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ZUSAMMENFASSUNG - ABSTRACT

Diese Arbeit fasst die integrierte Prozessentwicklung zur fermentativen Produktion von L-
Phenylalanin mit Escherichia coli zusammen. Der Begriff ,,integriert bezeichnet dabei die parallele,
sich gegenseitig beeinflussende, Entwicklung eines Fermentationsprozesses und die Identifikation
eines geeigneten, genetisch verdnderten Produktionsstammes. Zudem beschreibt diese Arbeit die
Integration einer zeitgleich am Institut etablierten Methode zur Aufreinigung der Aminoséