.

Es kann nicht ausgeschlossen werden, daB es trotz der ergriffenen Mapnahmen 2zu
einer leichten Zersetzung der Ketosfure kommt. So wurden geringe Mengen an
iso-Valeriansiure auch in Kulturen mit EDTA gefunden. Neben Metallionen
kdénnten andere Substanzen wile sekundire Amine eine katalytische Funktion
ausiiben (Cooper et al., 1983). Auch die Zellen selber koénnten an der
Decarboxylierung der Ketosdure beteiligt sein.
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4.1.3.3. Medienoptimierung im Turbidostaten

Trotz der im letzten Kapitel beschriebenen Verbesserungen des Mediums konnte
kein stabiler Betrieb in kontinuierlicher Kultur erzielt werden. So ist auch zu
Beginn der in Abb. 4.15 dargestellten turbidostatisch geregelten Fermentation (0
= 230 h) eine allmdhliche Abnahme der Durchfluprate zu verzeichnen.

In einem turbidostatisch geregelten Reaktor ohne Zellriickhaltung entspricht die
DurchflufBrate der maximalen Wachstumsrate der Mikroorganismen (s. Kap. 2.2.3.).
An der Durchflufrate wird sofort, ersichtlich, wenn sich die
Wachstumsbedingungen verbessern. Da der Reaktor bei dem in Abb. 4.15
dargestellten Versuch mit Sinterglas gefiillit war, iiberlagern sich Anderungen der
Wachstumsrate und evtl. des Bindungsvermdgens der Zellen an den Trigerkdrpern.

Zu den mit Pfeilen markierten Zeitpunkten wurden die in der Unterschrift von
Abb. 4.15 angegebenen L&sungen steril in den Reaktor eingespritzt. Die Zugaben,
die zu einer Erhéhung der Durchflufrate fiihrten, sind mit einem Stern (*)
gekennzeichnet.

Es ist zZu erkennen, dap die Durchflufrate durch Zugabe von
Spurenelementelésung C und Thiamin drastisch gesteigert wurde. Ganz
offensichtlich waren in den bisher verwendeten Medien fiir die Corynebakterien
essentielle Bestandteile noch nicht enthalten.

Die Durchfluprate sank anschliefend wieder auf den alten Wert ab, da die
wachstumsfdrdernden Substanzen ausgewaschen wurden. Bis zum Zeitpunkt 7
wurde fest in das Medium {ibernommen. Die DurchfluBrate stieg damit auf das
erhbhte Grundniveau 2. Die Reaktion auf eine nochmalige Zugabe von
Spurenelementeldsung C und Thiamin deuteten an, daPp ein weiterer Bestandteil
limitierend sein mupte. Dieser wurde zum Zeitpunkt 9 als Kupfer-Ionen

identifiziert. Auch durch Thiamin konnte die Durchfluprate weiter gesteigert

werden (Zeitpunkt 13). Nachdem das Medium dauerhaft mit Kupfer supplementiert
worden war (Spurenelementeldésung D), ergab sich das hdéchste Niveau 3.

Nach Tachiki und Tochikura (1986) erniedrigt sich die Glutamat-Ausscheidung
bei einem Corynebacterium glutamicum sp. durch Zugabe von Zink, wihrend
gleichzeitig die Glutamin-Produktion ansteigt. Nakayama (1982) berichtet, dap
die Glutamat-Ausbeute aus Acetat bei Brevibacterium thiogenitalis durch Cu2+-
Ionen erhdht wird. Positive Auswirkungen von Zink und Kupfer werden auch bei
der Glutamat- (Henkel, 1988) und iso-Leucinproduktion (Eggeling, 1987) mit
coryneformen Bakterien registriert. Ein signifikanter Einflup von Zink auf die
Adsorptionsrate von Streptococcus faecalis wurde von Bhattacherjee (1986)
beobachtet.

Zu Beginn des in Abb. 4.839 (s. S. 141) dargestellten Versuches wurde dem mit

Zink und Kupfer bereiteten Medium zus#itzlich noch Thiamin beigegeben, was eine
weitere Steigerung der Wachstumsrate ergab.
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Abb. 4.15 Einflup von Medienzugaben auf die Durchflufrate in einem

turbidostatisch geregelten Festbettumlaufreaktor

Medium Normal (s. Tab. 3.5) mit Spurenelementeldsung B (s. Tab. 3.3);
Fillvolumen 185 ml; Einmalige Zugabe von:

* : 4 ml Spurenelementeldosung C mit 2 g/l Thiamin

1 ml Thiaminlésung 2 g/1

2.5 ml Spurenelementelésung B

ml 1.256 mM Zn?* mit 0.4 mM Cu?*

m

m

»

1 0.4 mM Cu2*

1 1.25 mM Zn2?*

Medium dauerhaft mit 0.017 mM Zn2*

2 ml Spurenelementelésung C mit 2 g/1 Thiamin
.5 ml 0.4 mM Cu2?*

.5 ml 1.4 mM Co?*
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ml 0.076 mM Al3*
ml 4g/1 Thiamin
m! 0.3 mM B3¢
15: 1.5 ml 0.4 mM Cu?
* 16: Medium dauerhaft mit Spurenelementeldsung D
Zugaben, die zu einer deutlichen Erhéhung der Durchfluprate filhrten, wurden mit
einem Stern (*) markiert
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Mit den hier beschriebenen Medienoptimierungen wurden die Voraussetzungen fiir
eine stabile kontinuierliche Fermentation von L-Leucin geschaffen.

Die optimalen Kulturbedingungen und das optimale Medium sind in Tabelle 4.13
zusammengefaft. Die kontinuierlichen Fermentationen wurden mit normal
wachsenden Zellen durchgefiihrt, um mdglichst hohe Raum-Zeit—Ausbeuten zu
erreichen. Die Vor— und Nachteile von wachsenden und ruhenden Zellen sind in
Tabelle 4.14 qualitativ gegeniibergestellt (s.a. Kap. 4.2.3.).

Temperatur: 30°C

pH-Wert: 7.2 - 7.4

Osmotischer Druck

fiir maximales Wachstum: so niedrig wie méglich
fiir maximale Produktion (Batch): 35 — 65 bar t

pOz: > 2 % 2

Medium: Normal (s. Tab. 3.5)

Spurenelementel. D (s. Tab. 3.3)

Tabelle 4.13: Die optimalen Kulturbedingungen und das optimale Medium zur
kontinuierlichen Kultur von wachsenden Zellen

t; In kontinuierlicher Kultur noch nicht untersucht

2; Giiltig fiir frei suspendierte Zellen

Kriterien Wachsende Zellen Ruhende Zellen
Biologische Stabilitdt hoch niedrig — hoch t
Erreichbare Zelldichten hoch niedrig

und Raum-Zeit—Ausbeuten 2

Glucoseausbeute (Yiss') 8 niedrig hoch

Tab. 4.14: Qualitative Vor— und Nachteile einer Wachstumsentkopplung der
Leucinproduktion

1. Abhéngig von der Methode der Wachstumskontrolle

2; s.a. Kap. 4.2.8.

3; s. Abb. 4.3; S. 68




4.1.4. Der geschwindigkeltsbestimmende
Schritt der Leucinbildung

Als geschwindigkeitsbestimmende Schritte der Leucinbildung kommen grundsétzlich
in Frage (s. Abb. 4.16):

1) Die Lieferung von NADPH bzw. Glutamat durch den Stoffwechsel der
Mikroorganismen

2) Die Aktivitit der Transaminase B
3) Transport der o—-Ketolsocapronsiure in die Zellen

4) Transport des Leucins aus den Zellen

| {
! |

Glucose + 02

\—/ coz
AY

Glutamat a-Ketoglutarat
/‘\ —
a-Ketoisocaproat 2) \Leucin

| 1

| |
4)

2| ;

Inhibitor

Abb. 4.16: Die moglichen geschwindigkeitsbestimmenden Schritte der Leucinbildung
(gestrichelt; s. Text); TA-B: Transaminase B

Die erste Hypothese ist wenig wahrscheinlich. Werden Zellen zum Ruhen gebracht,
miifte Synthesekapazitdt fiir NADPH frei sein und 2zu einer héheren
Produktbildungsrate fiihren. In Experimenten wird das jedoch nicht beobachtet (s.
Kap. 4.1.1.8.2.).

Die zweite Hypothese wurde von Griger (1986) aufgestellt. Nach Shiio et al.
(1982) ist die Transaminase B in Brevibacterium flavum verantwortlich fiir die
Synthese von Leucin, iso—Leucin und Valin. Bei ruhenden Zellen ist der Bedarf
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an diesen Aminosiduren stark herabgesetzt, wodurch Transaminase B- Kapazitit
frei werden miite. Eine erhohte Leucinbildung wird bei ruhenden Zellen
(unabhéngig von der Methode der Wachstumsbegrenzung) jedoch nicht beobachtet.
Nassenstein (1987) konnte zeigen, da eine Anhebung der Transaminase B-
Aktivitdt in C. glutamicum durch gentechnische MaBnahmen keine Steigerung der
iso-Leucinbildung bewirkt.

Fir den limitierenden Einflup des Transportes der Ketosidure in die Zellen hinein
(dritte Hypothese) gibt es einige Hinweise:

1) Gréger (1986) konnte nachweisen, dap die Transaminase B einer
SubstratiiberschuBinhibierung durch die o-Ketoisocapronsiure unterliegt (Ki =
16 mM). Bei - ganzen Zellen konnte jedoch bis 250 mM Ketosiure kein
hemmender Einflup auf die Leucinbildung festgestellt werden. Es ist daher
anzunehmen, dap die Ketosdurekonzentration in den Zellen relativ niedrig
bleibt und die Zellwand eine starke Barriere fiir diese Substanz darstellt.

2) Bei kontinuierlichen Fermentationsversuchen wurde festgestellt, dap Dbei
mittleren und kurzen Verweilzeiten nicht umgesetzte Ketosiure im Medium
zuriickbleibt. Durch Anhebung der stationiren Ketosiurekonzentration im
Reaktor auf verschiedene Niveaus wurde eine Monod-Konstante (Km~Wert) der
ganzen Zellen von etwa 6 mM abgeschitzt. Grdger hatte fiir die Transaminase
B jedoch einen Km—Wert von 0.14 mM ermittelt. Der Unterschied ist nur durch
Transportwiderstinde in der Zellwand zu erkliren.

3) Die Transaminase B ist ein durch a-Ketoisocapronsdure induzierbares Enzym.
Groger (1986) stellte fest, dap die Aktivitdt der Transaminase B im Laufe
einer Batch—Fermentation nach einem anfinglichen Anstieg abnimmt. Der
Grund dafiir ist bisher unbekannt. Diese Abnahme kénnte durch ein Abfallen
der zellinternen Ketosdurekonzentration bedingt sein, ausgeldst durch den
unten beschriebenen Inhibitor~Mechanismus.

4) Bei hohen osmotischen Drucken war eine deutliche Steigerung der
Produktbildungsrate durch eine Erhéhung der Ketosdurekonzentration
‘beobachtet worden (s. Kap. 4.1.2.3.).

5) In Abb. 4.10 (s. S. 83) trat der Anstieg der spez. Produktbildungsrate
zeitverzdégert nach Zugabe von Ketosdure auf.

6) Die spez. Produktbildungsrate erwies sich als vdllig unabhéngig vom
energetischen und physiologischen Zustand der Zellen (s. z.B. Tab. 4.6; S.71
oder Abb. 4.6; S.77).

Eine Transporthemmung des Leucins (vierte Hypothese) kann ausgeschlossen
werden, da sich sonst die Ketosiure in den Zellen aufstauen miifte. In diesem
Fall w#re bei einer Erhéhung der Ketosiurekonzentration im Medium eine
Erniedrigung der spez. Produktbildungsrate (durch Substratiiberschupinhibierung;
8.0.) und nicht eine Erh8hung (wie beobachtet; s.0.) zu erwarten. Eine
Inhibierung der Produktbildung durch Leucin konnte nicht beobachtet werden.



Es kann daher vermutet werden, daf der Transport der o-Ketoisocapronsiure
durch die Zellwand der Mikroorganismen den limitierenden Faktor darstellt. Eine
Kldrung dieser Frage 14Bt sich nur durch eine Bestimmung der zellinternen
"pool"-Konzentrationen herbeifiihren.

Welcher Mechanismus beeinfluft den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der

In Kap. 4.1.1.3.2. wurde festgestellt, dap die spez. Produktbildungsrate mit der
Kontaktzeit zwischen Zellen und Medium stetig abnimmt. Der physiologische
Zustand der Zellen (wachsend oder ruhend) scheint keinen Einflup auf diesen
Effekt zu haben. Unter der Annahme, daB der Transport der Ketosiure die
Leucinbildung kontrolliert, ist folgende Erkladrung denkbar:

1) Der Transport der Ketosdure wird durch einen bisher unbekannten Inhibitor
gehemmt.

2) Diese inhibierende Substanz wird durch die Zellen gebildet, unabh#ngig von
deren Zustand.

3) Ruhende und wachsende Mikroorganismen (geringe bzw. hohe Zellkonzentration)
werden gleichermaBen gehemmt (s. Abb. 4.6; S. 77). Der entscheidende Faktor
ist also nicht die absolute Konzentration des Inhibitors (diese wire bei hoher
Zellkonzentration am groépten), sondern die gebildete Inhibitormenge pro

Zellmasse. Der Inhibitor muf demnach eine groBe Affinitdt zum
Transportsystem der Ketos#iure besitzen. Die Hemmung ist allerdings
reversibel, da die Zellen nach Waschen und Resuspendieren in frischem

Medium wieder eine hohe Aktivitdt besitzen.

In Abb. 4.16 ist dieser mogliche Inhibitormechanismus dargestellt. Aus der
Annahme, dap der Transport der Ketosiure limitierend wirkt, resultiert eine
geringe Konzentration im Inneren der Zellen. Die Ketosidure kann dort selber
daher nicht regulatorisch wirksam werden.

Die Natur des postulierten Inhibitors ist unbekannt. Es ist denkbar, daB es sich
um eine sich aufstauende Substanz des natiirlichen Leucin-Biosyntheseweges
handelt, welcher bei Zugabe der Ketos#ure durch die hohe Leucinkonzentration
blockiert ist (s. Abb. 1.1). a—Ketoisovaleriansdure konnte experimentell nicht als
dieser Inhibitor nachgewiesen werden.
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4.2. Einflup und Optimierung der
Oberflacheneigenschaften
der Triaagerkdrper

Erste Versuche zur adsorptiven Bindung von Corynebacterium glutamicum hatten
gezeigt, dap die Mikroorganismen nicht an unbehandelten Glasoberflichen haften.
Es muBte daher eine Oberflichenmodifizierung vorgesehen werden. Um deren
Effektivitidt zu beurteilen, kommen folgende Methoden in Frage:

1) Mikroskopische Untersuchung

2) Bestimmung der Gewichtsdifferenz zwischen mit Mikroorganismen beladenen und
anschliefend ausgegliihten Trigerkodrpern

3) Bestimmung z.B. des C—, N-, P-, Protein— oder ATP-Gehaltes der Trigerkorper

4) Bestimmung der Konzentrationsdifferenz einer Zellsuspension vor und nach
Zugabe von Trégerkoérpern

5) Aktivitdtsbestimmung von mit Mikroorganismen beladenen Trigerkdrpern

Die erste Methode erlaubt nur qualitative Aussagen i{iber die adsorbierte
Zellmenge. Die zweite Methode wurde von Black et al. (1984) bei sehr hohen
immobilisierten Zelldichten verwendet. Bei kleinen Zelldichten ist die Genauigkeit
gering, da das Gewicht der Trégerkdérper im Vergleich zu dem der gebundenen
Mikroorganismen dominiert. Die Bestimmung des N-Gehaltes wurde z.B. in der
anaeroben Abwasserreinigung eingesetzt (Johnen, 1986). Die Bestimmung des
ATP—-Gehaltes erlaubt die Erfassung nur der lebenden Zellen (Messing und
Oppermann, 1979). Bei pordsen Trigerkdrpern besteht das Problem, daf die zu
messenden Substanzen vollstidndig aus den Materialien herausdiffundieren
miissen. Die vierte Methode ist einfach durchzufiihren und wurde daher von
verschiedenen Autoren eingesetzt (Vijayalakshmi et al., 1979; Hattori und
Hattori, 1985; Bisping und Rehm, 1986). Sie erfaBt nur den ersten,
physikochemischen Adsorptionsschritt der Zellen und charakterisiert damit vor
allem die Wechselwirkungen zwischen Glas— und Zelloberfliche. Das Aufwachsen
der Mikroorganismen auf Tragerkérpern im Laufe eines kontinuierlichen Versuches
wird nicht beriicksichtigt.

Die ersten vier Methoden erlauben nur eine Aussage iiber die Menge der
immobilisierten Mikroorganismen, nicht jedoch 1iiber deren Aktivitit. Es ist
bekannt, dap gebundene Mikroorganismen im Vergleich zu frei suspendierten eine
andere spez. Aktivitdt und einen verinderten Stoffwechsel aufweisen konnen
(Hattori und Furusaka, 1959; Navarro und Durand, 1977). Auferdem ist mit
Diffusionswiderstinden im Inneren der Trégerkodrper zu rechnen. Die Bestimmung
der Gesamtaktivitdt der mit Mikroorganismen beladenen Tridgerkorper ist daher
fiir eine verfahrenstechnische Beurteilung am sinnvollsten. Auf eine Bestimmung
der gebundenen absoluten Zellmasse in kontinuierlicher Kultur wurde in dieser
Arbeit bewufpt verzichtet.



4.2.1. AKktivitaAtsbestimmungen wvon
Mikroorganismen—beladenen
Triigerkdrpern

Abb. 4.17 zeigt die Ergebisse eines Vergleichsversuches (s. Kap. 8.1.8) im
Festbettreaktor (s. Kap. 3.4.1.) mit unbehandelten, Amino-funktionellen und
hydrophobisierten Sinterglaskorpern. Das hydrophobisierte Material weist keine
Erh8hung der Leucinproduktion gegeniiber unbehandeltem Glas auf. Das Amino-—
funktionelle Material hingegen zeigt eine deutlich gesteigerte Aktivitdt. Von dem
letzteren Material wurden offensichtlich die meisten Zellen gebunden.
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Abb. 4.17: Die Entwicklung der Leucinkonzentration im Vergleichsversuch 1
Batch-Versuch (s. Kap. 3.1.3) im Festbettreaktor; Amino-funktionelles Glas nach
Vorschrift 3, Kap. 3.8.1.1.; Hydrophobisiertes Glas n. Vors. 7; Produktionsmedium
P1 (s. Tab. 3.4) war bereits einmal ausgetauscht worden

geladene Oberfliche besitzen, da sie von positiv geladenen Kérpern angezogen
werden. Ihre Zellwdnde miissen unter den gegebenen Bedingungen hydrophile

Bezieht man die Leucinproduktion auf die Zellkonzentration im Medium, so 14Bt
sich eine scheinbare spez. Produktbildungsrate berechnen. Diese miifte héher sein
als die tatsdchliche spez. Produktbildungsrate von freien Mikroorganismen, da die
unbekannte adsorbierte Biomasse in die Berechnung nicht mit eingeht. Es ergibt
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sich jedoch fiir alle Gldser eine spez. Produktbildungsrate, die etwa der von
freien Zellen entspricht. Die vor dem Kontakt mit Produktionsmedium gebundenen
Zellen wurden demnach vollstindig desorbiert. Dieser Vorgang ist vermutlich
durch die sehr hohe Ionenkonzentration des Produktionsmediums Pl zu erkliren,
woduch die anziehenden Ladungen der Oberflichen abgeschirmt werden. Die
Adsorption der Bakterien erfolgt offensichtlich auf rein elektrostatischem Wege.
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Abb. 4.18: Die Entwicklung der Leucinkonzentration im Vergleichsversuch 2
Produktionsmedium P1 (s. Tab. 3.4) war bereits einmal ausgetauscht worden
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In dem in Abb. 4.18 dargesteliten Versuch wurden unbehandelte, hydrophobisierte
und mit verschiedenen Ladungen, wie angegeben, versehene Sinterglaskorper
miteinander verglichen. Das hydrophobe Material weist im Vergleich zu
unbehandeltem Glas wiederum keine verbesserte Leucinbildung auf. Die n—Heptyl-
Amino- und Phenylmethyl-Amino—-funktionellen TrégerkOrper zeigen eine
deutliche Steigerung der Aktivitidt. Es ist zu vermuten, daB der Effekt rein auf
den positiven Ladungen beruht. Bei dem Carboxyl-Amino-funktionellen Glas ist
der adsorptionsférdernde Einflup der positiven Ladungen durch die zusétzlichen
negativen Ladungen fast vollstindig aufgehoben.

Da sich positive Ladungen auf den Trigerkoérpern fiir die Adsorption der
Corynebakterien als gilinstig erwiesen hatten, wurde Vergleichsversuch 3 (nicht
dargestellt) mit unbehandeltem, Amino—-funktionellem (Vorschrift 3, Kap. 3.3.1.1.),
Triamino—funktionellem (Vors. 4) und Imidazol-funktionellem Sinterglas (Vors. 6)
durchgefiihrt. Das Triamino—-funktionelle Glas wies erwartungsgemip die hbchste
Leucinbildung auf. Das Imidazol—-funktionelle Glas zeigte im Vergleich zu
unbehandeltem Material nur eine geringe Steigerung der Aktivitit.

OBERFLACHENMODIFIZIERUNG VON GLAS

- DURCH NIEDERMOLEKULARE KLEINE BERUHRUNGSFLACHE

REAGENZIEN SCHWACHE BINDUNG

“MULTI POINT ATTACHMENT”

- DURCH POLYMERE EINBETTUNG DER ZELLEN IN
DIE POLYMERSCHICHT

STARKE BINDUNG

Abb. 4.19: Theoretische Vorteile einer Oberflichenmodifizierung durch
makromolekulare Substanzen
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Neben einer Oberfldchenmodifizierung mit niedermolekularen Substanzen kénnen
auch Polymere eingesetzt werden. Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen
lassen erkennen, daf die Sinterglaskérper eine sehr glatte Oberfldchenstruktur
besitzen. Diese wird durch eine Modifizierung mit niedermolekularen Substanzen
kaum verdndert. Setzt man einen Mikroorganismus mit einer kugeligen Form
voraus, so besitzt er mit einer glatten Oberfliche nur eine punktformige
Beriihrungsfldche (s. Abb. 4.19). Die resultierenden Bindungskridfte sind daher
relativ klein. Wird die glatte Glasoberfliche jedoch durch makromolekulare
Substanzen modifiziert, so ist mit einer groBeren Beriihrungsfliche und damit
starken Bindungskridften zu rechnen (s.a. Kap. 2.4.8.).

Der in Abb. 4.20 dargestelle Vergleichsversuch 4 bestitigt diese Uberlegungen.
Es kamen neben Triamino-funktionellem Glas auch Polyamino-funktionelles und
mit DEAE-Dextran behandeltes Material zum Einsatz. In dieser Reihenfolge nimmt
die Leucinbildung zu.

Bei diesem Versuch wurde weiterhin der giinstige Einflup der Vorbehandlung der
Sinterglaskdérper vor der Oberflichenmodifizierung demonstriert. Es zeigt sich, dap
fiir die kovalente Bindung der Silane die Glasoberfliche durch S&dure aktiviert
werden mup (s. Abb. 2.5; S. 19). Die bei dieser Vorbehandlung erzeugten negativ
geladenen Silanolgruppen bewirken offenbar auch im Fall der adsorptiven Bindung
des positiv geladenen Polymers, DEAE-Dextran, eine Verstiarkung der
elektrostatischen Haftung. Fiir die weiteren Versuche wurde ausschlieflich
Siure-behandeltes Glas verarbeitet.

Die Zellkonzentration im Medium weist bei den silanisierten Sinterglask6rpern die
iibliche leicht ansteigende Tendenz aufgrund von Wachstum auf (s. Abb. 4.20b).
Bei den DEAE-Dextran-—-behandelten Glidsern wird dagegen eine Abnahme der
ODeoo, also Readsorption der Zellen beobachtet. Der Grund liegt in dem
anfanglich hohen pH, bei dem die monomeren DEAE-Gruppen des Dextrans (pKs-—
Wert = 9.2, s. Abb. 4.24; S. 109) nur teilweise protoniert sind. Beim Absinken
des pH—-Wertes nimmt daher auch die elektrostatische Anziehungskraft der DEAE-
Dextran—-behandelten Sinterglaskdérper zZu. Die Ionenstirke des
Produktionsmediums P2 war gegeniiber Medium Pl (s. Tab. 3.4) herabgesetzt
worden, wodurch die Ladungen der Oberflichen weniger stark abgeschirmt
werden.

In dem in Abb. 4.21 dargestellten Vergleichsversuch 5 wurden neben DEAE-
Dextran—-behandelten Sinterglaskérpern weitere durch makromolekulare Substanzen
modifizierte Materialien, wie angegeben, eingesetzt. Die beiden EUDRAGIT Typen
zeigen keine verbesserte Leucinbildung im Vergleich mit unbehandeltem Material.
Das kénnte an dem relativ geringen Substitutionsgrad mit Aminogruppen, dem
vergleichsweise geringen Molekulargewicht und an dem hydrophoben
Kohlenwasserstoffgrundgeriist der Substanzen liegen. Ein ebenfalls unzureichendes
Ergebnis wurde mit Chitosan erzielt, was vermutlich auf die Herstellung des
Materials zuriickzufiihren ist. Chitosanlésungen der verwendeten Konzentration
sind &uPerst dickfliissig und dringen nur schwer in die pordsen Sinterglaskorper
ein. Auf glatten Glasscheiben dagegen konnten mit verdiinnten Chitosanlésungen
gute Ergebnisse erzielt werden (Champluvier et al., 1987). Die weitaus hochste
Leucinbildung wurde mit DEAE-Dextran—-behandelten Sinterglaskdrpern erzielt.
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o-—o DEAE-Dextran(Sigma)-behandeltes Glas nach Vorschrift 11 (vorbeh. 1)

+--- Polyamino—funktionelles Glas n. Vors. 6§ (vorbeh. 1)

B---8 Triamino—funktionelles Glas n. Vors. 4 (vorbeh. 1)

#»--x DEAE-Dextran(Sigma)-behandeltes Glas nach Vorschrift 11 (nicht vorbeh. %)
4&—a Triamino-funktionelles Glas n. Vors. 4 (nicht vorbeh. 1)

Abb. 4.20: Die Entwicklung der Leucinkonzentration (a), ODece (b) und des pH-

Wertes (c) im Vergleichsversuch 4
1: Glasmaterial vorbehandelt bzw. nicht vorbehandelt mit HNOsz nach Vorschrift 1
Produktionsmedium P2 (s. Tab. 3.4) war bereits zweimal ausgetauscht worden
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&—aA DEAE-Dextran(Sigma)-behandeltes Glas nach Vorschrift 11
g---8  Chitosan-behandeltes Glas n. Vors. 12

4---< EUDRAGIT RL-behandeltes Glas n. Vors. 14

*#--x EUDRAGIT E-behandeltes Glas n. Vors. 13

o—-o Unbehandeltes Glas

Abb. 4.21: Die Entwicklung der Leucinkonzentration im Vergleichsversuch 5
Produktionsmedium P2 (s. Tab. 3.4) war bereits zweimal ausgetauscht worden
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G-—© DEAE-Dextran (P&L Dormacid Standard) nach Vorschrift 11
¢--- DEAE-Dextran (P&L Dormacid Wi 63) n. Vors. 11

A—4A DEAE-Dextran (Sigma D 9885) n. Vors. 11

E---88 Kovalente Bind. durch Glutardialdehyd n. Vors. 21

v--% Kovalente Bind. durch Carbodiimid n. Vors. 22

»-#% Kovalente Bind. durch "aktiven Ester” n. Vors. 23
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Abb. 4.22: Leucinkonzentration (a) und ODsee (b) im ersten Produktionsabschnitt
des Vergleichsversuches 6

Adsorbierte Biomasse (Mepmethode s. Text) der Sinterglaskérper [mgTS/gGlas] vor
dem ersten Waschen und Kontakt mit Produktionsmedium P3 (s. Tab. 3.4) :

DEAE-Dextran (P&L Dormacid Standard) n. Vors. 11, Kap. 3.3.1.2.
DEAE-Dextran (P&L Dormacid Wi 63) "
DEAE-Dextran (Sigma D 9885) "

Oy O OO
W WO WM

Kovalente Bind. durch Glutardialdehyd n. Vors. 21, Kap. 3.8.2. 11.
Kovalente Bind. durch Carbodiimid n. Vors. 22
Kovalente Bind. durch "aktiven Ester" n. Vors. 23

Fiir die starke Bindungsfidhigkeit des DEAE-Dextrans fiir C. glutamicum koénnten
neben elektrostatischen Wechselwirkungen auch spezifische Mechanismen
verantwortlich sein, die auf das Grundgeriist der Substanz zuriickzufiihren sind.
So ist Dbekannt, dap unsubstituiertes Dextran, welches von einigen
Mikroorganismen der Mundflora produziert wird, fiir die Bildung von Zahnbelag
mitverantwortlich ist. Streptococcus mutans sp., welche als die Hauptverursacher
von Karies angesehen werden, agglutinieren bei Zugabe von Dextran, nicht jedoch
durch andere Polysaccharide (Calleja, 1984).

Im Vergleichsversuch 6 wurden verschiedene DEAE~Dextran Typen zur
Oberflichenmodifizierung eingesetzt und die Ergebnisse mit drei Methoden zur
kovalenten Bindung der Mikroorganismen verglichen. Um das Wachstum der
Mikroorganismen weitgehend zu reduzieren, wurden die Zellen nach der Aufzucht
jeweils zweimal gewaschen und in Aufzuchtmedium (s. Tab. 3.4), jedoch ohne
Phosphat, kultiviert. Nachdem die oberflichenmodifizierten Sinterglaskdérper mit
der Mikroorganismensuspension geschiittelt worden waren, wurde jeweils die
Zellkonzentration im Uberstand ermittelt (sinngem#p modifizierte Methode n. Kap.
3.2.11.). Die daraus errechnete adsorbierte Biomasse ist in der Unterschrift von
Abb. 4.22 aufgefiihrt. Durch die DEAE-Dextran-behandelten Gldser und die
kovalente Bindung mit Glutardialdehyd wurden etwa gleich viel Zellen gebunden.
Die iibrigen zwei Methoden ergaben eine geringere Ausbeute an immobilisierten
Zellen. Diese Zahlenwerte korrelieren sehr gut mit der Leucinbildung nach der
ersten Zugabe von Produktionsmedium (s. Abb. 4.22a). Die DEAE-Dextran— und
die Glutardialdehyd—-Gldser sind vergleichbar. Das Carbodiimid—Glas weist eine
entsprechend geringere Aktivitdt auf. Die Methode der kovalenten Bindung durch
den "aktiven Ester" hat offenbar toxische Nebenwirkungen auf die Zellen.

Aus der Konzentration der freien Zellen im Medium lassen sich Unterschiede in
der Bindungsstirke der einzelnen Gldser bei erh8hter Ionenstidrke ablesen (s.
Abb. 4.22b). Die freie Zellkonzentration nimmt in der Reihenfolge:
Glutardialdehyd—-Glas, P&L Standard—, P&L Wi 63— und Sigma-DEAE-Dextran-Glas
zu (bei etwa gleicher Gesamtbiomasse!). Die Bindungsstirke nimmt also
entsprechend ab. Dieses Ergebnis wird durch die Leucinbildung im zweiten
Produktionsabschnitt bestdtigt, nachdem die Reaktoren, wie {iblich, gespiilt
worden waren (s. Abb. 4.23).
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a—a Kovalente Bind. durch Glutardialdehyd nach Vorschrift 21
g---8  DEAE-Dextran (P&L Dormacid Standard) n. Vors. 11

o---% DEAE-Dextran (P&L Dormacid Wi 63) n. Vors. 11

*—-% DEAE-Dextran (Sigma D 9885) n. Vors. 11

Abb. 4.23: Leucinkonzentration im zweiten Produktionsabschnitt des
Vergleichsversuches 6

Die unterschiedlichen Eigenschaften der DEAE-Dextrane von Sigma und Pfeifer &
Langen lassen sich durch die in Abb. 4.24 dargestellten Titrationskurven
erldutern. Es sind bei allen drei Substanzen zwei Abflachungen im Bereich von
pH 9.2 und pH 6.2 zu erkennen. Diese stimmen in etwa mit den von Schwengers
(1984) angegebenen pKs—Werten der monomeren (9.2) und dimeren (6.5, bezieht
sich auf die endstéindige tertiire Aminogruppe) DEAE-Gruppen {iberein. Das
Sigma-Produkt enthélt offenbar besonders viele dimere Gruppen, da die
Abflachung (Pufferwirkung) im Bereich von pH 6.2 vergleichsweise stark
ausgeprigt ist. Die Pfeifer & Langen-Produkte hingegen tragen besonders viele
monomere Gruppen, was mit den Angaben des Herstellers iibereinstimmt.

Diese Unterschiede machen sich bei der ersten Adsorption von Zellen aus der
konzentrierten Suspension allerdings noch nicht bemerkbar. Diese erfolgt in 150
mM NaCl-Ldsung (s. Kap. 38.1.3.) bei einem pH-Wert von etwa 6. Unter diesen
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Bedingungen sind die meisten monomeren und dimeren DEAE-Gruppen protoniert.
Daher wurde bei diesem Schritt von den verschiedenen DEAE-Dextran-
behandelten Gldsern etwa die gleiche Menge Biomasse aufgenommen. Bei dem pH-
Wert des Produktionsmediums (7.5 - 8.5) dagegen sind die endsténdigen
Aminofunktionen der dimeren DEAE-Gruppen nicht protoniert. Da alle DEAE-
Dextrane den gleichen Stickstoffgehalt aufweisen, resultiert daraus eine

geringere Gesamtladung des Sigma-Produktes und damit eine schlechtere
Bindungsstérke.
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Abb. 4.24: Titrationskurven von unterschiedlichen DEAE-Dextranen
Titration von 50 ml 3 %ige DEAE-Dextranléosung mit 1 n NaOH
Die DEAE-Gruppen sind im protonierten Zustand dargestellt
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Der Unterschied zwischen den beiden Pfeifer & Langen Produkten ist vermutlich
auf die Molekilstruktur zuriickzufiihren. Der Standardtyp liegt wahrscheinlich als
linear ausgestreckter Polymerfaden vor (s.a. Kap. 2.4.3). Aus Messungen der
Grenzviskositdt 14pt sich schliefen, dap bei einem Molekulargewicht > 6.10% eine
Faltung der Polymerfiden einsetzt (Schwengers, 1987). Die Ausdehnung und
Ausrichtung des DEAE-Dextran Typs WI 63 (Mol. Gew. 10%) diirfte daher
ungiinstiger sein als bei dem Standardtyp (Mol. Gew. 6.10%). Eine vergleichsweise
hohe Affinitdt des P&L DEAE-Dextrans Standard fiir die Zellen wurde auch in
Flockulationsversuchen gefunden.

Die kovalente Bindung (mit Glutardialdehyd) brachte im Hinblick auf Menge der
immobilisierten Mikroorganismen und Stabilitit der Bindung die besten Resultate.
Die Unterschiede gegeniiber der adsorptiven Bindung durch geeignete DEAE-
Dextrane sind jedoch gering (s. Abb. 4.23). Unter praktischen Aspekten ist die
adsorptive Bindung auf jeden Fall vorzuziehen.

Die in diesem Kapitel untersuchten Sinterglasmaterialien zeigen grofe
Unterschiede in der Aktivitdt, d.h. Bindungsfdhigkeit fiir Mikroorganismen, in
Abhingigkeit von der eingesetzten Methode der Oberflichenbehandlung. Die
registrierten Effekte lassen sich aufgrund von physikochemischen
Gesetzmépigkeiten theoretisch erkliren,

4.2.2. Optimierung durch Bestimmung der
adsorbierten Biomasse

4.2.2.1. DEAE-Dextran

Die weitere Optimierung der Oberflichenmodifizierung wurde durch Bestimmung
der adsorbierten Biomasse vorgenommen. Diese ist in Abb. 4.25 iiber der DEAE-
Dextran—Konzentration aufgetragen, die bei der Herstellung der Sinterglaskoérper
(Vorschrift 11) verwendet wurde. Bis zu etwa 3 g/l ist ein starker Anstieg der
Bindungsfahigkeit des  Materials zu beobachten, welche bei groferen
Konzentrationen nur noch wenig zunimmt. In einem separaten Versuch konnten
mit DEAE-Dextran-Losungen von 50 und 75 g/l keine weiteren Verbesserungen
mehr erzielt werden.

Bei diesen Versuchen werden bis zum Erreichen des Adsorptionsgleichgewichtes
der Zellen auf dem Tréager etwa 6 - 10 h bendtigt. Fiir die Adsorption von
Saccharomyces cerevisiae an mit Kationischer Stidrke behandeltem Sidgemehl
werden Zeiten von 6 h berichtet (Thonart et al., 1982).

Die Eignung von DEAE-Dextran—behandelten Sinterglaskérpern zur adsorptiven
Bindung von Mikroorganismen konnte aufer fiir C. glutamicum auch fiir E. coli
und Béckerhefe nachgewiesen werden (Biichs et al., 1987a).

In weiteren Versuchen wurden verschiedene Oberflichenmodifizierungen durch
DEAE-Dextran miteinander verglichen und auf ihre Haltbarkeit hin untersucht.
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Abb. 4.25: Einflup der DEAE-Dextran—Konzentration bei der Herstellung der
Sinterglaskdrper auf die Bindungsfidhigkeit fiir Mikroorganismen
Behandlung nach Vorschrift 11, Kap. 8.3.1.2. mit DEAE-Dextran(P&L Standard)-

Konzentrationen wie angegeben, Adsorption aus Zellsuspension (ODeoo = 41.5) in
350 mM NacCl

Die durch adsorptiv und kovalent gebundenes DEAE-Dextran modifizierten
Sinterglaskérper (Vorschrift 11 bzw. 18) adsorbierten etwa die gleiche Menge -
Zellen. Materialien, die durch die beiden Methoden zur Quervernetzung von
adsorbiertem DEAE-Dextran (n. Vors. 16) gewonnen wurden, besapBen dagegen
keinerlei Bindungsfdhigkeit fiir Corynebakterien. Ein Grund fiir diesen
drastischen Effekt der Quervernetzung ist nicht bekannt.

Zur Untersuchung der Haltbarkeit der Oberflichenmodifizierungen wurden die
Gldser eine Woche lang téglich mit frischer 1 M Na2COs-Lésung, pH 11.5
geschiittelt. Bei Material mit kovalent gebundenem DEAE-Dextran fiihrte diese
Nachbehandlung zu keiner Anderung der Bindungsfdhigkeit fiir Mikroorganismen
im anschlieBenden Adsorptionsversuch im Vergleich zu nicht nachbehandeltem
Material.

Wie Abb. 4.26 zeigt, hat das Losungsmittel bei der Herstellung der kovalenten
Bindung (n. Vors. 18) keinen Einflup auf die Bindungsfiahigkeit und Haltbarkeit
der kovalenten Oberfldchenmodifizierung mit DEAE-Dextran. Die
Bindungsfihigkeit des Materials mit adsorbiertem DEAE-Dextran ist jedoch
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deutlich reduziert. Bei einem pH von 11.5 liegen die Aminogruppen des DEAE-
Dextrans nicht protoniert vor (pKs = 6.5 bzw. 9.2), so dap sich wahrscheinlich
ein GroPteil der Makromolekiile wegen fehlender elektrostatischer
Anziehungskridfte von der Unterlage abldst. Behandelt man das Material in
analoger Weise mit 1 M NaCl-Ldsung, so bleibt die Bindungsfihigkeit sowohl bei
kovalent als auch adsorptiv mit DEAE-Dextran behandelten Trégerkoérpern
unveridndert. '
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Versuchszeit [h]

A&—a Glas mit kovalent gebundenem DEAE-Dextran (in DMSO)
o--—0 Glas mit kovalent gebundenem DEAE-Dextran (in Hz20)
a---8 Glas mit adsorbiertem DEAE-Dextran

Abb. 4.26: Haltbarkeit verschiedener Oberflichenmodifikationen durch DEAE-
Dextran _

Materialien mit kovalent gebundenem DEAE-Dextran n. Vors. 18, Kap. 3.3.1.4.;
Material mit adsorbiertem DEAE-Dextran (P&L Stand.) nach Vorschrift 11, Kap.
3.3.1.2.; Die oberflichenmodifizierten Sinterglaskdrper wurden eine Woche lang
tidglich mit frischer 1 M Na2COs-Lésung, pH 11.5 geschiittelt, dann 12 h mit
flieBendem dest. Wasser gewaschen und getrocknet. Adsorption aus Zellsuspension
(ODso0 = 48.3) in 350 mM NaCl
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4.2.2.2. Polyethylenimin (PEI)

Vorversuche zeigten, daPp durch Behandlung des Sinterglases mit Polyethylenimin
(PEI) &hnlich gute Ergebnisse erzielt werden wie mit DEAE-Dextran. Diese
Ergebnisse miissen noch in Aktivitdtsuntersuchungen verifiziert werden.

Sinterglaskorper mit adsorbiertem PEI (Vorschrift 15) und Kkovalent gebundenem
PEI (Vorschrift 19 und Vorschrift 20) zeigten keinen wesentlichen Unterschied in
ihrer F#higkeit, Corynebakterien zu adsorbieren.

In Abb. 4.27 ist die Bindungsfihigkeit verschiedener PEI-modifizierter Materialien
nach einer einwdchigen Behandlung mit 1 M Na2COs-Lésung, pH 11.5 dargestellt.
Glas mit nur adsorptiv gebundenem PEI verlor ginzlich seine Wirkung. Das Glas
mit quervernetztem PEI zeigte keine Einbufe der Bindungsfihigkeit im Vergleich
zu nicht mit Naz2COs—-Lésung nachbehandeltem Material (nicht dargestellt). Die
Bindungsfihigkeit der mit kovalent gebundenem PEI modifizierten Trigerkdrper
(Vorschrift 20) war nach der alkalischen Behandlung etwas reduziert, da die
Peptidbindungen bei pH 11.5 teilweise hydrolysiert wurden.
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Abb. 4.27: Haltbarkeit verschiedener Oberflichenmodifikationen durch

Polyethylenimin (PEI)

Material mit Quervernetzung von adsorbiertem PEI n. Vors. 17; Material mit
kovalent gebundenem PEI n. Vors. 20; Material mit adsorbiertem Polyethylenimin
nach Vorschrift 15, Kap. 3.3.1.; Die oberflichenmodifizierten Sinterglaskoérper
wurden eine Woche lang téglich mit frischer 1 M NazCOs-~Lésung pH 11.5
geschiittelt, dann 12 h mit flieBendem dest. Wasser gewaschen und getrocknet.

Adsorption aus Zellsuspension (ODsoo

= 51.0) in 350 mM NaCl
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Die in dieser Arbeit entwickelten Materialien mit kovalent gebundener
Polymerschicht (vor allem DEAE-Dextran) diirften fiir die industrielle Anwendung,
bei der h&ufig mit alkalischen Reinigungsmitteln gearbeitet wird, besonders
geeignet sein. Bei hohen pH-Werten wird eher die Glasunterlage angegriffen als
die Oberfldchenmodifizierung.

4.2.83. Abschatzung der theoretisch
erreichbaren Zelldichten

Bei den Versuchen zur Bestimmung der adsorbierten Biomasse wurde eine
maximale Beladung der Sinterglaskdrper von etwa 10 mgTS/g ermittelt (s. ADbb.
4.32; S. 123). Diese kann unter Verwendung von (Gl. 38.1) in die entsprechende
Keimzahl umgerechnet werden. Mit den angenommenen durchschnittlichen
Abmessungen der Corynebakterien von ¢ 0.6 - 2 nm ergibt sich eine maximal
mogliche Bedeckung der Glasoberfliche (dichteste Packung) wvon 8.3.101
Zellen/m2. Aus der spez. Oberfliche des Sinterglasmaterials von 0.1 m2?/g
(Herstellerangaben) folgt, daf etwa 20 % der gesamten Oberfliche durch
Mikroorganismen belegt sind. Einige der Mikroporen des Sinterglasmaterials, die
in die Bestimmung der Gesamtoberfliche mit eingehen, sind fiir die Zellen
vermutlich zu klein. Die Mikroorganismen verteilen sich statistisch auf der
ibrigen Oberfliche und konnen wegen gegenseitig abstoBender Krifte nicht
beliebig eng aneinander riicken (s. Kap. 4.8.). Unter Beriicksichtigung dieser
Einschrinkungen kann man davon ausgehen, dap die verfiigbare Oberfliche der
Tragerkorper mit einer monozellularen Schicht von Mikroorganismen bedeckt ist.

Ein Vergleich der erzielten Biomassebeladung pro g Triger mit Literaturangaben
(2 - 248 mgTS/g, Durand und Navarro, 1978) ist kaum moglich, da diese Grée
sehr stark vom spez. Gewicht des Tragermaterials, dessen Oberfliche und den
Adsorptionsbedingungen (rein physikochemische Adsorption oder "Aufwachsen")
abhingt. Wichtiger ist die maximal erreichbare Zelldichte pro Reaktorvolumen. Sie
14t sich fiir das Sinterglas folgendermafen abschidtzen (kugelférmige
Tragerkorper seien vorausgesetzt):

Aus der Dichte von Duran-Glas (~2.23 kg/l) und einer Porositit von 60 %
errechnet sich eine scheinbare Dichte (s. Begriffsdefinition) der Sinterglaskérper
von 0.89 g/ml. Das Volumen einer Kugelschiittung Vx ergibt sich aus dem
Volumen der Sinterglaspartikel Ve (Reaktordurchmesser >> Partikeldurchmesser)
nach Blap (1978) zu:

Vk = Ve/0.625 11 (Gl. 4.2)
Wird mit einer Biomassebeladung von 10 mgTS/g Glas gerechnet, die mit einer

rein physikochemischen Adsorption (monozellulare Schicht) erreicht wurde, ergibt
sich eine maximale Zelldichte von 5.6 gTS/1 Reaktorvolumen.
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Das ist ein relativ niedriger Wert, der auch in offener kontinuierlicher Kultur
(mit frei suspendierten Zellen) erreicht werden kann. Mit einer monozellularen
Bedeckung der Sinterglaskérper ist also keine wesentliche Erhohung der
Biomassekonzentration durch die Immobilisierung zu erzielen. Es sind folgende
Auswege denkbar:

1) Verwendung von feinporigerem Material mit groperer Oberfliche. Engere Poren
fiihren aber zu geringeren Diffusionsquerschnitten und zu einer schlechteren
Versorgung der inneren Zonen der Sinterglaskérper.

2) Keine vollstindige Unterdriickung des Wachstums der Mikroorganismen. Die
Zellen vermehren sich auf der Trégeroberfliche und werden, wenn diese
keinen Platz mehr bietet, in das umgebende Medium ausgeschieden. Das
Fliissigvolumen in den Poren der Sinterglaskoérper und zwischen ihnen wird als
"Reaktionsort" mitgenutzt (vergleiche wachsende und ruhende Zellen, Abb.
4.35; S. 183).

3) Beladung der Trégeroberfliche mit mehreren Schichten von Mikroorganismen.
Liegt eine einschichtige Bedeckung der Oberfliche des Tridgermaterials vor, so
sind deren anziehenden Krifte fiir die frei suspendierten Zellen durch die
bereits adsorbierten Zellen abgeschirmt. Fiir eine mehrschichtige Beladung der
Trageroberfliche sind daher die Zell-Zell-Wechselwirkungen entscheidend (s.
nichstes Kap.).

In dieser Arbeit wurde in Hinblick auf eine Steigerung der immobilisierten
Biomasse und hohe Raum-Zeit—Ausbeuten eine Kombination der letzten beiden
Methoden angestrebt (s. folgende Kapitel; z.B. Ergebnisse zu Abb. 4.33; S. 125
und Abb. 4.86; S. 134).
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4.3. Einflup und Steuerung der Ober—
flicheneigenschaften der
Mikroorganismen

Neben den Tragerkérpern, auf denen die Mikroorganismen adsorbieren, kénnen
auch die Oberflicheneigenschaften der Zellen selber beeinflupt werden. Dieses
wurde durch in-vitro~Behandlung der Zellen mit Chemikalien versucht (Thonart
et al., 1982; D'Souza et al., 1986; Rouxhet et al., 1987). Fiir eine kontinulerliche
Kultur mit nachwachsenden Mikroorganismen sind die bisher ausgearbeiteten
Methoden jedoch ungeeignet.

4.83.1. Bestimmung der Oberflicheneigen—
schaften der Mikroorganismen

Die folgenden Untersuchungen der Oberflicheneigenschaften von C. glutamicum
wurden mit zwel Arten von Zellen durchgefiihrt.

1) Phosphor—gesittigte Zellen mit einem P-Gehalt von 3.1 Gew. %, aufgezogen in
einem turbidostatisch geregelten Festbettumlaufreaktor bei ausreichender
Phosphatzufuhr (Medium Normal, Tab. 3.5).

2) Phosphor—verarmte Zellen mit einem P-Gehalt von 0.5 Gew. %, aufgezogen in
einem chemostatisch Phosphor—-limitierten Festbettumlaufreaktor (Medium P-
lim, Tab. 3.5).

4.3.1.1. Elementare Zusammensetzung der Zellwandoberfliche

Die mit der ROntgen—-Photoelektronen—Spektroskopie ermittelten Konzentrations-
verhdltnisse von Phosphor—gesédttigten und -verarmten Zellen sind in Tabelle
4.15 angegeben. Nur beim Phosphor ergibt sich ein wesentlicher Unterschied von
~20 %, welcher mit dem Phosphorgehalt der ganzen Zellen korreliert.

Phosphor- Phosphor-
Parameter geséttigte Zellen verarmte Zellen
P—-Gehalt der ganzen Zellen 3.1 0.5
[Gew. %]
Konzentrationsverhiltnisse 0/C 0.21 0.23
der Zellwandoberfliche N/C 0.040 0.044
[mol/mol] P/C 0.0047 0.0011

Tabelle 4.15: Konzentrationsverhéltnisse auf den Zellwandoberflichen von
Phosphor—geséttigten und —-verarmten Corynebakterien
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4.3.1.2. Oberflichenladung

Abb. 4.28 stellt die elektrophoretische Mobilitdt der Zellen als Funktion des pH-
Wertes dar. Es ergeben sich keine grofen Unterschiede zwischen beiden Zelltypen.
Der isoelektrische Punkt liegt zwischen 2.5 und 3. Bei hohem pH ergibt sich eine
negative Oberflichenladung, wie aus den Aktivitdtsversuchen (Kap. 4.2.1.)
bereits geschlossen wurde.
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Abb. 4.28: Elektrophoretische Mobilitit von Phosphor—gesittigten und
—-verarmten Corynebakterien

Eddy wund Rudin (1958) Dbeobachteten eine deutliche Abnahme der
Oberflichenladung bei Hefen infolge einer Phosphorverarmung. Amory et al.
(1988b) konnten die elektrophoretische Mobilitit von Hefen und Gram-negativen
Mikroorganismen mit deren Phosphorgehalt der Zellwand korrelieren. Die Anderung
der Ladung der Gram-positiven Corynebakterien ist dagegen vergleichsweise
klein.

Die anlonischen Gruppen auf der Oberfliche von Phosphor-gesittigten und

~verarmten Zellen sind vermutlich nicht identisch. Nach Rélla (1976), Wicken
(1985) und Naumova (1985) sind bei Gram-positiven Mikroorganismen die
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Teichon- und Teichuronsduren auf der Zellwand fiir deren Ladungen
verantwortlich. Diese beiden Substanzklassen wurden auch in coryneformen
Bakterien, Arthrobacter sp. (Naumova, 1985) und Corynebacterium poinsettiae
(Rogers et al., 1980) gefunden. Teichonsiuren, die 30 - 50 % von gereinigten
Zellwandfraktionen ausmachen (Lambert et al., 1977), bestehen aus Glycerin-
oder Ribitol-Phosphat-Polymerketten mit verschiedenen Zuckern und Alanin in
den Seitenketten (s. Abb. 4.29a). Teichuronsduren sind wie die Teichonsiuren

a)

<|3®
—=0=CH,~CH—CH;~0—P—~
OR o

R = H, D-Alanin oder Glucose

b)
coo® CH,0H
o Ho/—O
OH o —_——
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H,C—~OR
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H—- --o—cn,—?n—-cn,— o-'r"-- ~—O0—CH, OR
AlaO ) 00— CH: St
28 le)
OH
HO on \q
HO HO
OH
Ala = D-Alanin R = Langkettige Fettsdure

Abb. 4.29: Chemische Strukturformeln der Teichon-, Teichuron— und

Lipoteichonsduren

a): Teichonsdure (Glycerin—-Phosphodiester—Polymer); (Ellwood und Tempest, 1972)

b): Teichuronsidure (Glucuronsiure—-N-Acetylgalactosamin—Polymer); (Ellwood und
Tempest, 1972)

¢): Lipoteichonsédure von Staphylococcus aureus (Glycerin—Teichonsdure mit
Glycolipid); (Lambert et al., 1977)

Die dissoziierfahigen Protonen sind eingekreist
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anionische Polymere, die anstelle der Phosphatgruppen Carboxylgruppen enthalten
(s. Abb. 4.29b). Ellwood und Tempest (1972) konnten nachweisen, dap bei
Phosphorverarmung von Bacillus subtilis var. niger die Biosynthese der
Teichonsiuren sofort eingestellt wird und diese durch Teichuronsiuren ersetzt
werden. Es ist daher anzunehmen, dap der anionische Charakter der Phosphor-—
geséittigten Zellen durch die Phosphodiestergruppen der Teichonsiuren und der
Phosphor-verarmten Zellen durch die Carboxylgruppen der Teichuronsiuren
zustande kommt. Die unterschiedlichen pKs—Werte dieser Gruppen und deren
Konzentration auf der Oberfliche der Zellen koénnten fiir die leicht
unterschiedlichen Verldufe der elektrophoretischen Mobilitdt verantwortlich sein.

4.3.1.3. Hydrophobizitit

In Tabelle 4.16 sind Daten von einigen Mikroorganismen zusammengestellt, welche
die Hydrophobizitdt ihrer Zellwandoberfliche beschreiben. Die Mikroorganismen
wurden, wie in den ersten drei Reihen angegeben, in drei Klassen eingeteilt
(Mozes and Rouxhet, 1987). Im Vergleich dazu sind die Ergebnisse der Phosphor-
gesittigten und -verarmten Corynebakterien aufgefiihrt. Die Phosphor—verarmten
Zellen sind als hydrophil einzustufen, wie aus den Aktivitdtsversuchen (Kap.
4.2.1.) Dbereits geschlossen wurde. Die Phosphor-gesattigten Zellen dagegen
weisen eine deutlich hydrophobere Oberfiiche auf.

Mikroorganismus Kontaktwinkel Hydroph. Chromatographie Qualitative
[Grad] [% Riickhaltung] Klassifizierung
H3 L7
M. pollinis >90 100 40 sehr hydrophob
E. aerogenes 62 21 0
K. fragilis 63 100 0 hydrophob
K. oxytoca 50 25 0
S. carisbergensis 35 95 0
A. aceti 28 10 0 hydrophil
S. cerevisiae 26 12 0

C. glutamicum
(P-verarmt) 28 45 2 hydrophil
(P-gesittigt) 45 95 0 hydrophob

Tabelle 4.16: Klassifizierung der Hydrophobizitdt von verschiedenen

Mikroorganismen
H3: Messung in 4 M NacCl, pH 8
L7: Messung in Wasser, pH 7
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Fiir die Hydrophobizitit der Zellwdnde von Streptococci sp. Gruppe A werden
mapgeblich die Lipoteichonsiduren verantwortlich gemacht (Miérner et al., 1983).
Diese Substanzklasse scheint in fast allen Gram-positiven Bakterien
vorzukommen (Christensen et al., 1985) und macht bei Streptococcus mutans etwa
1 - 2 % der gesamten Zellmasse aus (Markham et al., 1975). Der hydrophile Teil
der Molekiile besteht aus Glycerinteichonsdureketten, die an einem Ende mit
hydrophoben Glycolipiden verbunden sind (s. Abb. 4.29c). Lipoteichonsiuren
werden h#ufig mit Adh#sionsphinomenen von Mikroorganismen in Zusammenhang
gebracht (Rolla, 1976; Jones, 1984; Christensen et al., 1985; Wicken, 1985). Nach
Wicken und Knox (1980) scheiden viele Mikroorganismen (unabhingig von
Lysevorgédngen) Lipoteichonsduren in signifikanten Mengen aus. Die Biosynthese
der Lipoteichonsduren wird, &hnlich wie bei den Teichonsiuren, eingestellt,
sobald die Mikroorganismen unter Phosphatmangel stehen (Ward, 1981). Es ist
daher anzunehmen, daPf die unterschiedliche Hydrophobizitit der Phosphor—
gesittigten und -verarmten Corynebakterien auf die Anwesenheit bzw.
Abwesenheit der Lipoteichonsiduren zuriickzufiihren ist.

4.3.2. Flockulationseigenschaften der
Mikroorganismen

Da fiir eine mehrschichtige Adsorption von Mikroorganismen auf festen
Oberflidchen die Zell-Zell-Wechselwirkungen entscheidend sind, wurden
Flockulationsversuche angestellt.

Es zeigte sich, dap zur Flockulation in Fermentationsfliissigkeit suspendierte
Zellen mehr anionisches Flockulationsmittel bendtigen als in Wasser suspendierte
Zellen. Durch die vergleichsweise hohe Ionenstirke der Fermentationsfliissigkeit
wird offenbar ein Teil der Ladung des Flockulationsmittels abgeschirmt und damit
wirkungslos. Die Ladung der Mikroorganismen und die Ionenstirke des Mediums
sind daher wichtige Faktoren.

In Abb. 4.30 ist das Flockulationsverhalten von unlimitiert bzw. Schwefel-
limitiert aufgezogenen Mikroorganismen mit unterschiedlichem Phosphorgehalt
dargestellt. Es ergeben sich die typischen Flockulationskurven (s. Kap. 2.4.5.).
Phosphor-reiche Corynebakterien bendtigen, unabhéngig von den
Aufzuchtbedingungen, jeweils weniger Flockulationsmittel, d.h. sie flockulieren
leichter, als Phosphor-verarmte. Dieser Zusammenhang wird durch Abb. 4.81
anhand von Ergebnissen  mehrerer Versuche verdeutlicht. Uber dem
Phosphorgehalt der Corynebakterien sind die DEAE-Konzentrationen, welche
maximale Flockulation der Zellen bewirken, aufgetragen. Es zeigt sich eine klare
Korrelation jeweils fiir unlimitiert und Schwefel-limitiert aufgezogene
Mikroorganismen. Der Grund fiir den Unterschied zwischen beiden Zelltypen ist
nicht klar. Vermutlich existieren neben dem Phosphorgehalt noch weitere
Faktoren, welche die Flockulationseigenschaften der Zellen beeinflussen. So
flockulieren Corynebakterien, welche in Vollmedium (Schiittelkolben, O2-
Limitation!) aufgezogen wurden, bei besonders geringen DEAE-Dextran-—
Konzentrationen. Ein EinfluB von verschiedenen Antischaummitteln auf die
Flockulation von C. glutamicum konnte nicht nachgewiesen werden.
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Abb. 4.30: Flockulation von Mikroorganismen unterschiedlicher Aufzucht in

Abhdngigkeit von der Konzentration des Flockulationsmittels (DEAE—-Dextran)
Aufzucht der Zellen im turbidostatisch geregelten Festbettumlaufreaktor mit

(a):
(b):

Die

Massenbilanz.

Medium Normal (s. Tab. 3.5)

Aufzucht im chemostatisch Schwefel-limitierten Festbettumlaufreaktor mit

Medium S-lim (s. Tab. 3.5)

Phosphatkonzentration der Medien und die Durchflufrate bzw. Zelldichte im
Reaktor wurden variiert. Der Phosphorgehalt der Zellen ergibt sich aus einer

-121-



S 0.8
=1
<)
.5‘
g 0.6
=
Q
N
g
0
g 0.4 _
=
B
b
[}
T
3]
< 0.2
a
w3 Zellmaterial aus Schwefel-limitierter Kultur
O & -8 Zellmaterial aus turbidostatisch unlimitierter Kultur
| | | | I | | |

l
1 12 14 16 1.8 2 22 24 26 28 3

Phosphorgehalt der Zellen [Gew. %]

Abb. 4.31: Einflup des Phosphorgehaltes der Zellen auf deren Flockulierbarkeit
(DEAE—-Dextran—Konzentration, bei der maximale Flockulation auftritt)

Die Ergebnisse der Flockulationsversuche beruhen auf unterschiedlichen
Oberflicheneigenschaften der Mikroorganismen. Die Phosphor—-gesittigten Zellen

da sie deutlich hydrophober sind als die Phosphor-verarmten Zellen (s. Kap.
2.4.2.). Die Oberflichenladung der Mikroorganismen hat keinen grofen Einflup auf
das unterschiedliche Flockulationsverhalten, da sie bei beiden Zelltypen etwa
gleich grop ist.

4.3.3. Adsorptionseigenschaften der
Mikroorganismen

Phosphor—geséttigte und —verarmte Zellen mit einem Phosphorgehalt von 3.1 bzw.
1.2 Gew. % wurden je in dest. Wasser bzw. 0.834 M NaCl-Lésung suspendiert und
einem Adsorptionstest (s. Kap. 3.2.11.) unterworfen. Die Menge der adsorbierten
Zellen pro g Glas ist in Abb. 4.32 iiber der Versuchszeit aufgetragen.
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Abb. 4.32: Adsorptionsverhalten von Phosphor—gesittigten (P—Gehalt: 3.1 Gew. %)

und Phosphor—verarmten Zellen (P-Gehalt: 1.2 Gew. %)
(a): Triamino—-funktionelles Glas nach Vorschrift 4, Kap. 3.3.1.
(b): DEAE-Dextran(P&L Standard)-behandeltes Glas n. Vors. 11
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0.34 M NaCl-Ldésung, eine wesentlich bessere Adsorption an Triamino-
funktionellen Glidsern als die Phosphor—-verarmten Zellen (Abb. 4.32a). Das
gleiche Verhalten wird bei DEAE-Dextran—-behandelten Sinterglasmaterialien
beobachtet (Abb. 4.32Db).

Die bessere Adsorption der Phosphor—geséttigten Mikroorganismen beruht offenbar
auf ihrer grépferen Hydrophobizitdt im Vergleich zu Phosphor-verarmten Zellen.
Triaminosilan und DEAE-Dextran sind Substanzen, die hydrophobe Gruppen
enthalten. Die Sinterglaskdérper erhalten durch die Behandlung mit diesen
Reagenzien eine insgesamt leicht hydrophobe Oberfliche. Dies konnte durch
Kontaktwinkelmessungen auf glatten, oberflichenbehandelten Glaspldttchen
nachgewiesen werden. Hydrophobe Wechselwirkungen der Trigerkérper mit den
Phosphor—geséttigten Corynebakterien fiihrten daher zu einer besseren
Adsorption. Auch eine mehrschichtige Adsorption, die von Wechselwirkungen
zwischen den Zellen beinfluft wird, ist bei Phosphor-gesittigten Zellen durch
ihre hydrophobere Oberfldche leichter mdglich.

Beide Zelltypen, Phosphor—gesittigte und —verarmte Corynebakterien, adsorbieren
an positiv geladenen Oberflichen in gréBerer Menge, wenn sie in 0.34 M NaCl-
Losung anstelle von Wasser suspendiert sind (s. Abb. 4.32a). Ein derartiger
Einflup der Ionenstirke des umgebenden Mediums auf die Adsorption wurde
bereits von Vijayalakshmi et al. (1979), Abbot et al. (1983) und Rouxhet et al.
(1987) beschrieben. Das Verhalten kann nur durch Zell-Zell-Wechselwirkungen
erkldrt werden: Die Mikroorganismen werden von den oberflichenbehandelten
Gldsern aufgrund der entgegengesetzten Ladungen elektrostatisch angezogen.
Wenn die Oberfliche des Tréigermaterials mit einer ersten Schicht
Mikroorganismen bedeckt ist, werden weitere Zellen von den bereits adsorbierten
Zellen durch ihre gleichartige Ladung abgestofen. Hattori und Hattori (1985)
fanden (bei physiologischen pH-Werten), daf die Adsorptionsrate besonders dann
stark verringert wird, wenn bereits viele Zellen adsorbiert sind. Die Stirke der
Abstopungskrédfte ist maBgebend fiir den minimalen Abstand der adsorbierten
Zellen voneinander, d.h. fiir die Dichte der Bedeckung der Trigeroberfliche.
Zugabe von Salzen in hoher Konzentration bewirkt eine Abschirmung der
Ladungen auf der Oberfliche der Mikroorganismen und damit eine Reduktion der
abstofenden Krifte (s. Kap. 2.4.1.). Damit koénnen die Zellen auf dem
Tréigermaterial in engerem Abstand zueinander adsorbieren. Diese Erkldrung wird
durch Experimente von anderen Autoren untermauert. Von Rouxhet et al. (1987)
wurde die Oberflichenladung der Zellen durch eine Vorbehandlung mit
kationischen Substanzen verringert. Daniels und Kempe (19668) und Hattori und
Hattori (1985) untersuchten den Einflup des pH-Wertes auf die Adsorption. Sie
fanden die stdrkste Bindung der Zellen an deren isoelektrischen Punkt, an dem
die Gesamtladung der Mikroorganismen gleich null ist und keine abstoBenden
elektrostatischen Kréfte zwischen ihnen existieren.

Die Ergebnisse der Adsorptionsversuche wurden durch qualitative Beobachtungen
im kontinuierlichen Festbettumlaufreaktor bestéitigt. Unter Phosphatmangel
blieben die Sinterglaskérper selbst nach wochenlangem Betrieb dem Augenschein
nach "sauber". Auf Phosphat-reichem Medium wurde dagegen innerhalb weniger
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Tage eine Ansammlung von Biomasse auf den Fiillkérpern sichtbar. In einem
Extremfall wuchs die gesamte Schiittung zu.

Abb. 4.33 zeigt den Verlauf einer Kkontinuierlichen Fermentation im
Festbettumlaufreaktor. In den ersten 70 Tagen des Versuches wurde Medium
Normal (s. Tab. 3.5) verwendet. Wegen des niedrigen Phosphatgehaltes dieses
Mediums bildeten sich Phosphor-verarmte Zellen aus. Die Raum-—Zeit—Ausbeute
betridgt etwa 65 g/1/d. Zu dem markierten Zeitpunkt wurde zus#itzlich Phosphat in
den Reaktor eingespritzt. Wegen der unter diesen Bedingungen giinstigeren
Adsorptionseigenschaften steigt die gebundene Biomasse und damit die Raum-
Zeit—Ausbeute auf ein hdheres Niveau von iiber 100 g/l/d an. Mit dem im
nichsten Kapitel beschriebenen Modell 1#pt sich eine aktive immobilisierte
Biomassekonzentration von etwa 17 gTS/1 vor und iiber 30 gTS/l nach
Phosphatzugabe abschidtzen. In Kap. 4.2.3. war fiir eine monozellulare Bedeckung
der gesamten Trégeroberfliche ein theoretischer Maximalwert von 5.6 gTS/l
berechnet worden. Es folgt, dap bei dem in Abb. 4.33 dargestellten Versuch
bereits vor Phosphatzugabe eine mehrschichtige Belegung der  Glasoberfliche
vorgelegen haben muf. Durch Phosphatzugabe konnte die Dicke des adsorbierten
Biomassefilms weiter gesteigert werden.
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Abb. 4.33: Einflup der Phosphatversorgung wachsender Mikroorganismen auf deren

Adsorptionsverhalten

Festbettumlaufreaktor mit 65 g Sinterglas (Raschigringe ¢ 7.7 mm) und 180 ml
Fliissigvolumen; Medium Normal (s. Tab. 3.5); Zu dem angegebenen Zeitpunkt
wurden 5 ml 1M KH2PO« eingespritzt
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von Flockulationsmitteln (z.B. DEAE-Dextran) keine Aggregation der Zellen auf.
Unter den Bedingungen einer kontinuierlichen Kultur jedoch wird eine
mehrschichtige Adsorption der Phosphor—-geséttigten Zellen auf der Oberfldche
der Trigerkoérper beobachtet. Dieser Unterschied ist durch die hohe Ionenstirke
der Fermentationsmedien, durch die Anwesenheit mehrwertiger Kationen
(Magnesium, Calcium) und womdglich durch Polymere, die von den Zellen selber
ausgeschieden werden, zu erkléren.

4.83.4. Steunerung der adsorbierten
Biomasse

In Kap. 4.1.2.4.2. konnte gezeigt werden, dap die spez. Produktbildungsrate
unabhingig vom Phosphorgehalt der Zellen ist. Weiterhin wurde deutlich, dap die
Wachstumsrate auch bei Bedingungen, die zu einer leichten Phosphorverarmung
der Zellen fithren, kaum gegeniiber Phosphor—geséttigten Zellen veréndert ist.

Das Flockulations— und Adsorptionsverhalten der Phosphor—-gesédttigten und
~verarmten Zellen ist dagegen deutlich verschieden. Diese Unterschiede beruhen
offensichtlich auf der verdnderten Hydrophobizitit der Zellwandoberflidche. Es ist
zu vermuten, dap Lipoteichonsiuren die Hydrophobizitdt der Phosphor-geséttigten
Corynebakterien ausmachen. Von Phosphor-verarmten Zellen werden diese
Substanzen wahrscheinlich nicht synthetisiert.

Bei den Aktivititsbestimmungen (Kap. 4.2.1.), den Flockulations— (Kap. 4.3.2.)
und Adsorptionsexperimenten (Kap. 4.3.3.) zeigte sich der wichtige Einflup der
elektrostatischen Krifte. Diese lassen sich durch pH, Ionenstirke und Gehalt an
mehrwertigen Kationen des umgebenden Mediums beeinflussen. Die
Oberflichenladung von Phosphor—gesiéttigten und -verarmten Corynebakterien
weicht nur wenig voneinander ab. Vermutlich werden die kationischen
Phosphodiester—Gruppen der Teichonsiduren bei Phosphatmangel durch Carboxyl-
Gruppen der Teichuronsduren ersetzt.

Aus diesen Ergebnissen 18Bt sich ein neues Konzept der in-vivo-
Adsorptionskontrolle durch die Kulturbedingungen entwickeln. Mit der
Phosphatkonzentration im Substrat bzw. dem Phosphorgehalt der Zellen kann
deren Hydrophobizitdt reguliert werden. Weiterhin lassen sich durch Variation der
Ionenstirke des Mediums und des Gehaltes an mehrwertigen Kationen die
elektrostatischen Krifte beeinflussen. Durch beide MaBnahmen ist eine gezielte
Steuerung des Adsorptionsverhaltens der Corynebakterien méglich. Wachstum und
Produktion werden nicht behindert. Um hohe Biomassekonzentrationen zu
erreichen, sind zu Beginn einer Fermentation gut adsorbierende, hydrophobe
Zellen mit geringen abstopBenden elektrostatischen Kréften vorteilhaft. Damit aber
die pordsen Trigermaterialien nicht zuwachsen und dadurch hohe
Diffusionswiderstinde entstehen, koénnte im Verlauf der Fermentation die
Hydrophobizitit der Zellen reduziert und die wirksame Oberfldchenladung erhéht
werden. :
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Das_Konzept der in-vivo—Adsorptionskontrolle durch die Kulturbedingungen lipt

sich _wahrscheinlich auch auf andere mikrobiologische Systeme iibertragen. Es ist
moglich, daB der beschriebene Phosphateffekt allgemein bei Gram-positiven
Bakterien auftritt, da diese offenbar generell Lipoteichonsfduren besitzen (s.0.).
Andere Effekte, die zu Anderungen der Oberflicheneigenschaften von
Mikroorganismen fiihren, sind denkbar. Die Ergebnisse dieses Kapitels (s. z.B.
Abb. 4.31; S.122) weisen darauf hin, dap auch bei Corynebakterien neben dem
Phosphorgehalt noch weitere EinfluBgropen existieren, mit denen das
Adsorptionsverhalten der Zellen gesteuert werden koénnte. Systematische
Untersuchungen mit anderen Mikroorganismen sind erforderlich.
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4.4. Modellierung der kontinuierlichen
L.eucinfermentation mit trager—
fixierten Zellen

In diesem Kapitel wird ein relativ einfaches Modell vorgestellt, mit dem die
Gleichgewichtszustinde eines kontinuierlichen Reaktors mit triagerfixierten Zellen
beschrieben werden kann.

Die Kinetik der Leucinbildung wurde bisher nicht in allen Einzelheiten
quantitativ untersucht (s. Kap. 4.1.1.3.). In Tabelle 4.8 (s. S. 74) sind jedoch
Anhaltswerte aus verschiedenen Messungen zusammengefafft. Ein Modell der
kontinuierlichen Leucinfermentation kann mit folgenden Ergebnissen aus Kap. 4.1.
strukturiert werden:

1) Der Glucoseverbrauch fiir das Wachstum der Zellen und fiir die Leucinbildung
sind unabhingig voneinander und addieren sich zum Gesamtverbrauch (s. Kap.
4.1.1.2.).

2) Der Ausbeutekoeffizient fiir Wachstum (gebildete Zellmasse/Glucosemenge,
welche ausschlieflich fiir das Wachstum aufgewendet wird) betridgt Yx/s =
0.38 gTS/g (s. Tab. 4.5; S.69).

3) Der molare Ausbeutekoeffizient fiir Produktbildung (gebildete Leucinmenge/
Glucosemenge, welche ausschlieplich fiir die Leucinbildung aufgewendet wird)
betrigt Yiss' = 1.3 mol/mol bzw. Yi/s = 0.86 g/g (s. Tab. 4.5).

4) Der molare Ausbeutekoeffizient fiir Produktbildung (Leucinmenge/Ketosdure-
menge) betrigt Yi/x' = 0.95 mol/mol bzw. Yi/e = 0.83 g/g (s. Tab. 4.5).

5) Das Wachstum ist nach einer Monod—Kinetik abhingig von der Glucose-
konzentration mit einer Monod-Konstanten von Ks = 0.2 g/l (abgeschidtzt aus
Batch-Versuchen, bei denen die Wachstumsgeschwindigkeit der Zellen und die
Glucosekonzentration im Medium verfolgt wurden).

6) Die maximale spez. Produktbildungsrate (Leucinmenge/Zellmasse/Zeit) betrigt
Pmax’ = 0.85 mmol/gTS/h bzw. pmex = 0.11 g/gTS/h (s. Tab. 4.8; S. 74). Die
spez. Produktbildungsrate ist nach einer Monod-Kinetik abhingig wvon der
Ketosdurekonzentration. Die Monod-Konstante hat einen Wert von etwa Kx' =
6 mM bzw. Kx = 1 g/l (abgeschitzt aus kontinuierlichen Versuchen, bei denen
die Ketosiurekonzentration im Medium, d.h. im Zulauf des Reaktors, variiert
und die Leucinbildung verfolgt wurde, s.a. Kap. 4.1.4.).

7) Der Einflup der Verweilzeit auf die spez. Produktbildungsrate (s. Kap.
4.1.1.3.2.) wird zunéchst vernachldssigt (Kinetische Daten liegen dazu noch
nicht vor). Er macht sich nur bei langen Verweilzeiten bzw. geringen
Durchflupraten bemerkbar (s. a. Kap. 4.5.1.2).
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8) Die tatsdchliche Menge der immobilisierten Zellen und deren spez. Aktivitit
im gebundenen Zustand sind meBtechnisch schwer zugingliche GrdéBen. Der
Beitrag der trégerfixierten Mikroorganismen zur Gesamtproduktivitit des
Reaktors wird daher in Form einer "aktiven immobilisierten
Biomassekonzentration" Xi beriicksichtigt. Diese Definitionsgréfe reprisentiert
den aktiven Anteil der tatsdchlich auf den Trigerkérpern gebundenen
Biomasse bzw. deren durchschnittliche Aktivitdt. X3 wird mathematisch wie die
nicht immobilisierte, frei suspendierte Biomasse behandelt. Auf den
Tragerkorpern nachwachsende Zellen werden vollstindig in die
Fermentationsfliissigkeit abgegeben. Die Gréfe Xi ist unabhingig von der
Durchflufrate D. Im n#chsten Kapitel 4.5. wird theoretisch dargelegt, dap
diese Annahme zul#ssig ist und dap die Aktivitdt der gebundenen Biomasse
durch Xi sinnvoll erfapt werden kann.

9) Bei den kontinuierlichen Fermentationsversuchen wurde der pOz durch die im
Anhang A.5 beschriebene Regelung (unabhidngig von der Durchfluprate) stets
auf gleicher HOhe gehalten. Da der Einflufp der Sauerstoffkonzentration also
als konstant angenommen werden kann, braucht er modellmidBig nicht erfapt
zu werden, sonden ist letztlich in der Gréfe Xi mit beriicksichtigt. Der
Zusammenhang zwischen der Sauerstoffkonzentration wund der aktiven
immobilisierten Biomassekonzentration Xi wird im nidchsten Kapitel quantitativ
beschrieben.

Aus der Bilanz der Zellmasse folgt fiir den stationiren Fall:

D-X = p(X+Xi) [g/1/h] (Gl. 4.3)

mit D Durchflufrate [1/h]
Konzentration der frei suspendierten Biomasse [gTS/l1}
Konzentration der aktiven immobilisierten Biomasse [gTS/1}

Wachstumsrate {[1/h]

B M
L |

Bilanz fir Glucose:

D-(So-8) = n(X+X1)/Yx/s + p-(X+X1)/Yiss [g/1/h] (Gl. 4.4)

mit Seo Glucosekonzentration im Zulauf [g/1]
S Glucosekonzentration im Reaktor [g/l]
Yx/s = Zellertrag bezogen auf den Glucoseverbrauch fiir das Wachstum [g/g]

Yiu/s = Leucin—-Ausbeute bezogen auf den Glucoseverbrauch fiir die
Produktbildung [g/g]
P = Spez. Produktbildungsrate [g/gTS/h]

Der Erhaltungsstoffwechsel der Mikroorganismen ist nicht beriicksichtigt, da er
nur bei sehr kleinen Durchflupraten in Erscheinung tritt, die fiir die
Leucinproduktion irrelevant sind.
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Abb. 4.34: Modellierung der Leucinfermentation in kontinuierlicher Kultur mit

trigerfixierten wachsenden Mikroorganismen

Raum-Zeit—Ausbeute bezogen auf Leucin. Die herausgehobene Kurve fiir X3 = 18
gTS/1 entspricht der Modellanpassung von Abb. 4.36; Parameter: Aktive
immobilisierte Biomassekonzentration Xi (s. Text); Modellparameter s. Abb. 4.36

D:Le = p-(X+Xi) [g/1/h] (Gl. 4.5)
mit Le = Leucinkonzentration [g/1]

Die Bilanz fiir Ketosidure kann ersetzt werden durch folgende stdéchiometrische
Gleichung:

K = Ko = Le/Yiix lg/1 (Gl. 4.6)
mit K = Ketosaurekonzentration im Reaktor [g/l]

Ko = Ketosdurekonzentration im Zulauf [g/1]

Yu/x = Leucinausbeute bezogen auf den Ketosdureverbrauch [g/g]
Wachstumskinetik:
1 = Hmax-S/(8+Ks) [1/h] (Gl. 4.7)
mit pmax = Maximale Wachstumsrate [1/h]

Ks = Monod-Konstante fiir Glucose [g/1]

Produktbildungskinetik:
P = Pmax-K/(K+Kx) [g/gTS/h] (Gl. 4.8)

mit pmax = Maximale spez. Produktbildungsrate [g/gTS/hl]
Kx Monod-Konstante fiir Ketosdure [g/1]

Das Gleichungssystem kann nur iterativ gelést werden. Das verwendete Fortran
77 — Programm und ein Programmablaufplan sind im Anhang A.10 beigefiigt. Es
berechnet die Konzentration der frei suspendierten Biomassekonzentration X, die
Leucinkonzentration Le, die Raum-Zeit—Ausbeute Le-D und die Glucose— und
Ketosdurekonzentration S bzw. K, in Abhédngigkeit von der variablen
Durchfluprate D. Fiir die Parameter Yx/s, Yi/s, Yi/k, Pmax, Ks und Kx werden
die oben angegebenen, in unabh#ngigen Versuchen bestimmten bzw. abgeschitzten
Werte eingesetzt. Die Glucose— und Ketosiurekonzentration im Zulauf Se und Ko
sind durch das verwendete Medium vorgegeben. Die unbekannte Grope Xi wird
gewdhlt und wihrend eines Rechnerdurchlaufs konstant gehalten.
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In Abb. 4.34 sind die nach diesem Modell errechnete frei.  suspendierte
Biomassekonzentration X, die Raum-Zeit-—Ausbeute Le.D, die Leucin- Le, die
Glucose— S und die Ketosdurekonzentration K iiber der Durchfluprate D in
Abhéngigkeit von der jmmobilisierten Biomassekonzentration Xi (Parameter)
aufgetragen. Die verwendeten Modellkonstanten wurden von Abb. 4.36
Ubernommen und sind dort in der Unterschrift angegeben.

Die Kurven fiir Xi = O entsprechen einer Kultur ohne Zellriickhaltung. Der
Auswaschpunkt ist durch die maximale Wachstumsrate jmax der Mikroorganismen
charakterisiert (s. Kap. 2.2). Fiir Kulturen mit Zellrlickhaltung (Xi > 0) kann aus
Abb. 4.34 gefolgert werden:

1) Ein Auswaschen der Kultur ist nicht mdglich.

2) Der Abfall der frei suspendierten Biomassekonzentration X wird bei
Durchflupraten erreicht, die iiber der maximalen Wachstumsrate pmax liegen
und die mit Xi ansteigen. So ist z.B. bei Xi = 10 g/1 und einer Durchfluprate
von D = 0.15/h mehr Biomasse im Reaktor in frei suspendierter (X = 17
gTS/1) als in gebundener Form vorhanden, obwohl D oberhalb der maximalen
Wachstumsrate umax liegt.

3) Die Raum-—Zeit—Ausbeute nimmt bei 2zunehmendem Xi immer héhere
Maximalwerte an, die bei entsprechend gesteigerten Durchflufraten erreicht
werden. Bei niedrigen Durchflupraten n#hern sich alle Kurven einer
Ursprungsgeraden (y = Ko-Yi/x-D) asymptotisch an.

4) Bei zunehmendem Xi stellt sich ein immer breiteres Maximum der Raum-—Zeit-
Ausbeute ein. Die Kultur wird daher immer unempfindlicher gegeniiber
Schwankungen der Durchflufrate.

In Abb. 4.35 ist die Raum-Zeit—Ausbeute fiir X3 = 0, 10, 18 und 30 gTS/1 iiber
dem Umsatz (bezogen auf Ketosdure) aufgetragen. Es ist zu erkennen, dap
unabhingig von Xi die maximale Raum-Zeit-Ausbeute bei einem Umsatz von etwa
76 % erreicht wird. Bei gleicher Raum-Zeit—Ausbeute kann mit steigendem Xi ein
hoherer Umsatz erzielt werden. Gestrichelt ist eine Kurve fiir X3 = 18 gTS/l und
B = 0 wiedergegeben. Sie représentiert einen Reaktor mit vollstindig ruhenden
Zellen. Im Vergleich zu wachsenden Zellen (X1 = 18 gTS/l, p = 0.1/h) wird bei
einem Umsatz > 0.75 nur etwa die H&lfte der Raum-Zeit—Ausbeute erreicht, da
der Beitrag der frei suspendierten Zellen zur Produktion fehlt (s.a. Kap. 4.2.3.).

In Abb. 4.36 sind MePwerte einer turbidostatisch geregelten, kontinuierlichen
Fermentation im Festbettumlaufreaktor mit 70 g Sinterglas (Kugeln ¢ 38 mm) und
135 ml Reaktorvolumen iiber der DurchflupPrate aufgetragen. Die Werte wurden in
einem Zeitraum von 55 Tagen aufgenommen. Die hydrodynamischen Verh#ltnisse
(Begasungsrate: 0.6 vvm; Umpumprate: 7.9/min) und der pOz (15 % Oz-S#ttigung)
wurden wihrend des ganzen Versuches konstant gehalten. Es kam Medium Normal
(s. Tab. 3.56) zum Einsatz. Die Glucose— und Ketosiure—Konzentration wurden auf
75 g/l bzw. 30 g/1 erhdht, um einen mdéglichst grofen Bereich der
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Abb. 4.35: Einflup der aktiven immobilisierten Biomassekonzentration Xi und der
Wachstumsrate auf Raum-Zeit—Ausbeute (bezogen auf Leucin) und Umsatz
(bezogen auf Ketosdure)

Durchgezogene Linien: Modellparameter wie Abb. 4.36; Gestrichelte Linie: X3 = 18

gTS/1, Modellparameter wie Abb. 4.36, jedoch Wachstumsrate p = 0 (ruhende
Zellen)

Durchflufrate ohne Substratlimitierung abfahren zu kénnen. Der Reaktor wurde
die ersten sechs Tage mit 2 g/l KHzPO4 betrieben. Die Zellen besitzen unter
diesen Bedingungen eine hydrophobe Zellwand und bilden einen Biomassefilm auf
den Trégerkérpern. AnschlieBend wurde die Phosphat(KHzPO4)-Konzentration im
Medium auf 1 g/l herabgesetzt, um die Menge der adsorbierten Biomasse wihrend
der restlichen Versuchszeit méglichst konstant zu halten.

Die durchgezogenen Linien in Abb. 4.36 repidsentieren eine Modellrechnung. Fiir
die Parameter Yx/s, Yi/s, Yi/x, Dmax, Ks und Kx wurden die am Anfang dieses
Kapitels angegebenen konstanten Werte eingesetzt. Die Glucose- und Ketosiure-—
Konzentration im Zulauf wurde mit der durchschnittlichen Verdiinnung des
Mediums durch Titrationsmittel (NaOH) korrigiert (=> So = 70 g/l; Ko = 28 g/l).
Fiir die maximale Wachstumsrate pmax konnte unter Beriicksichtigung des relativ
hohen osmotischen Druckes des Mediums ein Wert von 0.1/h angenommen werden.
Als einziger Anpassungsparameter diente die unbekannte immobilisierte
Biomassekonzentration Xi. Sie wurde fiir eine mdglichst gute Beschreibung aller
Mefpunkte empirisch variiert. Es ergibt sich ein Wert von X1 = 18 g/l.
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Abb. 4.36: MeBwerte (Symbole) und Modellrechnung (durchgezogene Linien) einer
kontinuierlichen Fermentation

Turbidostatisch geregelter Festbettumlaufreaktor; 70 g Sinterglas (Kugeln ¢ 3
mm); 135 ml Reaktorvolumen; pOz = 15 % Oz—-Sittigung; 1.15 bar Reaktorinnen-
druck; Die aktive immobilisierte Biomassekonzentration wurde mit Xi = 18 gTS/1
an die MeBwerte angepapt; Modellparameter: Soe = 70 g/1; Ko = 28 g/1; Yx/s =
0.38 g/g; Yurs = 0.86 g/g; Yk = 0.83 g/g; max = 0.1/h; pmax = 0.11 g/gTS/h;
Ks = 0.2 g/l; Ks = 1 g/l

Wie Abb. 4.36 2zeigt, lassen sich die Versuchsergebnisse bei Durchflufraten
> 0.23/h sehr gut mit dem Modell beschreiben. Offenbar ist die aktive
immobilisierte Biomassekonzentration X1 tatsichlich iiber den langen
Versuchszeitraum von 5§55 Tagen konstant geblieben. Bei geringeren
Durchflupraten sind leichte Abweichungen der Modellrechnungen von den
Messungen bei der Leucinkonzentration und der Raum-Zeit—Ausbeute zu
verzeichnen (s. dazu Kap. 4.5.1.2.). Das Modell kann zur Voraussage des
Reaktorverhaltens und zur Bestimmung der aktiven immobilisierten Biomasse-
konzentration Xi genutzt werden.

Wird der Wert X3 = 18 g/l auf die eingesetzte Sinterglasmenge bezogen, errechnet
sich eine Biomassebeladung von 34.7 mgTS/gGlas. Durch das Aufwachsen wurden
also héhere Werte erreicht als durch die rein physikochemische Adsorption bei
den Versuchen in Kap. 4.2.2. (maximal 10 mgTS/gGlas). Es ist anzunehmen, dap
eine mehrschichtige Belegung der Glasoberfldche mit Zellen vorliegt.
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4.5. Stofftransport in den Triagerkdrpern

Der Stofftransport in mit Mikroorganismen bewachsenen pordsen Trégerkorpern
wurde bisher nicht systematisch erforscht (Klein und Ziehr, 1987). In Abb. 4.87
sind die zu erwartenden Transportvorgdnge schematisch dargestellt. Man mup
unterscheiden zwischen Stofftransport durch:

1) Konvektion (strémende Fermentationsfliissigkeit)
2) Filmdiffusion (in der unbewegten Fermentationsfliissigkeit)
3) Porendiffusion (im Biomassefilm)

Transportwiderstinde in der von Medium umstrémten &duferen Grenzschicht der
Tragerkdrper konnen vernachlidssigt werden, wenn die Relativgeschwindigkeit
Fest—Flissig > 1 cm/sec (Sherwoodzahl > 10) betrdgt (Kasche und Buchholz,
1979). In den eingesetzten Reaktoren wird dieser Wert etwa um den Faktor 9 -
12 iibertroffen.

Zum Stofftransport im Sinterglas liegen keine eigenen MeBergebnisse vor. In
diesem Kapitel sollen daher anhand von vereinfachenden Modellen folgende
Fragen theoretisch abgeschitzt werden:

1) In welcher Grépenordnung liegt die maximale Dicke des aktiven, d.h.
ausreichend mit Substrat versorgten Biomassefilms? Welche Konsequenzen
ergeben sich daraus?

2) Welches Substrat ist aufgrund von Transportwiderstinden im Sinterglas als
erstes limitierend und bestimmt damit die Gesamtaktivitidt der Immobilisate?

3) Gibt es Zustinde, bei denen Transporthemmungen bei anderen
Substratbestandteilen wirksam werden?

4) Welche aktive immobilisierte Gesamtbiomassekonzentration 14Bt sich aufgrund
eines angenommenen rein diffusiven Stofftransports errechnen?

5) Gibt es neben diffusiven Stofftransportvorgingen im Sinterglas auch einen
konvektiven Anteil?

4.6.1. Transportwiderstand im
Biomassefilmm

In erster Ndherung sei zunfchst angenommen:
1) Der Transportwiderstand im Biomassefilm ist dominierend.

2) Die Konzentrationen auf der Oberfliche des Biomassefilms sind gleich den
entsprechenden Konzentrationen in der freien Fermentationsfliissigkeit.
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Abb. 4.37: Schematische Darstellung des Stofftransportes in mit Mikroorganismen

bewachsenen pordsen Trigerkdrpern

(1): Stofftransport durch Konvektion

(2): Stofftransport durch Diffusion in der nicht bewegten Fermentationsfliissigkeit
innerhalb der Poren

(3): Stofftransport durch Diffusion im Biomassefilm

Transportwiderstinde in der von Medium umstrémten AduBeren Grenzschicht der

Trigerkdrper kénnen vernachlissigt werden (s. Text)

4.5.1.1. Diffusion von Sauerstoff im Biomassefilm

Abb. 4.38 zeigt den qualitativen Verlauf der Sauerstoffkonzentration Os und der
spez. Sauerstoffaufnahmerate der Mikroorganismen q in einem Biomassefilm.
Dieser ist unterteilt in einen aktiven, d.h. ausreichend mit Sauerstoff versorgten
Teil nahe der Flissigkeitsoberfliche und eine méglicherweise vorhandene
inaktive Schicht nahe der Glasoberfliche, die nicht mit Sauerstoff versorgt wird.
Da nur mit Sauerstoff versorgte Zellen zur Leucinbildung beitragen (s. Kap.
2.1.6.), beziehen sich alle weiteren Uberlegungen nur auf den aktiven Teil des
Biomassefilms (s. a. Andrews, 1982).
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Abb. 4.38: Verlauf der Sauerstoffkonzentration Os und der spez.
Sauerstoffaufnahmerate der Mikroorganismen q in einem ebenen Biomassefilm

Der Verlauf der Sauerstoffkonzentration in einem ebenen Biomassefilm kann nach
folgendem Gesetzt (Ableitung aus der Massenbilanz s. Anhang A.11) fir
eindimensionale stationire Diffusion berechnet werden (s. Abb. 4.38):

d20s Oe-q
= (Gl. 4.9)
dzs? De,o
mit Os = Sauerstoffkonzentration im Biomassefilm [mmol/1}
Zs = Lingenkoordinate senkrecht zum Biomassefilm mit dem Nullpunkt an
der Grenzfliche zur Fermentationsfliissigkeit [mm]
op = Zelldichte im Biomassefilm [gTS/cm?3 ]
De,o = Effektiver Diffusionskoeffizient fiir Sauerstoff im Biomassefilm
{ecm2/sec]
q = Spez. Sauerstoffaufnahmerate [mmol/gTS/h}]

Es wird mit einer konstanten spez. Sauerstoffaufnahmerate gerechnet (Reaktion
0. Ordnung; s. Abb. 4.38), da die kritische Sauerstoffkonzentration sehr niedrig
ist (s. Kap. 4.1.1.3.3). Unter dieser Voraussetzung ist die Differentialgleichung 2.
Ordnung analytisch l6sbar. Eine probeweise durchgefiihrte numerische Ldsung
einer Monod-Kinetik (Verfahren nach Kap. 4.5.1.2.) fiihrte zu nur unwesentlich
unterschiedlichen Ergebnissen.
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Mit den Randbedingungen (s. Abb. 4.38):

Os(zp=0) = Omo

dOs
(zp=Llo) = 0
dzs
mit Ose = Sauerstoffkonzentration auf der Oberfliche des Biomassefilms bzw. in
der freien Fermentationsfliissigkeit [mmol/1]
Lo = Dicke des aktiven Biomassefilms [mm}
folgt:
Or-q Or-q-Lo
O = -zt — ——.zg + Oso {mmol/1} (Gl. 4.10)
Z-De,o De,o

Die Dicke des mit Sauerstoff versorgten aktiven Biomassefilms Lo errechnet sich
. fir Os(zs=Lo) = 0 zu:

2-De,0-On0
Lo = \l‘——'—-——— {mam] (Gl. 4.11)
88-q

Die Dicke des aktiven Biomassefilms Lo steigt also mit der Quadratwurzel der
Sauerstoffkonzentration Ose in der Fermentationsflﬁséigkeit an. Fir eine
quantitative Berechnung am Beispiel des in Abb. 4.36 (s. S. 134) dargestellten
Versuches lassen sich folgende Parameter einsetzen:

1) In graduierten Zentrifugenréhrchen wurde die Sedimentationsdichte von C.
glutamicum mit dp_=.0.17. 2TS/cm® bestimmt und als Maf fiir die Dichte der
Zellen im Biomassefilm {ibernommen. Ahnliche Werte kdonnen aus rasterelektro-
nenmikroskopischen Aufnahmen abgeschidtzt werden. Die Zellen sind im
Biomassefilm gleichmédpig verteilt (Karel et al., 1985).

2) Furui und Yamashita (1985) haben den effektiven Diffusionskoeffizienten fiir
Ammoniumfumarat in Polyacrylamid-Gel mit und ohne Zellen (E. coli)
vermessen. Sie fanden eine lineare Reduktion in Abhingigkeit von der
Zelldichte von etwa 12.5 % pro 0.1 gTS/cm2 Wird die gleiche Reduktion des
effektiven Diffusionskoeffizienten fiir Sauerstoff in einem Biomassefilm
angenommen, so erreichnet sich aus dem Diffusionskoeffizienten in reinem
Wasser (1.9.10-% cm2?/sec) mit der oben angegebenen Zelldichte (88 = 0.17
gTS/cm?®): Deo. =_1.5-107%3  cm2/sec. Bailey und Ollis (1986) geben den
gleichen Wert fiir Bakterienfilme in Drehrohrreaktoren an. Karel et al. (1985)
recherchierten gemessene Diffusionskoeffizienten in Biomassefilmen aus der
Literatur. Fiir Oz sind Werte im Bereich von 20 - 104 % relativ zum
Diffusionskoeffizient in Wasser zu verzeichnen. Die verhidltnisméBig geringe
Erniedrigung des Diffusionskoeffizienten bei Anwesenheit von Mikroorganismen
ist nur unter der Annahme erklidrbar, dap Sauerstoff auch durch die Zellen
hindurch diffundiert (Libicki et al., 1988; Ho und Ju, 1988).
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3) Die mittlere Sauerstoffaufnahmerate sei q = 10 mmol/gTS/h (s. Tab. 4.8)

4) Der pOz wurde bei dem Versuch auf einen konstanten Wert von 15 % Oz-
Sittigung geregelt (s. Abb. 4.36). Die Sauerstoffkonzentration in der freien
Fermentationsfliissigkeit betrdgt dann bei 1.15 bar Reaktorinnendruck Opo =
0.173 mmol/1.

Unter diesen Bedingungen errechnet sich die Dicke des mit Sauerstoff versorgten
Biomassefilms zu:

Lo = 0.033 mm

Es konnen demnach nur etwa 30 iibereinander liegende Zellschichten ausreichend
versorgt werden. Die Annahme eines ebenen Biomassefilms (d.h. die
Vernachlidssigung von Kriimmungsradien) ist bei dieser geringen Schichtdicke
zuléssig.

Biryukov und Tarasova (1973) und Wuhrmann (1964) geben fiir Myzelflocken bzw.
Belebtschlammflocken &hnlich geringe aktive Schichtdicken von Le < 0.2 mm an.
Shinmyo et al. (1982) immobilisierten Bacillus amyloliquefaciens in Gelpartikel.
Nach einiger Zeit fanden sie lebensfihige Zellen nur in einer 0.056 mm dicken
Randschicht. Die in den aufgefiihrten drei Arbeiten verwendeten Mikroorganismen
besitzen vermutlich eine geringere spez. Sauerstoffaufnahmerate als
Corynebacterium glutamicum.

Die oben beschriebene Rechnung verdeutlicht, warum die publizierten Arbeiten
iiber die AminosAureproduktion mit Gel-immobilisierten coryneformen Bakterien
(s. Tab. 1.2; S. 6) nicht zum Erfolg gefiihrt haben. Von den bei diesen Arbeiten
eingesetzten Gel—-Partikeln mit einem Durchmesser 2 1 mm wird nur eine sehr
diinne &uPBere Schicht ausgenutzt. Zur ausreichenden Sauerstoffversorgung der
Mikroorganismen sind also moglichst grofe Oberflichen anzustreben, die nur
durch pordse Tragerkodrper bereitgestellt werden kénnen.

Abb. 4.39 weist den Einflup der Sauerstoffkonzentration in der freien
Fermentationsfliissigkeit auf die aktive immobilisierte Biomassemenge
experimentell nach. Zu der markierten Zeit wurde der pOz im Reaktor von 10 auf
20 % Oz—Siattigung angehoben. Mit einer Verzdégerung von etwa 3 Tagen, die als
Zeit filir den Aufbau eines dickeren Biomassefilms interpretiert werden kann,
steigt die Raum-Zeit—Ausbeute von etwa 50 g/l/d auf ein deutlich hdéheres
Niveau von etwa 72 g/l/d an. Der Reaktor wurde unter Bedingungen betrieben,
unter denen die Mikroorganismen eine leicht hydrophobe Zellwand ausbilden.

Mit dem in Kap. 4.4. beschriebenen mathematischen Modell kann die aktive
immobilisierte Biomassekonzentration berechnet werden. Es ergibt sich ein
Xi = 14.3 bzw. 22.4 gTS/1 fiir 10 bzw. 20 % Oz—-Sittigung (s.a. nidchstes Kapitel).
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Abb. 4.39: Einflup von pOz, Thiamin und Temperatur auf Durchflufrate und
Raum-—Zeit—Ausbeute

Festbettumlaufreaktor; 66 g Sinterglas (Raschigringe ¢ 7-7 mm); Reaktorvolumen
190 ml; Turbidostatisch geregelte Zelldichte OD ~ 28; Medium Normal (s. Tab. 3.5)
(1): Geregelter pOz von 10 auf 20 % Sauerstoffsittigung

(2): Wechsel von Medium ohne Thiamin auf Medium mit Thiamin (s. Kap. 4.1.3.3.)
(3): Temperatur von 30 auf 33.5°C (s. Kap. 4.1.2.1.)

(4): Temperatur von 33.5 auf 35°C

(6): Temperatur von 35 auf 36°C

(6): Temperatur von 36 auf 36.8°C

(7): Temperatur von 36.8 auf 37.3°C
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4.5.1.2. Diffusion von gelosten Medienbestandteilen im Biomassefilm

In Abb. 4.36 (S. 134) wurden von dem Modell bei Durchflupraten von D = 0.15 -
0.23 1/h etwas zu hohe Werte fiir die Leucinkonzentration und die Raum-Zeit-
Ausbeute errechnet. Die beschriebenen Abweichungen treten bei Durchflufraten
auf, bei denen sich niedrige stationdre Substratkonzentrationen in der
Fermentationsfliissigkeit einstellen. Einfliisse werden bei der Leucinbildung, nicht
jedoch beim Wachstum beobachtet. Es 1ist daher zu priifen, ob in dem
adsorbierten Biomassefilm die Ketosdure aufgrund von Diffusionswiderstinden auf
limitierende Konzentrationen (im Bereich der Monod-Konstante Kg) abfillt.

Zur Berechnung des Konzentrationsverlaufes der Ketosiure wird wieder von einem
ebenen Biomassefilm ausgegangen und ein Diffusionsgesetz analog zu (Gl. 4.9)
verwendet. Der Ketosiureverbrauch ist stdéchiometrisch (iiber Yi,k) mit der spez.

Produktbildungsrate p korreliert und muPp in Form einer Monod-Kinetik angesetzt
werden:

d2Ks OB Pmax Ks

= . . (Gl. 4.12)
dzs? De,x Yi/x Kp+Kx

mit Ks = Ketosdurekonzentration im Biomassefilm [g/1]
ZB Lidngenkoordinate senkrecht zum Biomassefilm mit dem Nullpunkt an
der Grenzfliche zur Fermentationsfliissigkeit {mm]

OB = Zelldichte im Biomassefilm [gTS/cm3 ]

pmax = Maximale spez. Produktbildungsrate [g/gTS/hl]

Dex = Effektiver Diffusionskoeffizient fiir die Ketosiure [cm?/sec]
Yk = Ausbeutekoeffizient (Leucin/Ketosiure) [g/g]

Kx = Monod-Konstante fiir die Ketosidure [g/1]

Diese nicht lineare Differentialgleichung 2. Ordnung ist analytisch nicht l6sbar.
In Zusammenarbeit mit dem Rechenzentrum der KFA Jiilich wurde ein numerisches
Verfahren nach der Kollokationsmethode erarbeitet, mit dem bei folgenden
Randbedingungen Ndherungslosungen gefunden werden:

Ke(zp=0) = Kpo

dKs
(zp=lo) = O
dzs
mit Kse = Ketosidurekonzentration auf der Oberfliche des Biomassefilms bzw. in
der freien Fermentationsfliissigkeit [g/1]
Lo = Dicke des aktiven Biomassefilms [mm]

Der quantitative Einflup von Diffusionswiderstinden wird allgemein in Form eines
Effektivitdtskoeffizienten fi angegeben:

v Tatsidchliche Reaktionsrate
i=—= (Gl. 4.13)
Vo Reaktionsrate ohne Wirken von Diffusionswiderstinden
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Die Reaktionsrate ve ist durch die spez. Produktbildungsrate in der freien
Fermentationsfliissigkeit p(Keo) gegeben. Zur Berechnung von v wird der Verlauf
der Ketosdurekonzentration im Biomassefilm in den Verlauf der spez.
Produktbildungsrate umgerechnet und daraus durch Integration der Mittelwert
gebildet:

Lo
1 Pmax-Kp
vV=Es —. ——eee—— (2B (Gl. 4.14)
Lo Ke + Kx
zs=0

Das Rechnerprogramm zur LoOosung von (Gl. 4.12 — 4.14) ist im Anhang A.12
beigefiigt. Am Beispiel des in Abb. 4.36 (s. S. 134) dargestellten Versuches
lassen sich folgende Parameter einsetzen:

1) 8 = 0.17 gTS/cm® (s. Kap. 4.5.1.1.)

0.11 g/gTS/h (s. Tab. 4.8; S. 74)

2 ) Rax

3) Dex = 0.55-10-3% cm?2/sec, berechnet in analoger Weise wie Deo (s.0.). Der
Diffusionskoeffizient filir Ketosdure in reinem Wasser ist nicht bekannt. Als
Anhaltswert dient der Diffusionskoeffizient fiir Valin (0.71.10-% cm2/sec;
Namikawa et al., 1977)

4) Yk = 0.83 g/g (umgerechnet aus Yi/k', Tab. 4.5; S. 69)

5) Kg = 1 g/1 (s. Kap. 4.4)

6) Lo = 0.033 mm. Dieser im letzten Kapitel berechnete Wert muf eingesetzt
werden, da die Leucinbildung ohne ausreichende Sauerstoffversorgung nicht
moglich ist (s. Kap. 2.1.6.).

7) Kso wurde variiert

Die Rechnungen ergeben fiir alle Werte von Kso einen Effektivitidtskoeffizienten
von:

i > 0.995

In analoger Weise kann die Diffusion von Glucose oder Leucin behandelt werden.
Folgendes allgemein giiltiges Ergebnis 148t sich aus den Rechnungen ableiten:

Die Corynebakterien haben einen sehr hohen Sauerstoffverbrauch. Dadurch ergibt
sich ein sehr grofer Einfluf der Transportwiderstiande auf die
Sauerstoffversorgung und damit eine relativ geringe aktive Schichtdicke des
Biomassefilms. Daraus resultiert wiederum ein sehr kleiner Einflup von
Diffusionswiderstinden bei allen anderen Substanzen.
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Qualitativ dndert sich nichts an diesem Ergebnis, wenn neben dem
Diffusionswiderstand im Biomassefilm weitere Transportwiderstinde auftreten
(s.u.), da sich diese auf alle Substanzen gleichermafen auswirken.

Heath und Belfort (1987) weisen mit einer vereinfachenden Rechnung
(Oberfithrung der Monod-Kinetik in eine Reaktionsgleichung 0. und 1. Ordnung)
auf den dominierenden Einflup des Sauerstofftransports bei Zellkulturen hin.
Biryukov und Tarasova (1973) kommen 2zu dem gleichen Ergebnis bei
Myzelflocken.

Zu niedrige Ketosidurekonzentrationen im Biomassefilm sind fiir die in Abb. 4.36
(s. S. 134) dargestellten Abweichungen nicht verantwortlich. Diese kénnten durch
den Einfluf der Verweilzeit auf die spez. Produktbildungsrate p erkldrt werden.
In Kap. 4.1.1.3.2. wurde ein Abfallen von p bei langen Kontaktzeiten der Zellen
mit dem Medium beschrieben. Dafiir konnte die Entstehung eines Inhibitors
verantwortlich sein, der das Transportsystem fiir die Ketosdure hemmt (s. Kap.
4.1.4.).

4.5.2. Der gesamte diffusive Sauerstoff—
transport im Sinterglas

In diesem Kapitel soll theoretisch abgeschitzt werden, ob der Sauerstofftransport
im Sinterglas auf rein diffusivem Wege erfolgt, oder ob zusitzlich Kkonvektive
Anteile existieren. Nach folgendem L&sungsansatz wird vorgegangen:

1) Modellierung unter der Annahme, dapf nur diffusive Transportmechanismen
wirksam sind.

2) Berechnung der aktiven, d.h. mit Sauerstoff versorgten immobilisierten
Biomassekonzentration pro Reaktorvolumen, die sich aufgrund dieser Annahme
ergibt.

3) Vergleich der mit diesem Modell errechneten Werte mit den an Messungen nach
Kap. 4.4. angepapBten Werte.

4) Sind die unter der Annahme eines rein diffusiven Sauerstofftransportes
errechneten Werte geringer als die an Messungen angepaften Werte, muf
gefolgert werden, dap ein konvektiver Stofftransport im Sinterglas existiert.

In ADbb. 4.40a ist die relativ amorphe porése Struktur des realen
Sinterglasmaterials, welches Poren mit Durchmessern von 60 — 300 pum besitzt,
schematisch dargestellt. Man kann annehmen, dap sich verengende und

aufweitende Poren kompensieren und dap die geometrischen Verhédltnisse durch
gleichmépige zylindrische Poren (s. Abb. 4.40b) beschrieben werden konnen.
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Abb. 4.40: Schematische Darstellung der realen (a) und idealisierten (b) Struktur
des Sinterglasmaterials (s. Text)

Der gesamte diffusive Sauerstofftransport im Sinterglas setzt sich zusammen aus
der Diffusion im Biomassefilm und in der unbewegten Fliissigkeit innerhalb der
Poren. In Abb. 4.41 ist eine idealisierte zylindrische Pore mit dem qualitativen
Verlauf der Sauerstoffkonzentration in der unbewegten Fermentationsfliissigkeit
dargestellt. Die eingezeichneten Trajektorien reprisentieren die
Diffusionsstrecken vom Eingang der Pore bis zu den entsprechenden Elementen
des Biomassefilms. Folgende Annahmen wurden getroffen:

1) Corynebakterien kdénnen zwar voriibergehend anaeroben Stoffwechsel betreiben,
sind ohne Sauerstoff auf Dauer jedoch nicht lebensfihig (s. Kap. 2.1.) und
lysieren dann vermutlich. Infolgedessen lésen sich Stiicke des Biomassefilms
von Zeit zZu Zeit ab (Karel et al, 1985). Die frei werdenden Bereiche wachsen
anschlieBend wieder zu.

2) Es existiert daher ein statistisches Gleichgewicht zwischen nachwachsenden
und sich von der Trégeroberfliche ablésenden Zellen. Die Dicke des
Biomassefilms bleibt konstant (Rittman und McCarty, 1980; Karel et al, 1985).
Die maximale Dicke des Biomassefilms wird durch die Sauerstoffversorgung
bestimmt, d.h. der gesamte Biomassefilm ist aktiv.

3) Der Biomassefilm innerhalb der Poren gibt nachwachsende Zellen in die
unbewegte Fermentationsfliissigkeit ab. Die Mikroorganismen werden laufend
aus den Poren heraustransportiert. Dies geschieht durch Diffusion der Zellen
aufgrund ihrer Braun'schen Molekularbewegung (Karel et al, 1985), die man
gut unter dem Mikroskop beobachten kann. Die Poren wachsen nicht zu (s.a.
Anhang A.14).
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Abb. 4.41: Schematische Darstellung des diffusiven Stofftransports in unbewegter
Fliissigkeit innerhalb einer Pore

4) Die Konzentration der suspendierten Zellen innerhalb der Poren sei {iberall
gleich und entspricht gropenordnungsmépig der Konzentration in der freien
Fermentationsfliissigkeit (s. dazu Fehlerabschitzung unten und Anhang A.14).

5) Der Stofftransport in der unbewegten Fermentationsfliissigkeit stellt einen
zweidimensionalen Diffusionsvorgang (axiale und radiale Komponente) dar.
Entsprechend angesetzte Gleichungen sind jedoch nur mit erheblichem
numerischen Aufwand 16sbar, welcher fiir eine Abschdtzung nicht
gerechtfertigt erscheint. Um die Rechnung zu vereinfachen, wird von einer
eindimensionalen Diffusion durch einen unbewegten Fliissigkeitsfilm mit
variierender Schichtdicke E ausgegangen (vergleiche Abb. 4.41 mit Abb. 4.42).
Die Schichtdicke des aktiven Biomassefilms L ergibt sich dann in Abhédngigkeit
von E.

Fiir den Verlauf der Sauerstoffkonzentration im unbewegten Fliissigkeitsfilm wird
analog zu (GlL. 4.9.) in Kap. 4.5.1.1 angesetzt:

d20r X-q
_— (Gl. 4.15)
dzr® Do
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Durch zweimalige Integration erhilt man:

dOr X.q
= zr + Ki (Gl. 4.16)
dzr Do
und:
X-q
OfF = zr2 + Ki-zr + K2 (Gl. 4.17)
2-Do
mit Or = Sauerstoffkonzentration im Fliissigkeitsfilm [mmol/1]
zr = Lingenkoordinate im Fliissigkeitsfilm (s. Abb. 4.42) [mm]
X = Zellkonzentration im Fliissigkeitsfilm ([gTS/1]
q = Spez. Sauerstoffaufnahmerate [mmol/gTS/h]
Do = Diffusionskoeffizient fiir Sauerstoff in der Fermentationsfliissigkeit
{[cm2/sec]

Ki, K2 = Integrationskonstanten

0 Biomassefilm
A Unbewegte i
Fermentations-— | Sinterglasmatrix
flissigkeit
Oro

Ar

Opo 4 -

Abb. 4.42: Eindimensionale Diffusion im unbewegten Fliissigkeitsfilm innerhalb
der Poren und im Biomassefilm (s. Text)

Fiir den Verlauf der Sauerstoffkonzentration im Biomassefilm gilt (s. Kap.
4.5.1.1.):

or-q o8-q-L
O = Zzp2 - ————.zp + Omo (Gl. 4.10)
2+De,0 De,o
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Die differenzierte Gleichung lautet:

dOs d8-q O8-q-L

= -Zg - —————— (Gl. 4.18)
dzs De,o De,o

Op = Sauerstoffkonzentration im Biomassefilm [mmol/l}

zs = Lingenkoordinate im Biomassefilm (s. Abb. 4.42) [mm)])

68 = Zelldichte im Biomassefilm [gTS/cm3]

De,o = Effektiver Diffusionskoeffizient im Biomassefilm [ecm2/sec]
Dicke des aktiven Biomassefilms [mm]
Sauerstoffkonzentration auf der Oberfliche des Biomassefilms
[mmol/1]

=
I

Opo

Opo erhdlt man durch Umformen von (Gl. 4.11) und Einsetzen von L fiir Le:

L2.88-q

Opp = —— (Gl. 4.19)
2<De,o

Randbedingungen:

Or(zr=0)

Oro
Or(zr=E) = Op(zp=0)

Ar(zr=E) = As{(ze=0)

mit Ore = Sauerstoffkonzentration in der freien Fermentationsfliissigkeit
auperhalb der Poren [mmol/l]
E = Schichtdicke des unbewegten Fliissigkeitsfilms bzw. Entfernung der

Oberfldche des Biomassefilms vom Eingang der Pore [mm]
Ar = Sauerstoffflupdichte im Fliissigkeitsfilm (s. Abb. 4.42)
[mmol/cm2/sec]
As = Sauerstoffflupdichte im Biomassefilm [mmol/cm2/sec]

Nach dem ersten Fick'schen Gesetz gilt fiir die FlupBdichten:

dOr

Ar = = Do- (Gl. 4.20)
dzr
dOs

As = — Dejo- (GlL. 4.21)
dzs

Mit Hilfe der Randbedingungen und (Gl. 4.19 - 4.21) lassen sich die

Integrationskonstanten Ki, Kz bestimmen und (Gl. 4.17) in eine Gleichung fiir L
in Abhéngigkeit von E auflésen:
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+ [mm] (Gl. 4.22)

f =1
De,o-E [ De,o-E} 2  X.De,o-E2 2:De,0-Oro
+ -
O8-Do O8-q

Do Do

Fir E = 0 (Diffusion nur im Biomassefilm; s. letztes Kapitel) fallen alle Terme
auPer dem dritten unter der Wurzel weg. Es gilt Opp = Oro und L(E=0) = Le.
(Gl. 4.22) geht dann in (Gl. 4.11) iiber. Der zweite Term unter der Wurzel enthilt
den Einflup der frei suspendierten Mikroorganismen (Konzentration X).

In Abb. 4.43 ist L iiber E nach (Gl. 4.22) fiir verschiedene X aufgetragen. Die
Dicke des aktiven Biomassefilms fillt nach kurzen Wegstrecken innerhalb einer
Pore auf niedrige Werte ab. Mit steigendem E wirkt sich der Sauerstoffverbrauch
der frei suspendierten Zellen (X) stdrker auf L aus.

EL]

g

a

S
30
a3 4
20

L

10

Dicke des aktiven Biomassefilms L

| I
(] 20 40 60 80 100 120 140 180 180 200

-
o
-
-
-
-
-

Entfernung des Biomassefilmelementes vom Eingang der Pore E [pm]

Abb. 4.43: Dicke des aktiven Biomassefilms in Abhingigkeit von der Entfernung
vom Eingang der Pore

Auftragung nach (Gl. 4.22); De,o = 1.5.10-% cm?/sec; Do = 1.9.10~% cm2/sec; Os
= 0.17 gTS/cm3;, Oro = 0.173 mmol/l; q = 10 mmol/gTS/h;

Parameter: Konzentration der frei suspendierten Mikroorganismen X

Das gesamte in einer Pore immobilisierte aktive Biomassevolumen errechnet sich
zu:
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Emax Emax

Vip = J Ax(E) dE = J u-[{Re2 - (Re—-L)2] dE [cm3] (Gl. 4.23)
E=0 E=0
mit Ve = Biomassevolumen in einer zylindrischen Pore [cm3]

Emax = Maximale durch Mikroorganismen kolonisierte Porenldnge {mm]

AM(E) = Mit Biomasse bewachsende ringformige Querschnittsfliache der
Pore in Abhidngigkeit von E [cm?]

Re = Radius der Pore [mm]

Fiir die insgesamt auf dem Sinterglas immobilisierte aktive Biomassemenge gilt:

Bges = Ba + Bp = As-8p-[(1—ap)-Lo + ap-Vie/(Rp2-1m)} [gTS/gGlas] (Gl. 4.24)

mit Bges = Gesamte auf dem Sinterglas immobilisierte aktive Biomassemenge

[gTS/gGlas]

Ba = Auf der #duPeren nicht aus Pore bestehenden Oberfliche des
Sinterglases immobilisierte aktive Biomassemenge [gTS/gGlas]

Be = Gesamte in den Poren immobilisierte aktive Biomassemenge
[gTS/gGlas]

As = Gesamte dupere Oberfliche des Sinterglases [cm2/gGlas]

ar = Anteil der gesamten Porenquerschnittsfliche an der gesamten
4uPeren Oberfliche des Sinterglases [-]

Die auf das Reaktorvolumen bezogene aktive immobilisierte Biomassekonzentration
X1 berechnet sich zu:

X1 = Bges-Gges/Vr [gTs/1] (Gl. 4.25)
mit Xi = Aktive immobilisierte Biomassekonzentration [gTS/1]

Gges = Gesamte Sinterglasfiillung im Reaktor ([gGlas]

Vr = Reaktorvolumen [l]

Ein Fortran 77 - Programm fir (Gl. 4.22 — 4.25) ist im Anhang A.13 beigefiigt
ist. Am Beispiel des in Abb. 4.36 (s. S. 134) dargestellten Versuches wurde die
aktive immobilisierte Biomassekonzentration Xi, die sich aufgrund des
Sauerstofftransportes ergibt, mit folgenden Parametern abgeschitzt:

1) Kugelférmige Sinterglaskérper ¢ 3 mm mit einer scheinbaren Dichte von 0.89
g/em® (s. Kap. 4.2.3.) besitzen eine dupere Oberfliche von As = 22.4 cm?/g.

2) 60 % der #duPeren Oberfliche der Tragerkdrper bestehen aus Porendffnungen
(arp = 0.6) mit einem durchgidngigen mittleren Radius von Rep = 0.05 mm
(abgeleitet aus Herstellerangaben).

3) Die #duPere Oberfliche der Tragerkodrper, die nicht aus Poren besteht, ist mit
einem Biofilm der aktiven Schichtdicke Lo = 0.033 mm (s.0.) bedeckt.

4) Die Zelldichte im Biomassefilm betridgt ds = 0.17 gTS/cmd® (s.0.).
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In Abb. 4.44 ist die aktive immobilisierte Zellkonzentration Xi iiber der
Konzentration X der frei suspendierten Mikroorganismen aufgetragen. Bei Werten

von X = 7 - 17 gTS/l, die bei dem in Abb. 4.36 dargestellten Versuch
beobachtet wurden, ergibt sich ein relativ konstanter Wert von Xi = 6 - 7
gTs/1.

Gemessen und mit dem in Kap. 4.4. beschriebenen Modell angepaft wurde ein
Wert von X1 = 18 gTS/1 (s. S. 134).

Die Gropenordnungen der mit zwei véllig unterschiedlichen theoretischen
Ansitzen:

1) Modellierung des beobachteten Reaktorverhaltens
2) Modellierung des Sauerstofftransportes

gewonnenen Werte von Xi stimmen also iiberein.
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Der Vergleich zeigt allerdings auch, dap der hohe an die Versuchsergebnisse
angepafte Wert von Xy = 18 gTS/1 allein durch diffusiven Stofftransport nicht
erkldrbar ist. Bei dem in Abb. 4.33 (s. S. 125) dargestellten Versuch sind die
Verhédltnisse noch deutlicher. Dort wurden hdhere Raum-Zeit—Ausbeuten (hdheres
Xi1) mit weniger Glasfiillung erzielt als bei dem oben diskutierten Versuch.
Daraus mupf man schlieBen, daB neben diffusivem Sauerstofftransport zusitzlich
ein konvektiver Transport innerhalb der Poren existiert. Modglicherweise werden
Bereiche der Trigerkorper von Medium ganz durchstromt oder es kommt zum

Fehlerabschitzung

Im folgenden werden die Fehlerabweichungen, die sich aufgrund einiger
vereinfachenden Annahmen und Abschitzungen dieses Kapitels ergeben konnten,
diskutiert.

1) Diffusionskoeffizient fiir Sauerstoff im Biomassefilm De,o = 1.5.10-3 cm2/sec:

Dieser abgeschatzte Wert ist im Vergleich zu den von Karel et al. (1985)
recherchierten Daten eher etwas zu hoch. Bei niedrigerem Diffusionskoeffizienten

errechnet sich aus (Gl. 4.22 - 4.25) eine geringere immobilisierte
Biomassekonzentration Xi. Der Unterschied zu dem hohen an die Mepfpunkte
angepaften Wert von Xi = 18 gTS/1 wird noch gropBer, was zusitzlich fiir einen

konvektiven Stofftransport im Sinterglas sprechen wiirde.

2) Spez. Sauerstoffverbrauchsrate q = 10 mmol/gTS/h:

Die spez. Sauerstoffverbrauchsrate kann Maximalwerte bis zu ¢ = 19 mmol/gTS/h
annehmen (s. Kap. 4.1.1.3.3.). Bei groperem q folgt aus (Gl. 4.22 - 4.25) eine
geringere immobilisierte Biomassekonzentration Xi (s.o.).

3) Annahme 4); S. 146: Die Konzentration der suspendierten Mikroorganismen
innerhalb der Poren entspricht etwa der Konzentration in der freien
Fermentationsfliissigkeit auferhalb der Poren:

Die Erhéhung der Mikroorganismenkonzentration aufgrund innerhalb der Poren
nachwachsender Zellen wurde im Anhang A.14 abgeschitzt. Sie betridgt etwa X
= 5 gTS/l. Wie Abb. 4.44 zeigt, ist bei einer Erhohung der mittleren
suspendierten Biomassekonzentration X (in den Poren) in dieser Grofenordnung
nur eine geringe Erniedrigung von Xi zu erwarten (s.o.).

Vergleich der gemessenen und berechneten Anderung von Xi bei Erhdhung des
POz

In Abb. 4.45 ist der berechnete Zusammenhang zwischen dem pOz in der
Fermentationsfliissigkeit (~Oro) und der aktiven immobilisierten
Biomassekonzentration Xi dargestellt. Es ist ein nicht ganz linearer Anstieg von
X3 mit dem pOz zu erkennen. Im Bereich zwischen pOz = 10 und 20 % steigt Xi
um den Faktor 1.70 an.
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Abb. 4.45: Einflup des pO:z: (Oro) in der Fermentationsfliissigkeit auf die aktive

immobilisierte Biomassekonzentration Xi
Auftragung nach (Gl. 4.22 - 4.25); Werte wie Abb. 4.44; X = 10 gTS/]

Bei einem zusétzlichen konvektiven Stofftransport im Sinterglas wird der relative
Einflup des Diffusionswiderstandes im Fliissigkeitsfilm im Vergleich zum
Diffusionswiderstand im Biomassefilm geringer. Im Extremfall
(Diffusionswiderstand im Biomassefilm ist dominierend) gilt (Gl. 4.11). Bei einer
Verdoppelung des pOz bzw. von Opo ist dann eine Steigerung von Le bzw. Xi um
den Faktor v¥2 zu erwarten (s. Kap. 4.5.1.1.). Die tatsdchliche Steigerung von Xi
bei einer Verdoppelung des pOz muf also zwischen den Werten 1.41 und 1.70
liegen.

Bei dem in Abb. 4.39 (s. S. 141) dargestellten Versuch wurden Raschigringe ¢ 7.7
mm (anderes As) und ein anderes Verhiltnis zwischen Glasfilllung (Gees) und
Reaktorvolumen (Vg) verwendet als im Beispiel von Abb. 4.45. Die relative
Anderung von Xi in Abhéngigkeit vom pOz (Ore) bleibt nach (Gl. 4.24 und 4.25)
jedoch gleich. Ein Vergleich der nach Kapitel 4.4 und nach diesem Kapitel
errechneten absoluten Werte zeigt, dap bei dem Versuch von Abb. 4.39 der Anteil
des konvektiven Sauerstofftransports relativ grop sein mupf. Eine Anpassung von
X1 an die MePergebnisse nach Kap. 4.4. ergibt Werte von Xi = 14.3 und 22.4
gTS/1 bei einem pOz von 10 bzw. 20 %. Das entspricht einer Steigerung um den
Faktor 1.57. Dieser Wert liegt also tatsidchlich, wie oben theoretisch fiir einen
konvektiven Transport abgeleitet wurde, zwischen 1.41 und 1.70.
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Zusammenfassung

Fiir die Existenz eines konvektiven Stofftransports im Sinterglas lassen sich
folgende Hinweise auffiihren:

1) Aus der Modellierung des gesamten diffusiven Sauerstofftransports am Beispiel
des in Abb. 4.36 dargestellten Versuches folgt eine aktive immobilisierte
Biomassekonzentrationen von X1 = 6 — 7 gTS/l. Aus Messungen ergibt sich

gTS/l. Die hohen tatsichlichen Biomassekonzentrationen lassen sich allein
durch diffusive Sauerstoffversorgung der immobilisierten Mikroorganismen also
nicht erklédren.

2) Die gemessene Steigerung der Raum-Zeit—Ausbeute bzw. aktiven
immobilisierten Biomassekonzentration bei Verdoppelung der geldsten
Sauerstoffkonzentration (pOz = 10 auf 20 %) stimmt mit dem aufgrund eines

3) Die Modellrechnungen von Kapitel 4.5.1.1. ergaben eine maximale Schichtdicke
des Biomassefilms im Bereich von 33 pm. Das Sinterglas besitzt Poren im
Bereich von ¢ 60 - 300 pum. In Abb. 4.46 ist eine grofe Pore mit einem
Durchmesser von 200 pm mapstabsgetreu dargestellt, die durch einen
Biomassefilm verschlossen ist. Dieser Zustand ist jedoch unwahrscheinlich,

Biomassefilm

Sinterglasmatrix

NN

% 200 um

Fermentations—
fliissigkeit ‘

Abb. 4.46: MaPstabsgeteue Darstellung einer gropen Pore, die durch einen
Biomassefilm verschlossen ist (s. Text)
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wenn Kkeine toten Zellen akkumulieren und die Bindungskridfte zwischen den
Mikroorganismen nicht zu groB sind (durch den Phosphorgehalt der Zellen
steuerbar). Diinne Biomassefilme vor den Offnung groBer Poren sind vermutlich
mechanisch nicht stabil gegeniiber den Turbulenzen und Druckgradienten an
den Tréagerko6rpern (s.u.).

4) Berechnung des Druckverlustes an den  Trigerkorpern fiihren zZu
Stromungsgeschwindigkeiten in senkrecht (in Richtung des Druckgradients)
stehenden Poren (g 100 um) von etwa 0.6 cm/sec (s. Anhang A.15). Ein
Fliissigkeitselement durchquert die kugeligen Sinterglaspartikel (¢ 3 mm) also

etwa in einer halben Sekunde. Unter diesen Bedingungen ist es
unwahrscheinlich, dap sich Mikroorganismen in den Poren anhdufen und diese
verschliefen.

5) Experimentelle Befunde (s. Kap. 4.3.4.): Bei sehr hohem Phosphorgehalt der
Corynebakterien bilden diese hydrophobe Zellwinde aus und adsorbieren sehr
gut. Unter diesen Bedingungen wachsen die Poren des Sinterglases offenbar
zu. Ein Durchstrémen des Sinterglases ist nicht moglich. Die
Sauerstoffversorgung im Inneren des Sinterglases ist schlecht. Es werden
schlechtere Raum-Zeit—Ausbeuten erzielt als bei mittlerem Phosphorgehalt der
Zellen, bei dem die Poren des Sinterglases offenbar nicht zuwachsen.

Schlupfolgerungen

1) Es existiert ein konvektiver Stofftransport im Sinterglas.

2) Dieses Ergebnis unterstreicht die Bedeutung einer Kontrolle des
Adsorptionsverhaltes der Mikroorganismen. Eine iiberm#Bige Anh&ufung von
Biomasse auf der Glasoberfliche mup verhindert werden. Die Bindungskrifte
zwischen den Zellen miissen so eingestellt werden, dap absterbende Zellen
sich aus dem Verband 16sen kdonnen und die Poren nicht zuwachsen. Mit den
in Kap. 4.3. dargestellten Ergebnissen sind die Voraussetzungen fiir eine
Kontrolle des Adsorptionsverhaltens bei Corynebakterien gegeben.

3) Die Rechnungen ergaben geringe Schichtdicken des aktiven Biomassefilms (33
um) und geringe Eindringtiefen der Mikroorganismen ins Sinterglas (~ 150 pm)
bei nur diffusivem  Stofftransport (s. Abb. 4.43). Fiir eine gute
Sauerstoffversorgung im Inneren der pordsen Trigerkérper und damit eine
hohe Produktivitdt ist daher ein starker Kkonvektiver Stofftransport
erforderlich. Es sollten daher spezielle Triagerkdérper entwickelt werden, die
eine gute Durchstrémung des gesamten Sinterglasmaterials erméglichen.

3) Dieses Kapitel 4.5, hat gezeigt, dap die aktive immobilisierte
Biomassekonzentration Xi eine GrépBe ist, mit der die Aktivitit der
gebundenen Mikroorganismen sinnvoll erfaft werden kann. Xi wird allein
durch die Sauerstoffversorgung der Zellen kontrolliert. Bei iiblichen Werten
von X > 2 gTS/1 (s. Abb. 4.44) ist Xi relativ konstant und unabhingig von
der Durchfluprate, wie bei dem in Kap. 4.4. beschriebenen Modell angenommen
wurde. Voraussetzung ist, dap der pOz in der Fermentationsfliissigkeit auf
gleichbleibende Hohe geregelt wird.
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4.6. Reaktorauswahl

4.6.1. Wirbelschichtreaktor

Die aktive immobilisierte Biomassekonzentration Xi ist nach (Gl. 4.24 und 4.25)
direkt proportional zur Volumen- bzw. Gewichts—bezogenen Oberfliche As des
Sinterglasmaterials. Dieses steigt bei Kugelgeometrie mit fallendem Radius linear
an. Es sollten daher mdglichst kleine Trédgerkdrper verwendet werden. Im
Festbettumlaufreaktor konnten Sinterglaskugeln mit einem Durchmesser < 3 mm
nicht eingesetzt werden. Bei kleineren Partikeln staut sich Gas unter den
Trigerkoérpern auf und strémt unregelmifig durch die Schiittung. Es wurden
daher Sinterglaskugeln mit einem Durchmesser von 1 - 1.4 mm in einem
Gas/Fliissigkeits—fluidisierten Wirbelschichtreaktor erprobt:

Reaktorvolumen [ml]: 195
Sinterglasfiillung (Kugelnh ¢ 1 - 1.4 mm; gesiebt) [g}: 52
oberflichenbehandelt gemif Vorschrift 11, Kap. 3.3.1.2.

Umpumprate {1/min] 4.8 - 5.1
Begasungsrate [vvm] 0.35 - 0.4
Bettausdehnung [%] 50

Medium Normal (s. Tab. 8.5), jedoch mit 2.4 g KHz2POs4 wurde eingesetzt. Bei der
hohen Phosphatkonzentration bilden die Mikroorganismen hydrophobe Zellwinde
aus, was den raschen Aufbau eines Biomassefilms ermdéglicht.

Mit diesem Reaktor konnten allerdings keine besseren Ergebnisse erzielt werden
als mit den Festbettumlaufreaktoren:

Maximale Raum-Zeit-Ausbeute [g/1/d]: 65
(bei 75 % Umsatz)

Raum-Zeit—Ausbeute [g/1/d]: 50
(bei 90 % Umsatz)

Frei suspendierte Biomasse [gTS/l]: 10 - 17
Durchflufrate [1/h] 0.21 - 0.38
Gesamte Versuchsdauer [d}: 49

Nach dem in Kap. 4.4. beschriebenen Modell errechnet sich eine aktive
immobilisierte Biomassekonzentration von etwa Xi = 10 gTS/l1. Diese liegt
deutlich unter den Werten, die fiir Festbettumlaufreaktoren ermittelt wurden.
Folgende Griinde sind dafiir mapgeblich:

1) Sauerstoffeintrag in die Fliissigphase

Es konnte trotz reiner Oz-Begasung nicht ausreichend Sauerstoff in die
Fermentationsfliissigkeit eingetragen werden. Der pO:z fiel Dbei hohen
Biomassekonzentrationen auf null ab. Die Begasungsrate lief sich nicht weiter
steigern, da sich im Wirbelbett sonst grofe Blasen bildeten und Sinterglaspartikel
mit unter das Riickhaltenetz gerissen wurden.
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Der im Vergleich zu den Festbettumlaufreaktoren schlechtere Sauerstoffiibergang
(kca-Wert) ist durch den Einflup der suspendierten Sinterglaspartikel zu
erkldren. Nach Nguyen-Tien et al. (1985) bzw. Darton (1985) kommt es in
Wirbelschichtreaktoren mit suspendierten Glaskugeln von weniger als 3 mm
Durchmesser zu einer Erniedrigung des Sauerstoffiibergangs im Vergleich zu
Reaktoren ohne Fiillkérper. Die an dem Begasungsorgan gebildeten Mikroblasen
stauen sich offensichtlich unter den Partikeln an und koaleszieren. Bei
Teilchendurchmessern > 3 mm wurde eine Erhdhung des kia-Wertes beobachtet
und mit einer Neuzerteilung von Makroblasen durch die Fiillkérper erklirt
(Deckwer und Schumpe, 1983).

2) Sinterglaskonzentration im_Reaktor

Fir die Stabilitdt der Wirbelschicht bei hoher Begasungsrate sind hohe
Stromungsgeschwindigkeiten der Fliissigphase erforderlich. Wegen der daraus
resultierenden grofen Bettausdehnung kann nur verhdltnismépig wenig Sinterglas
in den Reaktor gefiillt werden. Die durch die Mikroorganismen kolonisierbare
Oberfldche ist begrenzt.

3) Biomasseanhiufung im Zwischenkornv

Im Wirbelschichtreaktor wird die auPen an den Trigerkdrpern haftende Biomasse
stdndig durch Turbulenzen und gegenseitige Beriihrung der suspendierten Partikel
entfernt. Bei den Festbettumlaufreaktoren war zum Teil eine Anhidufung von
Mikroorganismen zwischen den einzelnen Trigerkdérpern beobachtet worden, was
zu einer Steigerung der insgesamt immobilisierten Biomasse fiihrt.

Sinterglases durch Zellen

Womdéglich wurde der Reaktor zu lange mit Phosphat-reichem Medium betrieben,
so daP die Poren des Sinterglases durch hydrophobe Zellen verstopft wurden.

5) Konvektiver Stofftransport im_Sinterglas

Kap. 4.5.2. hat gezeigt, dap die Trigerkérper im Festbettumlaufreaktor teilweise
durchstrémt werden. Im Wirbelschichtreaktor dagegen ist der Staudruck an den
einzelnen Partikeln relativ gering. Diese kdénnen sich auferdem in der Strémung
drehen. Dadurch ist der konvektive Stofftransport in Sinterglas beim
Wirbelschichtreaktor vermutlich relativ gering.
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4.6.2. Festbettumlaufreaktor

Die Dbesten Ergebnisse wurden im Festbettumlaufreaktor mit Sinterglas—
Raschigringen erzielt:

Reaktorvolumen [ml}: 180
Sinterglasfiillung (Raschigringe ¢ 7-7 mm) [gl: 55
oberflichenbehandelt gemidf Vorschrift 11, Kap. 3.3.1.2.

Durchflufrate [1/h]: 0.22 - 0.86
Frei suspendierte Biomasse [gTS/1]: 12 - 15
Ausbeute [%]: 90
Selektivitdt [%]: 95
Maximale Raum-Zeit—Ausbeute [g/l/d]: 100 - 110
(liber 18 Tage)

Begasungsrate [vvm]: 0.5 - 0.7
Gesamte Versuchsdauer ([d): 99

In Abb. 4.33 (s. S. 125) ist der zeitliche Verlauf der Raum-Zeit—Ausbeute dieses
Versuches dargestellt. Die aktive immo 4
iiber 30 gTS/l. Nach Kap. 4.5. mup ein relativ hoher konvektiver
Sauerstofftransport im Sinterglas vorliegen. Das wurde mdoglicherweise deshalb
erreicht, weil die Phosphatkonzentration im Medium nur kurz (durch einmaliges
Einspritzen von 1 M KHzPO4-LOsung) auf ein hohes Niveau angehoben wurde.
Wahrend dieser Dbegrenzten Zeit erhalten die Mikroorganismen hydrophobe
Zellwinde und bilden einen Biomassefilm aus. Eine {iberm#pige Anh3ufung von
Biomasse und ein Zuwachsen der Poren tritt offenbar nicht auf, so daB die
Tragerkoérper von der Fermentationsfliissigkeit durchstrémt werden koénnen.

Die Versuche und theoretischen Uberlegungen zeigen, dap bei aeroben Prozessen
kleinere Triagerkoérper in Verbindung mit der Wirbelschichttechnik nicht unbedingt
zu besseren Raum-Zeit—Ausbeuten fiihren. Aus den Ergebnissen dieser Arbeit
lassen sich die Eigenschaften eines "idealen Reaktors" fiir die aerobe
Aminosdurefermentation mit trigerfixierten Zellen folgendermapen abschitzen:

Reaktor: Festbettumlaufreaktor

Trigerkorperwerkstoff: Anorganisches Material (z.B. Glas)

Tréagerkorperoberfliche: Modifiziert mit kationischen Polymeren (z.B. DEAE-
Dextran)

Struktur der Tragerkdrper: Material moglichst hoher Porositdt (Poren ¢ 100 -
150 pm) durchsetzt mit regelmifigen durchgéngigen
Kandlen (g 300 - 500 um)

Form der Tragerkdérper: Jede Dbeliebige Form, die ein Durchstromen der
Trigerkdrper erlaubt (z.B. wabenartiges Material)

Sauerstoffversorgung: Moglichst hoher pOz in der Fermentationsfliissigkeit

Biokatalysator: Mikroorganismen, deren Adsorptionsverhalten in vivo
gesteuert werden kann, ohne deren Produktivitidt zu
beeinflussen
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4.6.3. Vergleich der erzielten Raum—Zeit—
Ausbeuten mit Literaturdaten

Die oben angegebenen Werte fiir die Raum-—Zeit—Ausbeute sind auf das
Reaktorfliissigkeitsvolumen bezogen (s. Begriffsdefinition). Fiir die kostenmipige
Auslegung eines Reaktors ist das "umbaute Fliissigkeitsvolumen" (s.
Begriffsdefinition) maBgebend. Bezogen auf diese GroBe ergibt sich fiir den oben
beschriebenen Versuch eine Raum-Zeit—Ausbeute von 90 -~ 98 g/l/d.
(Literaturwerte sind gewdhnlich auf das Reaktorfliissigkeitsvolumen bezogen.)

Die in dieser Arbeit erzielten Raum-Zeit—Ausbeuten liegen deutlich iiber den in
Tab. 1.2 (s. S. 6) angegebenen Werten aus der Literatur. Die Raum-—Zeit—Ausbeute
14Bt sich in groPen Reaktoren, in denen pro Reaktorvolumen mehr Triagerkérper
untergebracht werden konnen (kleinerer Volumenanteil des &duPeren Umlaufs und
des Reaktorkopfes), wahrscheinlich noch weiter steigern. Tab. 4.17. zeigt einen
Vergleich mit Ergebnissen, die mit dem gleichen mikrobiologischen System im
Rithrkessel in Verbindung mit einem der angegebenen Mittel der Zellriickfiihrung
gewonnen wurden. Die Adsorption an Sinterglas erweist sich als eine

leistungsfihige Methode zur Steigerung der Raum-Zeit—Ausbeute bei aeroben

Aminosidurefermentationen, die dkonomisch interessant sein kodnnte.

Methode Raum-Zeit—Ausbeute Angabenquelle

[g/1/d] ¢
Zentrifugalseparation 52 Wichmann et al. (1988)
Querstromfiltration 79 Wichmann et al. (1988)
Zentrifugalseparation 100 Wichmann (1988)
Adsorption an Sinterglas 100 Diese Arbeit

Tab. 4.17: Maximale Raum-Zeit—Ausbeuten bei der L-Leucinfermentation mit

verschiedenen Methoden der Zellriickhaltung bzw. Riickfiihrung

1: Maximalwerte bei einem Umsatz 80 - 90 % bezogen auf das
Reaktorfliissigkeitsvolumen
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5. Zusammenfassung & Ausblick

5.1. Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es, die Tragerfixierung von aeroben Mikroorganismen auf
offenporigem Glassintermaterial zu entwickeln. Als Beispiel fiir einen mikrobiellen
Prozef mit hohem Sauerstoffbedarf wurde die fermentative Gewinnung von L-
Leucin aus a-Ketoisocapronsiure mit Corynebacterium glutamicum gewihlt.

Im einzelnen konnten folgende Ergebnisse erzielt werden:
1. Mikrobiologie

Die Corynebakterien setzen die Vorstufe o-Ketoisocapronsdure mit einer
Selektivitit wvon etwa 95 % 2zu L-Leucin um. Die dafiir erforderlichen
Reduktionsequivalente stammen aus dem Energiestoffwechsel der Zellen. Die
eingesetzte Glucose wird unter aeroben Bedingungen vollstdndig zu CO:z
durchoxidiert. Die Leucinbildung ist unabhidngig vom Wachstum und lduft auch
bei Zellen ab, die 15 Tage ohne Phosphat kultiviert wurden. Vermutlich
kontrolliert der Transport der a—Ketoisocapronsiure durch die Zellwand der
Corynebakterien die Geschwindigkeit der Umsetzung. Die spez.
Produktbildungsrate fiallt mit der Verweilzeit der Zellen im Medium ab. Dafir
wurde ein Inhibitormechanismus (s. Kap. 4.1.4.) vorgeschlagen. Die optimalen
Kulturbedingungen betragen: 30°C, pH 7.4; bestes Wachstum bel geringem
osmotischen Druck.

Eine chemische Zersetzung der oa-—Ketoisocapronsidure, die zur Bildung von
toxischem iso—Valeraldehyd fiihrt, hatte bisher eine kontinuierliche Kultivierung
der Zellen unmoglich gemacht. Durch Zusatz von Citronensidure und EDTA lassen
sich Manganionen, die fiir die Zersetzungsreaktion verantwortlich sind, in
unschéadliche Komplexe umwandeln.

Eine Mediumoptimierung kann man sehr effektiv in einem turbidostatisch
geregelten Reaktor durchfiihren. Die Mikroorganismen wachsen stindig mit
maximaler Geschwindigkeit und reagieren sofort auf Anderungen der
Umgebungsbedingungen. Mit dieser Kulturtechnik konnte ein Spurenelemente— und
Vitaminmangel im Medium aufgeklirt werden. Mit den modifizierten Medien ist
nun eine stabile kontinuierliche Kultur der Corynebakterien {iiber lange Zeit
moglich,

2. Oberflichenmodifizierung des Sinterglases

Die eingesetzten Corynebakterien haften nicht an unbehandelten Glasoberflidchen.
Die Adsorptionsbedingungen lassen sich wesentlich verbessern, wenn die
Tragerkorper durch positiv geladene Aminogruppen modifiziert werden. Diese
binden die negativ geladenen Mikroorganismen durch elektrostatische
Anziehungskrafte. Das kationische Polymer DEAE-Dextran ist fir die
Oberflichenmodifizierung Dbesonders geeignet. Die Substanz bieten den

4. Ergebnisse & Diskussion -160-



Mikroorganismen eine groBe Anzahl von Bindungsstellen und fiihrt zu einer
stabilen Haftung. Die Ionenstéirke des Mediums, der PH und die
Dissoziationskonstanten der Aminogruppen haben einen signifikanten Einflup.
Sinterglasmaterial mit kovalent gebundenem DEAE-Dextran weist selbst in 1 M
Carbonatlésung, pH 11.5 eine gute Haltbarkeit auf. Einsatzméglichkeiten dieser
Tragerkdérper zeichnen sich im Bereich der Zellkulturtechnik ab.

3. Oberflicheneigenschaften der Mikroorganismen

Neben den Oberflicheneigenschaften der Trigerkérper bestimmen die der
Mikroorganismen Art und Stdrke der gegenseitigen Anziehungskrifte. Unter
Phosphat-Uberschuf bzw. -Mangel aufgezogene Corynebakterien weisen einen
bisher nicht beschriebenen Unterschied im Flockulations— und
Adsorptionsverhalten auf. Dieses konnte durch Messung der Oberflichenladung
und Hydrophobizitdt der Mikroorganismen erkldrt werden. Phosphor—gesittigte
Corynebakterien adsorbieren vergleichsweise gut. Sie besitzen eine hydrophobe
Zellwand, was vermutlich auf die Anwesenheit von Lipoteichonsiduren
zurlickzufiihren ist. Phosphor-verarmte Zellen sind offenbar nicht in der Lage,
diese Phosphor enthaltenden Polymere zu synthetisieren. Sie sind daher
hydrophil. Die Oberflichenladung beider Zelltypen ist ungefihr gleich. Die spez.
Produktbildungsrate der Mikroorganismen wird durch ihren Phosphorgehalt nicht
beeinflupt.

Durch Kontrolle der Phosphatkonzentration im Medium lassen sich die
Oberfldcheneigenschaften der Zellen im laufenden Prozef gezielt verindern und
den Erfordernissen der Fermentation anpassen. Die Methode der adsorptiven
Bindung erhilt durch diese neue Variationsméglichkeit (in-vivo-
Adsorptionskontrolle durch die Kulturbedingungen) eine groBe Flexibilitit.

4. Modellierung des Reaktorverhaltens

Basierend auf den mikrobiologischen Ergebnissen wurde ein Modell der
kontinuierlichen Leucinfermentation mit trigerfixierten Zellen erstellt. Die
gebundenen  Mikroorganismen sind in Form einer konstanten "aktiven
immobilisierten Biomassekonzentration" Xi beriicksichtigt. Rechnungen belegen die
positiven Auswirkungen der Immobilisierung auf das Reaktorverhalten. Mit dem
Modell konnten MeBergebnisse einer kontinuierlichen Fermentation beschrieben
werden. Als einzige Grope wurde die aktive immobilisierte Biomassekonzentration
angepapt.

5. Modellierung des Stofftransports im Sinterglas

Berechnungen des Stofftransports im adsorbierten Biomassefilm Zeigen, dap
Diffusionswiderstinde nur beim Sauerstoff beriicksichtigt werden miissen. Es
ergibt sich unter Fermentationsbedingungen eine sehr geringe aktive (d.h. mit
Sauerstoff versorgte) Filmdicke von etwa 30 pum. Dieses Ergebnis und
Literaturdaten weisen darauf hin, daB hohe Produktivitdten bei immobilisierten
aeroben Mikroorganismen nur mit Trigerkérpern groper Oberfldche erzielt werden
kénnen.
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Mit einer modellmipigen Erfassung des gesamten diffusiven Sauerstofftransports
im Sinterglas 1dpt sich die aktive immobilisierte Biomassekonzentration
abschétzen. Diese stimmt gropenordnungsmépig mit den Ergebnissen iliberein, die
durch Messungen und das beschriebene Reaktormodell ermittelt wurden.
Signifikante Unterschiede bei einigen Versuchen deuten jedoch darauf hin, dap
zusidtzlich zum diffusiven Sauerstofftransport ein konvektiver Anteil im
Sinterglas existiert. Die Poren des Trigermaterials diirfen also nicht zuwachsen,
was durch die in dieser Arbeit beschriebene Steuerung des Adsorptionsverhaltens
der Zellen verhindert werden kann.

6. Reaktorauswahl

Die Modellierung des Stofftransports ergibt eine umgekehrt proportionale
Abhingigkeit der aktiven immobilisierten Biomassekonzentration vom Durchmesser
der (kugelférmigen) Trigerkérper. Ein Wirbelschichtreaktor mit Sinterglasmaterial
@ 1 -14 mm  bringt jedoch keine besseren  Ergebnisse als die
Festbettumlaufreaktoren mit Kugeln ¢ 3 mm oder Raschigringen ¢ 7.7 mm. Die
Hauptursache ist der im Wirbelschichtreaktor unter diesen Bedingungen offenbar
typische schlechte Sauerstoffiibergang von der Gas- in die Fliissigphase. Der pO:z
konnte nicht auf ausreichende Werte angehoben werden.

Ein Festbettumlaufreaktor mit oberflichenmodifiziertem Sinterglas und giinstiger
Einstellung des Adsorptionsverhaltens der Corynebakterien wurde iiber 18 Tage
bei einer maximalen Raum-Zeit—Ausbeute von 100 g/l/d und einem Umsatz von
90 % Dbetrieben. Diese Werte liegen 1iiber den bisher in der aeroben
Aminosdureproduktion erreichten Ergebnissen.

5.2. Vorschliige fiir weitere Arbeiten

1. Mikrobiologie

Endgiiltiger Nachweis des mikrobiologisch limitierenden Schrittes der L~
Leucinbildung. Ist dies der Transport der a-—Ketoisocapronsidure durch die
Zellwand der Corynebakterien? Aufklirung dieser Frage durch Bestimmung der
zellinternen Konzentrationen der fiir die Umsetzung mapgebenden Substanzen.
Warum fiallt die spez. Produktbildungsrate in Abhingigkeit von der Kontaktzeit
mit dem Medium ab? Ist dafiir ein von den Zellen gebildeter Inhibitor
verantwortlich? Suche nach diesem Inhibitor und nach Modglichkeiten, seine
Entstehung zu unterdriicken.

2. Oberflichenmodifizierung des Sinterglases

Erprobung der in dieser Arbeit entwickelten oberflichenmodifizierten
Trigerkorper mit anderen Mikroorganismen und in der Zellkulturtechnik. Gibt es
eine "ideale Trageroberfliche", oder erfordert jedes Immobilisierungsproblem eine
spezifische Modifizierung? Untersuchung und evtl. Verbesserung der Haltbarkeit
der Oberflichenmodifizierungen unter extremen Bedingungen (Mehrmaliges
Verwenden und Regenerieren der Tragerkérper nit verschiedenen
Reinigungsmethoden).

4. Ergebnisse & Diskussion -162—



3. Oberflachenmodifizierung der Mikroorganismen

Sind die Lipoteichonsiduren tatséchlich fiir die Anderungen der Hydrophobizitit
der Corynebakterien verantwortlich? In diesem Fall lassen sich die Ergebnisse
dieser Arbeit vermutlich auf alle Gram-positiven Mikroorganismen {ibertragen.
Inwieweit kann die Oberflichenladung der Zellen durch hohe Ionenstidrke und
mehrwertige Metallionen beeinflupt werden? Weiterentwicklung und
Systematisierung des Konzeptes der in-vivo—Adsorptionskontrolle durch die
Kulturbedingungen an anderen mikrobiologischen Systemen.

4. Modellierung

Kinetische Untersuchung des Abfalls der spez. Produktbildungsrate in
Abhéngigkeit von der Kontaktzeit mit dem Medium. Aufnahme dieser Kinetik in
das bestehende Reaktormodeil.

5. Stofftransport im Sinterglasmaterial

Experimentelle Untersuchung des  Sauerstofftransports im  Sinterglas in
Abhingigkeit von der Bewuchsdichte. Kann das Zuwachsen der Poren durch die
Kontrolle der Adhédsionsseigenschaften der Zellen verhindert werden? Ist es
moglich, die aktive immobilisierte Biomassekonzentration durch spezielles
Tragermaterial, das besser durchstrémt werden kann, zu erhdhen? Erweiterung
des bestehenden Modells durch den konvektiven Stofftransport. Modellierung des
Stofftransports im Sinterglas auch im Bereich der anaeroben Prozesse.

6. Reaktor

Weitere Untersuchung der Einsatzméglichkeiten eines Wirbelschichtreaktors bei
der aeroben Aminosidurefermentation. Verfahrenstechnische Auslegung eines
Wirbelschichtreaktors mit ausreichender Begasungsmoglichkeit. Evtl. Einbau von
statischen Mischern. Entwicklung eines Festbettumlaufreaktors mit
durchstrombaren porésen Tragerkérpern. Uberfithrung der in dieser Arbeit
entwickelten Technik in gropere Mapstédbe.
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t - Step OT[ 02 031 C3[ 05| O] 07] O8] O3 TOT 1T T2 T3] 147 15 To 171 12119
Step Tize 5
S2-zTe Tnj.
n223. / Int.
S. +-0+370
Aux,
AUuX.,
AUX.
” X
[~ o B
of & T
- L:‘; h)
- @ k
© Reg. F
[ =
> L
w!|E . 17
> Q
55 13
Q- T4
AUX,
Recorder
Temperatur-Efinheit Trennsdule
Gradient = s/°C s ) Abmessungen: 3,2 mm x 400 mm
——— T = °c | 27 Harztyp: BTC 2710
Siulen- T2 a o¢ LFret21~ Eillhshe: mm
] ° . .
Temperatur 13 = S| TP vorwasthsaule
Coiltemperatur = °C Abmessungen: 6 mm x 85 mm
Harztyp: BTC F
Fiill1hohe: mm
Pumpe
Pufferdurchflug = Flow = ml/min = ml/h
ReagenzdurchfluB = Flow x 0,55*
(* automatisch vorgegeben in der Pumpe BT 0510)
puffersystem: {Gesamt-Citrat- Org. Losemittel pH
Konzentration
Puffer A n m
Puffer 8 n m
Puffer C n m
Puffer D n m
Puffer E n m
Reg.-~ n
Losung F
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LC5000 PROGRAMM - DATENBLATT

P-Nr: 4 UUrlocels - Prograietee

Trennprogramm : .

F - Step 01/ 027 03] 037 U5] 0o] 07] 0B] 09 TO[ YT T2 13T 13T 15[ 16] 17 18] 14
Step Tire 25]
SarzTe Tnjy.,
R2ag. /[ Int,
5. 320+570
AUX,
Aux,
AuX,
“» K
[ [ B
o & T
- Ls )
| @ E
o Reg. F
=
> L]
w €. T2
3? T3
Q
O - {d
Aux,
Recorder
Temperatur-Efnhelt Trennsdule
Gradient = s/°C . Abmessungen: 3,2 mm x 400 mm
—T1 = °C Ef*‘“&‘ Harztyp: BTC 2710
Sdulen- T2 = °C [-+C1247- Fiil1hohe: mm
o ° .
Tempera tur L0 o | P87 Vorwaschsaule
Coiltemperatur = °C Abmessungen: 6 mm x 85 mm
Harztyp: BTC F
Fiillhdhe: mm
Pumpe
Pufferdurchflug = Flow = ml/min = ml/h
ReagenzdurchfluB = Flow X 0,55*
(* automatisch vorgegeben in der Pumpe BT 0510)
Puffersystem:  |Gesamt-Citrat- |Org. Losemittel pH
Konzentration
Puffer A n m
Puffer 8 n
Puffer C n m
Purfer D n m
Puffer E n m
Reg. -
Losung F n




LCS000 PROGRAMM - DATENBLATT

P - Nr.: 6— (-‘.7&00&%W ; |
Trenrprogramm : S’éy,é—rm%owl M/X/W %,.4 R/

Li - :.D 01 U3 U5[08] 071 O8] 09 Tor T Ve[ T3] T4 15[ 16 171 14[12 T""
{)Ml—elr 443410 & 1312 70|% =R AR Arite
i I:-:Te Inj
n223. / Int
S. 33d+570
“AUX.
Aux.
AUX .
“w A ]
< | = B < ]
o & C |
- < t
© Reg. F !
(=4
] 11
P T2
=€ 3
82 14
AuX.,
| _R2corder <]
Temperatur-Elnhelt Trennsaule
Gradient =25 s/°C Abmessungen: 3,2 mm x 400 mm
— T =48 °C Harztyp: BTC 2710
Siulen- T2 =.2'2. °C Fiillhohe: 270 mm
Ter t = ° 5
emperatur ;2 ~ %o og Vorwaschsaule
Coiltemperatur =425 °C Abmessungen: 6 mm x 85 mm
Harztyp: BTC F
Fillhohe: 24 mm
2uoce
pufferdurchflud = Flow = @39 mi/min = Z&  nml/h
Aesgenzdurchfluf = Flow x 0,55* . 8 s
{* automatisch vorgegeben in der Pumpe BT 0510) 54074/114/1/14.6 ~ 29 .

tn - ] i’y _ e s Vvl (derbraecad |
Puffarsystem: Egzizztsgtggz Org. Ldsemittel Jors M‘%ﬂ pH
puiter A D70 | &, n 4 8 335
Muffar 8 01,// n 0,,-7 m (9,’.9 335
Puifer C 0‘4 n (Q’ oF m 3 3 1/30
Puffer 00'7gn ﬂ: O6 _m '7_/5 5,20
Pufier EOI 76 n 0: O3 m 4', 3 70, 5
L ngng F03 n _ 4/5—.

I, 62

VVM Orren
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A.2. Festbettreaktor fiir die Vergleichsversuche

Abb. A.1 zeigt eine Konstruktionszeichnung der Reaktoren, die von der
Glasbldserei der Kernforschungsanlage Jiilich hergestellt wurden. Die Schiittung
der Sinterglaskérper (Raschigringe ¢ 7.7 mm) ruht auf einem von Noppen in der
Reaktorwand gehaltenen spiralférmigen Glastragrost. Dieser ist durch ein
Polypropylennetz mit einer Maschenweite von 2.5 mm abgedeckt und kann durch
einen Silikonring gegen Verrutschen gesichert werden. Oberhalb der Schiittung ist
das Reaktorrohr stark aufgeweitet und geht in den Gasraum iiber. In den Boden
des Reaktors ist zentral eine Glasfritte eingeschmolzen, die von einer tiefer
gelegenen Sammelrinne umgeben ist. Seitlich befindet sich der Ablaufstutzen. Er
wird durch einen Silikonschlauch und Schlauchklemmen verschlossen. Durch diese
Anordnung kann der Reaktor, wenn er schridg gestellt wird, vollstindig entleert
werden. Der Reaktionsraum ist von einem Thermostatisiermantel umgeben, der
zum Ausgleich von Wirmespannungen mehrere Wiilste besitzt.

A.3. Festbettumlaufreaktor fiir kontinuierliche Fermentationen

Abb. A.2 =zeigt die Konstruktionszeichnung eines Festbettumlaufreaktorgefipes.
Die Sinterglasschiittung ruht auf einem Glastragrost und einem Polypropylennetz.
Kommen Kkugelige Trégerkdrper mit einem Durchmesser von 3 mm zum Einsatz,
mup die Schiittung auch oben fixiert werden, um ein Aufwirbeln der Schiittung zu
verhindern. Das geschieht durch ein Polypropylennetz (Maschenweite 2.5 mm)
welches sich iiber ein V4A-Gestell gegen einen Silikonklemmring in der zentralen
Einfilléffnung  abstiitzt. Der Gasraum enthidlt weitere Anschliisse fiir
Schaumsensor, Antischaumzuleitung, Abgas, Produktableitung und fiir den duBeren
Umlauf. Die Schraubstutzen fiir Produktableitung und Umlauf sind schrag
angesetzt. Dadurch werden beide Leitungen nicht durch mittig eintropfendes
Medium getroffen und wachsen nicht zu. Unter der Schiittung befindet sich ein
SchlauchanschluB, durch den der #ufere Fliissigkeitsumlauf wieder in den Reaktor
eintritt. Im Boden ist mittig ein Schraubstutzen eingeschmolzen. Mit einer
Klemmverschraubung werden hier die herausnehmbaren Frittenhalter befestigt.
Diese Konstruktion erleichtert die Reinigung und erlaubt es, Fritten mit
verschiedenen Porenweiten und Gesamtdurchmessern einzusetzen. Der
Reaktionsraum ist von einem Thermostatisiermantel umgeben.

A.4. Wirbelschichtreaktor fir kontinuierliche Fermentationen

Der Reaktor besitzt am Boden einen angeschmolzenen Schraubstutzen, in dem ein
Frittenhalter (aus Teflon) montiert werden kann (s. Abb. A.3). In diesen ist die
Fritte (Filterplatte D3, Porenweite 16-40 pm, Schott) eingepreft. Uber dem
Bodenzulauf des Reaktors unterhalb des Kopfes des Frittenhalters sind durch
Silikonringe zwei Teflonnetze (Maschenweite 2.5 und 0.5 mm) fixiert. Diese
dienen als Auflagerost fiir eine Schiittung aus 2500 V4A-Kugeln ¢ 1.59 mm
(Gebauer GmbH, Fulda), welche genau mit der Oberkante des Frittenhalters
abschlieBen. Die Kugelschiittung dient als Fliissigkeitsverteiler und sorgt fiir eine
gleichméfige Anstromung der Wirbelschicht. Den oberen Abschluf der
Wirbelschicht bilden zwei Teflonnetze (Maschenweite 0.5 und 1 mm). Sie werden
durch ein V4A-Gestell, welches sich gegen einen Silikonring in der zentralen
Einfilléoffnung abstiitzt, gehalten.
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Glas-Fritte D3
Tetlon:

Stahlkugein V4A & 1,59 mm
Tellonnetz Maschenweite 0,5 mm
Teflonnetz Maschenweite 2,5 mm

Abb. A.3: Boden des Wirbelschichtreaktors

A.5. Begasungsanlage

Abb. A.4 zeigt eine schematische Darstellung der gesamten Begasungsanlage. Das
Signal der pOz-Elektrode wird auf den pOz-MePverstirker (Typ 325, Ingold)
gegeben. In den Ausgang ist der Plotter und der pOz—Regler (Typ Protronic-SK,
Hartmann & Braun, Frankfurt) eingeschleift. Letzterer Kkontrolliert den
Massendurchflupregler fiir Sauerstoff. Diese Regeleinheit ist aus einem
elektronischen Steuergeridt (Typ 4252), einem thermischen Massendurchflupmesser
(Typ 5810 N) und einem elektrischen Stellventil (Typ 5835 N) der Firma Brooks
(Veerendaal, Holland) aufgebaut. Das Steuergerit wurde von der
Institutswerkstatt fiir die Mdéglichkeit der externen Ansteuerung durch den pOz-
Regler hergerichtet. Der pOz—Sollwert wird am pOz-Regler eingestellt. Am Oz~
Massendurchflupregler erfolgt die Einstellung des maximalen Sauerstoffstromes bei
maximaler "Offnung" des pOz—-Reglers. Der zweite, identisch aufgebaute
Massendurchflupregler steuert den Gesamtgasstrom. Bei sich (durch die pOz-
Reglung) #nderndem Sauerstoffdurchflup wird gerade so viel Luft zugemischt, dap
der Gesamtstrom immer konstant bleibt. Das hat den Vorteil, dap die Strémungs-
und Mischungsverhiltnisse im Reaktor immer gleich wund wunabhéngig von
Anderungen des kia-Wertes (z.B. bei Antischaumzugabe) oder biologisch
bedingten Anderungen des Sauerstoffbedarfs bleiben. Dadurch ist der COz-
Austrag aus der Fermentationsfliissigkeit und damit die zutitrierte Laugemenge
bzw. die Gesamtdurchfluprate durch den Reaktor konstant.

Die lageempfindlichen thermischen Massendurchflupmesser sind mitsamt den
Stellventilen auf einem  tarierbaren Metallblock montiert. Flr beide
Massendurchflupmesser werden mit Hilfe eines Seifenblasendurchflupmesser unter
Beriicksichtigung des Tagesdruckes Eichkurven erstellt. Die
Prepluftversorgungsleitung enthidlt einen Druckminderer, der auf etwa 2 bar
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eingestellt wird. Der Vordruck des Sauerstoffs wird an zwei parallel geschalteten

20 1-Flaschen auf etwa 3 bar reguliert.
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A.6. Bilanzierung des Prozesses

Durch eine geschlossene Bilanzierung des gesamten Fermentationsprozesses lipt
sich abschétzen, ob alle maPpgebenden Substanzen meBtechnisch erfaft wurden
oder ob womdglich Nebenprodukte mnoch unbeachtet geblieben sind. Eine
Bilanzierung ist vor allem dann sinnvoll, wenn noch grunds#tzliche Unklarheiten
beziiglich des Stoffwechsels der verwendeten Mikroorganismen bestehen.

Kohlenstoffbilanz

Bei der Kohlenstoff-(C)-Bilanz berechnet man die gesamte Kohlenstoffmenge der
Ausgangssubstanzen und vergleicht sie mit der C~-Menge der geldsten und
gasformigen (z.B. COz) Endprodukte. Der gesamte C-Gehalt der Ausgangsstoffe
und der Endprodukte muf gleich sein. Wird ein kontinuierlicher Prozef im
FlieBgleichgewicht bilanziert, so gehen in die Berechnung neben den
Konzentrationen der Stoffe auch deren Volumenstréme ein. Mit einer C-Bilanz
kann daher auch die Mepgenauigkeit und Eichung der Geridte kontrolliert werden.

Die Berechnung des durch die Substanz i verursachten Kohlenstoffstroms ci
geschieht nach:

c1 = Ki-Ci-vy [g/h] (GL. A1)

mit ¢1 = Kohlenstoffstrom der Substanz i [g/hl]
Ki Konzentration der Substanz i [mol/l]
Ci Kohlenstoffgehalt der Substanz i [g/mol]

vi = Gesamtvolumenstrom [1/h]

Man mupf beachten, dap der aus dem Reaktor abflieBende Volumenstrom um die
zur pH-Kontrolle zutitrierte Lauge— bzw. Sduremenge gréBer ist als der
zuflieBende Volumenstrom. Der C-Gehalt der Mikroorganismen wird entweder
gemessen oder anhand von Literaturdaten abgeschitzt.

Bei aeroben Prozessen entweichen grofe Mengen COz, die mit einer Gasanalytik
erfapt werden miissen. Die Berechnung des Kohlenstoffstroms ccozg erfolgt
entsprechend (Gl. Al) nach:

Ccoz,g = Ycoza-Ccoz-Va/Vmo [g/1] (Gl. A2)
mit ccozg = Kohlenstoffstrom durch gasférmiges COz [g/h]

Ycoz,a = COz-Anteil im Abgas [1/1]

Ccoz = Kohlenstoffgehalt von CO2: 12 g/mol

Va = Abgasvolumenstrom [N1/h]

Vao = Molares Normvolumen: 22.4 Nl/mol
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Ein gewisser Anteil COz verldpt den Reaktor mit der Produktlésung in geldster
Form oder als Bicarbonat. Um diesen Anteil abzuschitzen, bendtigt man die COz-
Loslichkeit in der Fermentationsfliissigkeit und Daten iiber das CO2/HCOa—-
Gleichgewicht in Abhéngigkeit vom pH. Unter der Annahme, daB Gas— und
Fliissigphase sich im Gleichgewicht befinden, gilt fiir die geldste CO2-
Konzentration Kcoz1 bzw. Bicarbonatkonzentration Kacos—:

Kcoz,1 = Ycoz,a-Hcoz:P1 [mol/1} (Gl. A3)
Kncos— = Kcoz,1-10(PE-PES) [mol/1] (Gl. A4)
mit Kcoz) = Konzentration des geldsten COz [mol/l]

Hcoz = Henry-Konstante von COz in Wasser bei 30°C: 29.28 mol/m3/bar

(Sontheimer et al., 1980)

P1 = Fermenterinnendruck [bar]
Kscos~ = Bicarbonatkonzentration ([mol/1]
PKs = Saurekonstante des CO2/HCOsz~-Gleichgewichts in Wasser bei

30°C: 6.343 (Sontheimer et al., 1980)

Der Einflup in der Fermentationsfliissigkeit geloster Bestandteile (Ionenstirke)
auf Hcoz und pKs sei hier vernachlidssigt. Der gesamte C-Strom in Form von
gelostem COz und Bicarbonat ccezis ergibt sich zu:

ccoz,l = (Kcoz,1+Kucoz—)-Ccoz-Vp [g/h] (Gl. A5)
mit ccoz = Kohlenstoffstrom durch geléstes COz und Bicarbonat [g/h]
vp = Produktfliissigkeitsstrom [1/h]
Redoxbilanz

Bei der biochemischen Umsetzung im Fermenter werden einige Substanzen
oxidiert, sie geben Elektronen ab, wihrend andere reduziert werden und
Elektronen aufnehmen. Der Redoxzustand des gesamten Fermenterinhaltes, d.h.
die Gesamtzahl der verfiigbaren Elektronen muf jedoch konstant bleiben.

Die Bezugsgrundlage fiir die Definition des Reduktionsgrades der einzelnen
Substanzen ist willkiirlich und kann frei gewidhlt werden (Gottschalk, 1986). Man
muf allerdings beachten, daPp abhidngig von dieser Festlegung jeweils andere
Substanzen den Reduktionsgrad O erhalten und damit in der Bilanzierung
unberiicksichtigt bleiben. Es wird hier die Konvention von Schiigerl (1985)
benutzt. Demnach sind die bei biochemischen Umwandlungen zur Verfiigung
stehenden Elektronen der betrachteten Elemente:

ec = 4, ex =1, eo = -2, ex = -3 [mol/atom]
Der Reduktionsgrad einiger Substanzen berechnet sich dann z.B. zu:

emzo = 0, ecoz = 0, ecm = 24 usw. [mol/mol]
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A.7. Nebeneffekte bei Phosphor—verarmten Zellen

Bei Phosphor—-verarmten Corynebakterien sind folgende drei Nebeneffekte zu
verzeichnen:

1) Im Medium werden neben Leucin stets erhdhte Mengen an Begleitaminosduren
(z.B. Alanin, Valin) gefunden, was offensichtlich auf verdnderte
Zellwandeigenschaften zuriickzufithren ist (s. Kap. 4.3.).

2) Abb. 4.2¢ (s. S. 67) zeigt einen deutlichen Abfall der Glucosekonzentration
mit einem korrespondierenden Anstieg der Lactatkonzentration im Medium in
Abhingigkeit von der anfinglichen Phosphatkonzentration. Auswirkungen auf
Wachstum, Leucinbildung und Ausbeutekoeffizient sind oberhalb einer
anfinglichen Phosphatkonzentration von 1.5 mM nicht 2zu verzeichnen.
Generell wurden bei Schiittelkolbenversuchen in Medienansidtzen mit niedriger
Phosphatkonzentration weit geringere Lactatanhdufungen gefunden als in
Phosphat—reichen Ansétzen. Die Phosphor-Verarmung der Zellen verlangsamt
offensichtlich die Aufnahmerate der Glucose und verhindert, dap diese bei
0Oz2-Mangel zu Lactat umgewandelt und wieder ausgeschieden wird.

3) wWird eine kontinuierliche Kultur Phosphor—-gesittigter Zellen =zusétzlich mit
Phosphat versetzt, so sind keine Anderungen der Stoffwechselaktivititen zu
verzeichnen. Standen die Mikroorganismen jedoch vor der Zugabe unter
Phosphatmangel, so kommt es 2zu einem augenblicklichen Riickgang der
Sauerstoffaufnahmerate und Wachstumsrate. Eine pldtzliche Phosphatzugabe
wirkt offensichtlich toxisch auf Phosphor—verarmte Zellen. Sie erholen sich
allerdings nach einiger Zeit wieder. Der Grund fir dieses Verhalten ist nicht
bekannt.

A.8. Berechnung von Yi/s' fir ruhende Zellen

In Tabelle 4.4 (s. S. 68) ist ein theoretisch berechneter Wert eingetragen. Er
wurde unter der Annahme gewonnen, dap der Glucoseverbrauch der Zellen fiir das
Wachstum (Gluzem) einerseits und fiir die Leucinbildung (Glurew) andererseits
unabhédngig voneinander sind und sich zum Gesamtverbrauch (Gluces) addieren:

Gluges = Gluzen + Gluires iel (Gl. AS)
Die auf den Glucose—Gesamtverbrauch bezogene Zellmasse (TS) betragt Yxss (mit
Leucinbildung) = Yx/s(m). Der ausschlieplich fiir die Bildung der Zellmasse (TS)

bendtigte Anteil 14Bt sich aus Yx/s (ohne Leucinbildung) = Yx/s{(o) berechnen:

Yx/s(m) = TS/Gluges /gl (Gl. A7)

Yx/s(o) = TS/Gluzen {g/gl (Gl. A8)
Durch Umformen und Einsetzen von (Gl. A7) und (Gl. A8) in (Gl. A6) folgt:

Glures = Gluces (1 - Yx/s(m)/Yx/s(0)) F:4] (Gl. A9)
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Die gebildete Leucinmenge (Leu) ist gegeben durch:

1) den molaren Ausbeutekoeffizienten Yiss' (wachsende Zellen) = Yiss'(w), der
auf die gesamt verbrauchte Glucosemenge Glugces bezogenen ist,

2) den molaren Ausbeutekoeffizient Yiss' (ruhende Zellen) = Yi/s'(r), der auf die
ausschlieplich fiir die Leucinbildung verbrauchte Glucosemenge GluLea
bezogenen ist:

Leu = YL/S'(W) . GlIIGes/MGln = YL/S'(O) . GluLeu/MGlll [mol] (Gl. AIO)

mit Mecia = Molekulargewicht von Glucose [g/mol]

Es folgt aus (Gl. A9) und (Gl. A10):
Yis'(r) = Yus'(w)/(1 - Yx/s(m)/Yz/s(o)) [mol/mol] (Gl. A1l)

Werden die in Tabelle 4.5 (s. S. 69) zusammengefaften Werte in (Gl. All)
eingesetzt, so ergibt sich schlieflich der in Tabelle 4.4 eingetragene
Ausbeutekoeffizient von Yiss'(r):

Yiss'(r) = 0.4/(1 — 0.27/0.38) = 1.38 mol/mol

A.9. Auswahl der pH—-Puffer fiir die Batch—Versuche

Der urspriinglich in den Schiittelkolbenmedien verwendete Kalk mufte durch einen
16slichen pH-Puffer ersetzt werden. Dieser sollte mdéglichst inert in Bezug auf
Chemikalien und die Mikroorganismen sein und keine Komplexe bilden. Als
besonders geeignet werden die von Good et al. (1966) und Ferguson et al. (1980)
beschriebenen meist zwitterionischen Puffer angesehen.

Vollmedium? Medium B2

Medienzusitze Menge [mM] Wachstum(ODeoo) Menge [mM] Wachstum(ODsoo)
Keine - 38.9 - -
Kalk-Puffer - - 200 38.8
MOPS—-Puffer 100 27.1 200 33.2
MOPSO-Puffer 100 26.8 200 30.5
PIPES—Puffer 100 28.7 200 24.4
ACES—-Puffer 100 30.0 200 34.5
PO4—Puffer 100 27.6 200 13.8
NacCl 200 29.6 - -

Tabelle Al: Wachstum auf mit verschiedenen pH-Puffern versetzten Medien
1; Schiittelkolben mit insges. 100 ml Vollmedium (s. Tab. 3.1),
Zusitze wie angegeben, Inkubationszeit 16 h
2; Insges. 40 ml Medium B (s. Tab. 3.2), Zusitze wie angegeben,
Inkubationszeit 25.5 h
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In Tabelle A.1 sind Versuche zur Auswahl eines fiir wachsende Corynebakterien
geeigneten Puffers fiir den pH-Bereich um 7 zusammengefaft. Sowohl beim
Vollmedium als auch beim Mineralmedium wird mit 16slichen pH-Puffern ein
geringeres Wachstum erzielt als mit den urspriinglichen Medien. Eine Zugabe von
NaCl hat die gleiche Auswirkung. Der Riickgang des Wachstums ist offensichtlich
auf die Anhebung des osmotischen Druckes durch die =zusitzlich geldsten
Substanzen zurilickzufiihren (s. Kap. 4.1.2.3.). Bei 200 mM Phosphat ist allerdings
ein spez. Hemmungsmechanismus zu vermuten. Aus Kostengriinden wurde MOPS-
Puffer fiir die weiteren Versuche ausgewihlt.

Da von Groger (1986) fiir ruhende Zellen ein pH-Optimum um 8 angegeben
worden war, wurde nach einem alternativen Puffer fiir TRIS gesucht. TRIS ist ein
primédres aliphatisches Amin und besitzt eine gewisse Reaktivitit. Es ist
dariiberhinaus in organischen Phasen gut 1éslich und kann daher Zellmembranen
von Mikroorganismen durchdringen. Vom Einsatz von TRIS in mikrobiellen
Ansétzen wird abgeraten, da mehrere Nebenwirkungen bekannt sind (Good et al.,
1966; Good und Izawa, 1972). TRIS komplexiert auBerdem Kalium (Bridson und
Brecker, 1970).

In mehreren Versuchen wurden HEPES-, HEPPSO- und TRIS-Puffer bei
verschiedenen Kulturbedingungen verglichen. Die mit HEPES und HEPPSO
angesetzten Kolben wiesen normales Wachstum auf. Die Zellen in den mit TRIS
angesetzten Kolben wuchsen etwa die ersten 15 h vergleichsweise gut, begannen
dann aber 2zu lysieren, obwohl das Medium noch nicht erschépft war. Dieses
Verhalten wurde mehrfach reproduziert. Es ist anzunehmen, dap der TRIS-Puffer
nicht bekannte physiologische Nebenwirkungen auf die Corynebakterien ausiibt.
Kurzzeitexperimente, die mit TRIS-Puffer durchgefiihrt werden, sind
wahrscheinlich nicht reprédsentativ fiir normale Kulturbedingungen. Fiir die
weiteren Untersuchungen wurde HEPES-Puffer ausgewihlt, welcher von Good und
Izawa (1972) empfohlen wird.
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A.10. Rechnerprogramm Reaktormodell

In Abb. A.5 ist der Ablaufplan des Programms aus Kap. 4.4. dargestellt. Es
berechnet die frei suspendierte Biomassekonzentration X, die Leucin- Le,
Glucose-— S und Ketosdurekonzentration K in Abh#dngigkeit von der variablen
Durchfluprate D und der vorgegebenen aktiven immobilisierten
Biomassekonzentration Xi. Da sich das Gleichungssystem (Gl. 4.3 — 4.8) nicht

nach einer der gesuchten Grofen auflésen 14Bt, wird folgende Iterationsmethode
verwendet:

1) Die Eingabedatei D.DAT enthélt die Werte der variablen Gréfe D in geordneter
Reihenfolge. Die Datei wird so erstellt, dap die hohen D-Werte am Anfang
stehen und die kleinen Werte am Ende. Das Progamm beginnt die Berechnung
der gesuchten Grépen also bei hohen Durchflufraten D.

2) Bei hohen Durchflufraten D sind hohe Ketosdurekonzentrationen K zu
erwarten (s.a. Abb. 4.34; S. 130). Die spez. Produktbildungsrate p ist nach
(Gl. 4.8) bei grofem K nur wenig verschieden von pmax.

3) Vorgabe ceiner spez. Produktbildungsrate pe = pmax als Startwert (s. Abb.
A.5)

4) Losung des Gleichungssystems (Gl. 4.3 — 4.7) mit diesem pe—Wert
5) Berechnung von pa aus dem aktuellen K nach (Gl. 4.8)
6) Abfrage: pn — pe < Fehlerabweichung ?

7) Wenn nein: Korrektur der spez. Produktbildungsrate (pe =  pn)
Wiederholung des Iterationscycluses

8) Wenn ja: Abspeichern der berechneten Werte fiir D, X, Le, S und K. Einlesen
eines neuen D-Wertes.

9) Ubernahme des zuletzt giiltigen pa—-Wertes als Startwert filir die neue
Rechnung (Die spez. Produktbildungsrate p wird mit abnehmender
Durchfluprate D infolge kleiner werdender Ketosdurekonzentration K stetig

kleiner; s.a. Abb. 4.34). Auf diese Weise steht immer ein giinstiger Startwert
zur Verfiigung und der Iterationsaufwand bleibt gering.

10) Abbruch des Programmes, wenn alle D-Werte bearbeitet wurden
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Start

Y

Eingabe: Feste Parameter

Eingabe: Xi

Pe = Pmax

-
-

[

Einlesen von D aus Eingabedatei D.DAT

-

[

Berechnen von X, Le, S, K
mit pe nach (Gl. 4.3 — 4.7)

Yy

Berechnen von pas aus aktuellem K
nach (Gl. 4.8)

nein
Pn — pe < Fehlerabweichung ?

nein Abspeichern von D, X, Le, S, K
in Ausgabedatei

Alle D—Werte bearbeitet ?

Ende

Abb. A.5: Progammablaufplan Reaktormodell
pe: Iterationsgrofe spez. Produktbildungsrate, Startwert
pn: Iterationsgrofe spez. Produktbildungsrate, aktueller Wert
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mode L L5 20.2.88

- o . — . o . - _ . = - ——— = —— - - e e = - - e~ W= W= - - - e - e - e e . = - - - - e - —

ittt Zuweisungen
y=C.38
Yp=1.3%131.18/168

C _______________________________________________
write(S,41)

41 format('$Monoda-Konstante(Glucose) Ks (g/ L) D)
read(5,*)Ks

c ________________________________________________
write(5,44)

Ly format( '$Monod-Konstante(Ketos.) Kk (g/U ')
read (S, *x)Kk

C _______________________________________________
write(S ,43)

43 format('$Procuktivitaetsrate dmax (g/gTS/h) ")
read(5, *x)dmax

C _______________________________________________

100C write(5,40)

40 format('$maximale Wachstumsrate wumax (1/h) ")
read (5, *dumax

c ________________________________________________
write(5,42)

42 format('$Substratkonzentration So (g/l) ')
read(S,*)So

C _______________________________________________
write(5,45)

45 format('$Ketcsaeurekonzentration Ko (g/Ul) ")
read (5, *)Ko
Po=Ko*131.18/153.13

C _______________________________________________
write(5,46)

46 format('3%Parameter xf (gTS) : ")
read (5, *x)mf

C ————————————————————————————————————————————————
write(5,¢0)

2C format('$Name der Ausgabe-Datei : ")
call assign(1,irfile)
read(5,30) outfil

20 format(4Cal)

byte infile(40),0outfil (40)

real Ks,K1,K2,K3,K4,KS5,K10,K11,K20

real ¢c1,Cc2,c3,C4,C5,Cc6,C7,C8,C1CG,C11,W1
real s,mf,dmax,de,d1,d2,dn, umax,Ko,Po,Ke, Kk
data infile/'D','.','d',"a',"t", 34x*" ', 0/

outfil(40)=0
call assign (2,outfil)
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C2=Y *umax
Cl=Yp*xumax
C3=2.*xY*xmf*xumax
CS=Yp*xumax* mf-Sc*Y *Yprxumax
CL=Y*Yp *(S0+KS)
Cé6=Y*mf
C7=Y*Yp*xSo*umex *mf
C8=Y*mf »mf xumax
C10=(Kk+Ko)/1.167
C11=dmax*Ko/1.167
C20=umax *mf *Y*(Po-Yp*So0)
C21=umax *(Y*Po+mf*xYp~YxYp*So)
C22=Y*Yp*(So+Ks)-Y*Fo
write(2,*)'
write(2 ,*)'
write(2,*)"'
K (g/L)
write(2,*)
de=dmax
do 10 i=1,100C0
read(1,*,end=200C) »
if ( umax .eq. D ) then
write(5,*x) ' Sumax=D"'
goto 10
erd if
K1=D*C1-D*D*Yp
K2=C2-D*Y
K3=D*D*C4+D*C5
K&=C3-D*C6
K5==D*C7
72=0
W1=K1+de*K2
if (abs(W1) _Lt.
write(5,*)
gcto 106
end if
p=(K3+de *K &) /W1
g=(KS+de*C8) /W1
wurzel=p*p/4.-q
if (wurzel .Llt.
write(5,*)"
goto 10
end if
pw=sart(wurzel)
x1=-p/2.+pw
x2=-p/2.-pw
if (W1 .Llt.
X=x2
else
X =x1
end
if (x

umax=',umax,"’
cmax="',omax,"’'
D (1/h)
F (g/ )

Ks=',Ks,'
mf=',mf,"
X (g/
RZA (g/L/d)!

Ko="
S

2)

1€E-30) then
Wi=0"',w1

0.) then

Wurzel negativ; ce=

0.) then

i f

Llt. CL) x=C.
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K1({=dmax+C10*xD/ (x+mf)
K11=C11*2/ (x+mf)
wurzel=KI1CxK10/4.-K11
if (wurzel .Llt. (.) then
write(S,*)"' Wurzel de negativ'
gotc 10
end if
pw=sqrt(wurzel)
d1=(K10/2. tpw)
d2=(K1C0/2.-pw)
if (abs(de-d1) .lt. abs(de-d2)) then
dn=al
else
dr=d2
end f
if (dn .gt. de) then
write(5,*%)' de wird groesser; 0=',0,' dn=',dn,' de="',de
erc it
if (abs(de-dn) .gt. (de*(0.005)) then
71=72+1
if (Z .eqg. 20) then
write(s,*)' mf zu klein'
goto 10
end if
de=dn
goto 88
erd 1if
de=dn
pr=(x+mf)*xce /D
if (pr .lt. PO) goto 100
K20=Yp*x (umax-D)
if (abs(k20) .lt. 1E-30) then
write(S,*)' K20 =',kx20
gete 1C
end if
p=(C214D*C22) /K20
g=Cc2(/K20
wurzel=p*p/b4.-qg
if C(wurzel .tt. C.) then
write(5,*%)"' Wurzel negativ'
goto 1C
end if
pw=scrtCwurzel)
x1=-p/2 .tpw
XxZ2=-p/2.-pw
1f (kK20 .tt. 0.) then
X=X
else
x=x1
end if
if (x .Llt. 0.) x=0.
s=So-x/Y-Po/Yp
pr = Po
goto 101
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100 s=So-x/Y-(xtmf)*xce/(D*xYp)

101 if (s .lt. 0.) s=_(.
pd=pr*D*24
Ke=Ko-pr*153.13/131.18
write(2,111) d,x,s,Ke,pr,pd

111 format(1x,6(2x,1PE10.3))

c _____________________________________________________
10 continue

<COoC write(S5,50)

50 format(/,' Naechster Parameter!')

CLOSECUNIT=1)
CLOSE(UNIT=2)
goto 1000

end
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A.11. Ableitung Diffusion eines Stoffes durch einen Biomassefilm

Aus einer Massenbilanz folgt fiir die zeitliche Anderung der Stoffdichte in einem
diinnen Scheibchen (Dicke azs) eines Biomassefilms (s. Abb. A.6):

a— = A(zs) — A(zst+azs) — A* [mmol/cm2/sec] (Gl. A12)
mit A = Stoffdichte in einer Biomassefilmscheibe der Dicke zs
[mmol/cm?]
A(za) = Stoffflufdichte an der Stelle zg [mmol/cm2/sec]
A(zp+azs) = Stoffflupdichte an der Stelle zs+azs [mmol/cm2/sec]
A* = Stoffverbrauch durch die Mikroorganismen {mmol/cm?/sec]
Zs = Langenkoordinate im Biomassefilm [mm]

Fir den stationédren Fall gilt:

A(zs) — A(zs+azs) — A* =0 [mmol/cm2/sec) (Gl. A13)

Beim Ubergang zu infinitesimal kleinen Differenzen azs folgt mit:

dA
- —— . a2z = A(zs) — A(zstazs)
dzs
dA
d—— .Aazp +A* =0 [mmol/cm2/sec] (Gl. Al14)
78

Biomassefilm

Sinterglasmatrix

TSI S

Abb. A.6: Ableitung Diffusion eines Stoffes durch einen Biomassefilm
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Die StofffluBdichte A 14BPt sich aus den oOrtlichen Konzentrationsgradienten nach
dem 1. Fick'schen Gesetz berechnen:

dcC

A = — De-— [mmol/cm2/sec] (Gl. A15)
dzs

mit De = Effektiver Diffusionskoeffizient im Biomassefilm [cm2/sec]

C

Konzentration des diffundierenden Stoffes [mmol/l]

Fiir den Stoffverbrauch durch die Mikroorganismen in der Biomassefilmscheibe
gilt:

A* = vg-8s-aZp [mmol/cm2/sec] (Gl. Al6)
mit wve = Spezifische Verbrauchsrate der Mikroorganismen [mmol/gTS/h]
S8 = Zelldichte im Biomassefilm [gTS/cm3]

Aus (Gl. 14) bis (Gl. 16) folgt:

d dc
~— (~ De-~—)-aZp + VR-Op-aZp =0 [mmol/cm2/sec) (Gl. A17)
dzs dzs
d2C Vr-Os

= [amol/cm2/1] (Gl. A18)
dzs? De
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A.12. Rechnerprogramm Diffusion von Ketosidure im Biomassefilm

FILES

(ala!

a0 00 00

(¥

OO 0N N 0N 0o 00 00

DIFF FORTRAN A1 KFA ZAM
IMPLICIT REAL*B (A=H,0-Z)

REAL*8 ZETA(2),TTL(2),X{101},U(2,101)
REAL%E ALPHAD KMy COsL+FAKLETA,2,P0
INTEGER M{1)+NLINsMSTAR, XDIM, IER

CHARACTER%34 FO
EXTERNAL KOLSYS,F2,G62
COMMON KMy L, FAK, CO

KONSTANTEN-EINGARE

WRITE(S, *)* SINGABE VON ALPHADsKM,CO,L2
READ (S + X JALPHA, Dy KMy CO L

FAXK=ALPHA/ D

DIFINE NN OF DIFFZRENTIAL EQUATIONS
N=1

ORDERS
M(1)=2

INTZRVAL ENDS
A=0e DO
8=t

LOCATIO
ZETA(1)
ZETAL2)

NS OF SIDE CONDIT IONS
=A

=8

NONLINEAR
NL I4=1

PRCBLEM

SOLUTICN REQUISTED AT
XDIM=101

POINTS
DO 210 TI=1,XDIM
X{I)=A+DFLGCAT(I-1)*(B-A)/DFLOAT(XDIM-1)

MSTAR=M(1) +e600 =M(N)
MSTAR=2

DO 225 1=1,MSTAR
TOL(I)=10D~14

CALL KCOLSYS{NsM3 A B ZETASNLINSMSTAR, TOLIXDIMG XU eF2,G2,

QUTRUT OF RZSULTS
WRITE(6E, *)

WRITIZ( 5, %) *ALPHA= *, AL DHA
WRITE(&E,%) *D = 4D
WRITET (£, %) *KM = T 4 KM
WRITEZE(S,*x) *CO = *,C0
WRITE(F, %) L = T,L

WRITZ( 2, ¥)
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Anhang

DIFF FCRTRAN Al KFA ZAM

ARITEZ( 64 %)
WRITIZ(6, %) * I X(1) 7

= {ZXQ IB,ZX 'Dllo4vv3Xv301507) .

MITTELWERT SERECHNEN VUON P=C/ (C+K4) UND AUSDRUCKEN

ETA=00

PO=U(1 s XDIM)/ (UL ,XDIM)+KM)
DO 250 I=1,XDIM

P=U{1s I)/{UC1,1)+Ki4)

WRITE(B,F0)TX(1)y J(1,1),P,P/PO

WRITE(S,*)* ZRROR PARAMITER: *,IZR

WRIT”(éy*)
WRITE (6, %) *MITTTLWEIRT VON P=C/(C+KM): *,FTA

END

SUBRCUTINE F2(Xs2ZsF)
IMPLICIT REAL*S (A=-it,0~2)
REAL¥8 Z(2)4F (1) sFAKs KM CO L
COMADON KM, L ,FAK, CO
F{1)=FAK%Z(1)/7(KM+Z(1))

RETURN

ZND

SURRDUTINE GZ{15Z,6G)

IMPLICIT REAL*3 {(A-H,0-2Z)

REAL¥B Z(2)s FAKs KM»TOs L
co

COMMOMN KMy Ly FAX,

GDTO{152)412
=Z2{2}

RETURN

G=Z(1)~-CO

RETURN

ZND
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2.9 KOLSYS

KOLSYS

> W " - P R WD T P D A R e T P W W R S e e e e e e e e e P R P Y S P e e e e e e W e e

PURPOSE

COMPILER
PRECISION

USAGE

ARGUMENTS

N

A, B

ZETA

NLIN

MSTAR

TOL

XDIM

NUMERICAL SOLUTION OF AN EXPLICIT SYSTEM OF
MIXED ORDER ORDINARY DIFFERENTTAL EQUATIONS
WITH BOUNDARY CONDITIONS, USING A COLLOCATION
METHOD.

THE BOUNDARY CONDITIONS HAVE TO BE SEPARATED
(E.G., PERIODIC BOUNDARY CONDITIONS ARE KOT
ALLOWED). SOME (OR ALL) BOUNDARY CONDITIONS
MAY RELATE TO POINTS IN THE INTERIOR OF THE
INTERVAL OF INTEGRATION.

VS FORTRAN / CRAY FORTRAN

IBM DOUBLE / CRAY SINGLE

CALL KOLSYS ( N, M, A, B, ZETA, NLIN,
MSTAR, TOL, XDIM, X, Z,
FSUB, GSUB, IER )

NUMBER OF DIFFERENTIAL EQUATIONS. (INPUT)
N <= 20 IS REQUIRED.

INTEGER ARRAY OF LENGTH N. (INPUT)
M(J) IS THE ORDER OF THE J-TH DIFFERENTIAL
EQUATION. THE ORDERS M(J) MUST SATISFY

M(1) <= M(2) <= ... <= M(NN) <= 4
END POINTS OF THE INTERVAL. (INPUT)
ARRAY OF LENGTH MSTAR. (INPUT)

J-TH SIDE CONDITION POINT (BOUNDARY POINT).

_ZETA(J) MUST SATISFY FOR J=1,...,MSTAR-1
[ A <= ZETA(J) <= ZETA(J+1) <= B. !
NLIN = 0 IF THE PROBLEM IS LINEAR (INPUT)
= 1 IF THE PROBLEM IS NONLINEAR
MSTAR = M(1) + ... + M(N) <= 40 (INPUT)
ARRAY OF LENGTH MSTAR. (INPUT)

TOL(I) IS THE I-TH ERROR TOLERANCE
OF THE I-TH COMPONENT OF A FIXED
COLUMN FROM THE MATRIX Z

INTEGER VARTABLE. LENGTH OF ARRAY X. (INPUT)
ARRAY OF LENGTH XDIM CONTAINING THE (INPCT)
ABSCISSAES WHICH CORRESPOND TO THE
APPROXIMATE SOLUTION STORED IN ARRAY Z.

ARRAY OF DIMENSION MSTAR BY XDIM. (OUTPLT)

THE J-TH COLUMN CONTAINS THE APPROXIMATE
SOLUTION AT X(J), 1 <= J <= XDIM.

ZAMLIB 43
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FSUB -  USER PROVIDED SUBROUTINE FOR (INPUT)
EVALUATING THE RIGHT HAND SIDE OF THE MIXED
ORDER SYSTEM.
THE SUBROUTINE MUST HAVE THE FORM
SUBROUTINE FSUB (X , 2Z, F)

FOR GIVEN ARGUMENTS X IN ( A, B ) AND A
VECTOR ZZ, FSUB RETURNS A VECTOR F.

FSUB MUST APPEAR IN AN EXTERNAL STATEMENT
OF THE CALLING PROGRAM.

GSUB =~  USER PROVIDED SUBROUTINE FOR (INPUT)
EVALUATING THE BOUNDARY CONDITIONS.
THE SUBROUTINE MUST HAVE THE FORM
SUBROUTINE GSUB (I , ZZ , G)

FOR GIVEN ARGUMENTS 1 .LE. I .LE. MSTAR AND ZZ
GSUB RETURNS THE VALUE OF THE I-TH BOUNDARY
VALUE LOCATED AT ZETA(I).

GSUB MUST APPEAR IN AN EXTERNAL STATEMENT

OF THE CALLING PROGRAM.

IER - RETURN CODE FROM KOLSYS. (OUTPUT)

1 FOR NORMAL RETURN

IF THE COLLOCATION MATRIX IS SINGULAR.

-1 IF THE EXPECTED NUMBER OF SUBINTERVALS

EXCEEDS STORAGE SPECIFICATIONS.

=-2 IF THE NONLINEAR ITERATION HAS NOT CON-
VERGED.

=-3 IF THERE IS AN INPUT DATA ERROR.

I
o

REQD. ROUTINES - COL1, CONTRL, CONSTS, NEWMSH, ERRCHK, LSYSLV,
BLDBLK; APPSLN, APPROX, BSPFIX, BSPVAR,BSPDER,
APPDIF, HORDER; DFAPP, DGAPP; FCBLOK, FACTRB,
SHIFTB, SBBLOK, SUBFOR, SUBBAK
THE ABOVE ROUTINES ARE ALL PROVIDED.
SUBROUTINES FSUB, GSUB
MUST BE SUPPLIED BY THE USER.

REFERENCES - (1) ASCHER U., CHRISTIANSEN J. AND
RUSSELL R.D., A COLLOCATION SOLVER
FOR MIXED ORDER SYSTEMS OF BOUNDARY
VALUE PROBLEMS, TECH. REP. 77-13,
DEPT. COMPUTER SC., UNIV. B.C.,
VANCOUVER, CANADA. ALSO IN
MATH. COMP. 33 (1979), 659-679.

(2) ASCHER U., CHRISTIANSEN J. AND
RUSSELL R.D., COLLOCATION SOFTWARE FOR
BOUNDARY VALUE ODES, ACM TOMS VOL. 7,
NO. 2, (1981), 209-222.

(3) RUSSELL R.D. AND CHRISTIANSEN J.,
ADAPTIVE MESH SELECTION STRATEGIES FOR

SOLVING BOUNDARY VALUE PROBLEMS,
SIAM J. NUMER. ANAL. 7(1978), 59-80.

44 ZAMLIB
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ALGORITHM

REMARKS

KOLSYS SOLVES A MULTI-POINT BOUNDARY VALUE
PROBLEM FOR A MIXED ORDER SYSTEM OF ODES
GIVEN BY
DM(I)) U(I) = F(I) I=1, ..., N,
AND BOUNDARY CONDITIONS
G( J, ZETA(J), ZZ(U(ZETA)) ) = 0,
J =1, ..., MSTAR.
WHERE :
U= (U(1), ..., UIN) ) IS THE SOLUTION
VECTOR;
D( M(I) ) U(I) DENOTES THE M(I)-TH
DERIVATIVE OF U(I) WITH RESPECT TO X;
2z=(U(1), D(1) U(1),...,D( M(1)-1 ) U(1),
., UN), D(1) UN), ...,
D(M(N)-1) U(N))
MSTAR = M(1) + ... + M(N).
THE SOLUTION OF THE BVP IS APPROXIMATED BY
B-SPLINE COLLOCATION AT GAUSSIAN POINTS WITH
AN ADAPTIVE MESH SELECTION STRATEGY (REF.(1)).
IN CONTRAST TO COLSYS ALL REQUIRED DERIVATIVES
ARE APPROXIMATED BY CENTRAL DIFFERENCES.
THE BOUNDARY CONDITIONS RELATE TO BOUNDARY
POINTS ZETA(J), WHICH MUST SATISFY
A <= ZETA(J) <= ZETA(J+1) <= B,
FOR J=1,...,MSTAR-1. THE BOUNDARY CONDITIONS
MUST HAVE THE FORM
G(Z) = 0, AT X = ZETA(J),
WHERE G IS A (GENERALLY) NONLINEAR FUNCTION
OF Z, WHICH HAS TO BE SPECIFIED FOR EACH J,
1 <= J <= MSTAR.

KOLSYS REPRESENTS AN EASY-TO-USE VERSION OF
COLSYS WHICH IS AVAILABLE THROUGH ALGORITHM
569 OF THE "COLLECTED ALGORITHMS FROM ACM"

( UNDER THE OPERATING SYSTEM VM/CMS TYPE:
MATHDEF SOURCE ACM ) .

THE SIMPLE PARAMETERLIST OF KOLSYS IS DUE TO
SEVERAL DEFAULT VALUES WHICH WERE INITIALIZED
BEFORE CALLING COLSYS FROM KOLSYS.

IF THE NUMERICAL TREATMENT OF A SPECIFIC
BOUNDARY VALUE PROBLEM SEEMS TO BE TOO
COMPLICATED FOR KOLSYS ONE MAY SWITCH TO
COLSYS WHICH IS ALSO AVAILABLE FROM ZAMLIB AS
LOAD MODULE. FOR A DESCRIPTION OF THE
APPROPRIATE PARAMETER LIST THE USER 1S
REFERRED DIRECTLY TO ALGORITHM 569 AND REF. (2).

THERE ARE LOTS OF WELL SUITED TRANSFORMATIONS
TO REFORMULATE MORE GENERAL BOUNDARY VALUE
PROBLEMS INTO THE 'STANDAKD FORM', WHICH IS
NECESSARY FOR AN APPLICATION OF COLSYS OR
DIFBD. MANY OF THESE TRANSFORMATIONS ARE
SUMMARIZED 1IN

ASHER U., RUSSEL R.D., REFORMULATION OF
BOUNDARY VALUE PROBLEMS INTO 'STANDARD FORM',
SIAM REVIEW, VOL. 23, NR. 2, APRIL 1981

ZAMLIB 45
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A.13. Rechnerprogramm Gesamter diffusiver Sauerstofftransport

C Stof ftransport im Sinterglas 1.4.1988
C durch Poren- und Filmdiffusion
c __________________________________________________________
C Eingake von "epsilon'" aus Datei: e.dat
C
byte infile(4C) ,out fil (4l
real K1,d,e,wurzel,c,2,fF,emax,B,€a,Bp,A,Aa,rp,di,Rp,K2,L,L"
gata infile/'e',*.','d",'a"', "t', 34" ',0/
Crmmm e e s e s e e e e e Zuweisung
d=(.79
L0=0.0025%2
A=13.(C
Aa=Ax0_4
Ap=A*C.6
di=C.17
Rp=0C.0C05
c ______________________________________________
C Eingabe der dimensionslosen Zelldichte
C

write(S,40)
4C format('$dimlos x (=) Y
read (5, *)x

c _______________________________________________
1cocC write(5,20)
20 format('$Name cer Ausgabe-Catei ")

cell assign(1,infile)
read(5,30) outfil

30 format(40al)
outfil(40)=C
call assign (2,0utfil)

c _________________________________________________
Mmarke=0.
F=C.
2=0.
Ba=AaxL0O*di
do 1C i=1,1CCCC
read(1,*,end=20C0) e
Kl=ex*d
wurzel=K1*K1-d*x*exe+1
o=-K1+sart(wurzel)
L=L0 *0o
K2=L/Rp
Fe=2 *K2-K2*K?
F=F+Fe
1=1+1
if (Marke .eac. 1.) goto 69
if (o .te. C.03) thenr
Bp=Apxdi*fF/Z*xe*L(
emax=e
marke=1.
end 1if
€G write(2,111) o,e
111 format(1x,6(2x,1FE1IC.3))
1C continue
2CCC B=Ba+Bp

write(S,*)' emax=',emax,' Ba=',Ba,' 8p=',Bp,' B=',8B
CLOSEC(UNIT=T)

CLCSE(UNIT=2)

end
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A.14. Diffusion der Mikroorganismen aus den Poren des Sinterglases

Kénnen die in den Poren nachwachsenden Mikroorganismen durch rein diffusive
Transportvorgdnge aus diesen heraustransportiert werden? Wachsen die Poren zu,
wenn keine Durchstromung des Sinterglases (konvektiver Transport der Zellen)
auftritt? Diese Fragen sollen anhand einer einfachen Rechnung
gropenordnungsméapig abgeschitzt werden:

Der Diffusionskoeffizient wvon Makromolekiilen 148 sich nach Stohe-Einstein
(Hoppe et al., 1978) folgendermaBen berechnen:

k-T
Dy = —mm ™ [cm2/sec] (Gl. A19)
6-m-n-Ru
mit Du = Diffusionskoeffizient des Makromolekiils [cm2/sec]
k = Boltzmann-Konstante: 1.38.10-22 N.m/°K
T = Absolute Temperatur [°K]
n = Dynamische Viskositdt des Mediums [N-.sec/m2]
Ru = Radius des Teilchens (Makromolekiils) {cm]
Mit T = 808.15 °K (30°C)
n = 108 N.sec/m? (fiir Wasser)
Ru = 0.5 um (Radius eines Mikroorganismus)

folgt fiir den Diffusionskoeffizienten eines Mikroorganismus:

Biomassefilm

[ sin terglasmatrix |

N

AX

Abb. A.7: Diffusion der auf der Glasoberfliche nachwachsenden Mikroorganismen
durch die unbewegte Fermentationsfliissigkeit
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Anhand von Abb. A.7 soll die Erh6hung der Mikroorganismenkonzentration aX in
einem unbewegten Fliissigkeitsfilm abgeschéitzt werden (Vereinfachung analog zu
Abb. 4.41 und 4.42; S. 146 und 147). Der Biomassefilm der Dicke L gibt laufend
nachwachsende Zellen in die unbewegte Fermentationsfliissigkeit ab. Die Zellen
diffundieren  von der Oberflidche des Biomassefilms aufgrund eines
Konzentrationsgefilles durch die unbewegte Fliissigkeit bis zum Eingang der Pore
(Wegstrecke E).

Nach dem ersten Fick'schen Gesetz (Diffusionsterm) gilt:

A = - Du-l}‘X [gTS/cm2/sec] (Gl. A20)
A ZF
mit Am = FlupBdichte der Mikroorganismen in der unbewegien
Fermentationsfliissigkeit [gTS/cm2/sec]
X = Konzentration der suspendierten Mikroorganismen in der
Fermentationsfliissigkeit [gTS/1]
zr = Lingenkoordinate im Flissigkeitsfilm [mm]

Fiir die FluBdichte (Quellenterm) gilt:

Ax = p-8s-L [gTS/cm2/sec] (Gl. A21)
mit p = Wachstumsrate der Mikroorganismen [1/h]
88 = Zelldichte im Biomassefilm [gTS/cm?3]

L

Dicke des Biomassefilms [mm]

Fiir den Unterschied der Mikroorganismenkonzentration A X zwischen dem
Poreneingang und der Oberfliche des Biomassefilms (Wegstrecke E) folgt:

n-5p-L-E
aAX = ——D—- [gTs/1] (Gl. A22)
M

Mit n = 0.1/h (s. Kap. 4.4)
58 = 0.17 gTS/cm® (s. Kap. 4.4)
Dy = 4.4.10"% cm?/sec (s.0.)
folgt:

aX =5 gTs/1

Dieser Konzentrationsunterschied bewegt sich also in der GrépBenordnung der
Zellkonzentration der frei suspendierten Mikroorganismen. Ein Zuwachsen der
Poren aufgrund einer unzureichenden Transportgeschwindigkeit der Zellen ist
damit nicht zu erwarten.
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A.15. Berechnung der Stromungsgeschwindigkeit in einer Pore

Der tatséchliche Liickengrad € einer Kugelschiittung berechnet sich nach Blap
(1978) zu:

€ = 0.3756 + 0.34.dp/dx -1 (Gl. A23)
mit € = Liickengrad ([-]
de = Durchmesser der Trigerkoérperpartikel [cm]

dx

Durchmesser der Kolonne |[cm]

Der Druckverlust an einer Trigerkoérperschiittung ergibt sich nach Buchholz
(1982) zu:

(1-€)2.n-u (1-g)-5-uz
aP 0 — 2 4 75—

= 16 .
€3.de 2 e3.de

[Pa/cm] (Gl. A24)

wenn turbulente Stromung in der Schiittung vorliegt:

Re = u-de-3/n > 10 [-1 (Gl. A25)
mit ap = Druckverlust an der gesamten TraAgerkdrperschiittung [Pal]

h = HOohe der gesamten Trigerkoérperschiittung [cm]

n = Dynamische Viskositdt des Mediums [Pa-sec]

u = Leerrohrgeschwindigkeit des Mediums [cm/sec]

8 = Dichte des Mediums [kg/m3]

Re = Reynoldszahl [-]

Der Druckverlust an einem einzelnen Trégerkoérper 14Bt sich errechnen, indem fiir
h der Durchmesser der Partikel eingesetzt wird.

Die Stromungsgeschwindigkeit in einer Pore 148t sich nach dem Hagen-
Poisseuille'schen Gesetz abschitzen:

n-Rp4- AP Re2- oD

a = = [em/sec] (Gl. A26)
8-n-1-Ap 8-n1
mit @ = Stromungsgeschwindigkeit in einer Pore [cm/sec]
Rp = Radius einer Pore [cm]
1 = Lange der Pore [cm]
Ap = Querschnittsfliche einer Pore [cm?]
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Mit folgenden Werten wurde gerechnet:

de = 0.3 cm

de = 3.4 cm

u = 5 cm/sec

n, = 10-% Pa.sec (fiir Wasser)

3 = 10% kg/m® (flir Wasser)

h = 0.3 cm (Durchmesser der Trigerkdrper)

Re = 0.005 cm (mittlerer Wert nach Herstellerangaben)
1 = 0.3 cm (Durchmesser der Trigerkorper)

Aus (Gl. A23) folgt: € = 0.4
Aus (Gl. A24) folgt: ap/h = 184 Pa/cm
Aus (Gl. A25) folgt: Re = 150 >> 10

Aus (Gl. A26) folgt: U = 0.6 cm/sec
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Liste

Ba

Bges

Be

Cges
Ci1
Coz2*

De
De,x

De,o

Dxrit
Du
Do

E-ax

Gges
Hcoz

Ko

Ks

Kso
Kcoz,1
Kucos—
Kx

Ks

der mathematischen Formelzeichen

= Stoffdichte in einer Biomassefilmscheibe der Dicke azs
[mmol/cm2]

= Mit Biomasse bewachsene ringférmige Querschnittsfliche einer Pore
[cm?]

= Querschnittsfliche einer Pore [cm2]

Gesamte duPere Oberfldche des Sinterglases [cm2/gGlas]

Stoffflupdichte an der Stelle zg [mmol/cm?/sec]

Stoffverbrauch durch die Mikroorganismen [mmol/cm2/sec]

Sauerstoffflupdichte im Biomassefilm [mmol/cm2/sec]

Sauerstoffflupdichte im Fliissigkeitsfilm [mmol/cm?%/sec]

= Flupdichte der Mikroorganismen in der unbewegten
Fermentationsfliissigkeit [gTS/cm2/sec]

= Auf der duferen nicht aus Pore bestehenden Oberfldche des
Sinterglases immobilisierte aktive Biomassemenge [gTS/gGlas]

= Gesamte auf dem Sinterglas immobilisierte aktive Biomassemenge
[gTS/gGlas)

= Gesamte in den Poren immobilisierte aktive Biomassemenge [gTS/gGlas]

Konzentration des diffundierenden Stoffes [M]

= Konzentration aller Teilchen in der Fermentationsfliissigkeit [M]

Kohlenstoffgehalt der Substanz i [g/mol]

Sauerstoffsidttigungskonzentration [M]

DurchfluBrate [1/h]

Effektiver Diffusionskoeffizient im Biomassefilm [cm2/sec]

= Effektiver Diffusionskoeffizient fiir Ketosdure im Biomassefilm
[cm2/sec]

= Effektiver Diffusionskoeffizient fiir Sauerstoff im Biomassefilm
[cm2/sec]

= Kritische Durchflufrate {1/h]

= Diffusionskoeffizient fiir Mikroorganismen [cmZ2/sec]

= Diffusionskoeffizient fiir Sauerstoff in der Fermentationsfliissigkeit
[cm?/sec]

= Schichtdicke des unbewegten Fliissigkeitsfilms {mm]

= Maximale durch Mikroorganismen kolonisierte Porenlinge [mm]

= Verdiinnungsfaktor [-]

Gesamte Sinterglasfiillung des Reaktors |[g]

Henry—-Konstante von COz in Wasser [mol/m3/bar]

Ketosdurekonzentration im Reaktor [M]

KetosAurekonzentration im Zulauf [M]

Ketosdurekonzentration im Biomassefilm [g/1]

Ketosdurekonzentration auf der Oberfliche des Biomassefilms [g/1]

Konzentration von geléstem COz [M]

Bicarbonatkonzentration [M]

Monod-Konstante fiir Ketosiure {[M]

Monod-Konstante fiir Glucose [M]

Konzentration der Substanz i [M]

= Integrationskonstante [mmol/l/mm]
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Kz = Integrationskonstante [mmol/1]

Le = Leucinkonzentration im Reaktor [M]

L = Dicke des Biomassefilms [mm]

Lo = Dicke des Biomassefilms bei Opo = Oro [mm]

Os = Sauerstoffkonzentration im Biomassefilm [M]

Ono = Sauerstoffkonzentration auf der Oberfliche des Biomassefilms [M]

1073 = Sauerstoffkonzentration im Fliissigkeitsfilm [M]

Oro = Sauerstoffkonzentration in der freien Fermentationsfliissigkeit [M]

Pi = Fermenterinnendruck [bar]

Qoz = Sauerstoffaufnahmerate [mol/1/h]

Qoz' = Zeitliche Abnahme der Sauerstoffkonzentration [%/h]

R = Gaskonstante [l.-bar/mol/K]

Re = Reynoldszahl [-]

Ru = Radius eines Mikroorganismus [mm]

Re = Radius einer Pore [mm]

S = Glucosekonzentration im Reaktor [M]

So = Glucosekonzentration im Zulauf [M]

Sstat = Stationdre Glucosekonzentration im Reaktor [M]

T = Absolute Temperatur [K]

Vk = Volumen einer Kugelschiittung [1]

Ve = Volumen eines Partikels [1]

Vie = Biomassevolumen in einer zylindrischen Pore [cm?3]

Vr = Reaktorvolumen [1]

Vmo = Molares Normvolumen [Nl/mol]

X = Suspendierte Biomassekonzentration im Reaktor [gTS/1]

aX = Erhdhung der suspendierten Biomassekonzentration in der unbewegten
Fermentationsfliissigkeit innerhalb der Poren [gTS/1]

Xstat = Stationfre Biomassekonzentration im Reaktor [gTS/1]

Xi = Aktive immobilisierte Biomassekonzentration [gTS/1]

Yi/x = Ausbeutekoeffizient (gLeu/gKet) [-]

Yo' = Molarer Ausbeutekoeffizient (molLeu/molKet) [-]

Yu/s = Ausbeutekoeffizient (gLeu/gGlu) [-]

Yi/s' = Molarer Ausbeutekoeffizient (molLeu/molGlu) [-]

Yx/02 = Ausbeutekoeffizient (gTS/g0z) [-]

Yx/s = Zellertrag bzw. Ausbeutekoeffizient (gTS/gGluc) [-]

ar = Anteil der gesamten Porenquerschnittsfliche an der gesamten #uBeren
Oberfldche des Sinterglases [-]

Ccoz,g = Kohlenstoffstrom durch gasférmiges COz [g/h]

Ccoz,1 = Kohlenstoffstrom durch geldstes COz und Bicarbonat [g/h]

ci = Kohlenstoffstrom der Substanz i [g/h]

dx = Durchmesser der Kolonne {[cm]

de = Durchmesser der Trigerkérper [cm]

h = Hohe der Tragerkérperschiittung [cm]

k = Boltzmann-Konstante [N.m/K]

1 = Linge einer Pore [cm]

i = Effektivitdtskoeffizient [—]

p = Spezifische Produktbildungsrate [mol/gTS/h]

Pmax = Maximale spezifische Produktbildungsrate [g/gTS/h]
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Pmax' = Maximale spezifische Produktbildungsrate [mol/gTS/h]

AP = Druckverlust an der gesamten Trigerkdrperschiittung [Pa]
q = Spezifische Sauerstoffaufnahmerate [mol/gTS/h]

Qmax = Maximale spezifische Sauerstoffaufnahmerate [mol/gTS/h]
u = Leerrohrgeschwindigkeit des Mediums [cm/sec]

a = Stromungsgeschwindigkeit in einer Pore [cm/sec]

vp = Produktfliissigkeitsstrom [1/h]

Va = Abgasstrom [Nl/h]

Ve = Eingasstrom [NI1/h}

Vi = Gesamtvolumenstrom [1/h]

Ve = Spezifische Verbrauchsrate der Mikroorganismen [mmol/gTS/h]
y = Achsenabschnitt [~]

Ycoz,a = COz2-Volumenanteil im Abgasstrom [-]

Yoz,a = 0Oz-Volumenanteil im Abgasstrom [-]

Yoz,e = Oz~Volumenanteil im Eingasstrom [-]

ZB = Langenkoordinate im Biomassefilm [mm]

ZF = Lingenkoordinate im Fliissigkeitsfilm [mm]
a = Produktbildungskonstante [g/g]

o = Osmotischer Druck [bar]

n = Dynamische Viskositdt des Mediums [Pa.sec]
n = Wachstumsrate [1/h]

llmax = Maximale Wachstumsrate {1/h]

T = Mittlere Verweilzeit [h]

bl = Dichte des Mediums [kg/m3]
s = Zelldichte im Biomassefilm [gTS/cm?3]
€ = Liickengrad [-]
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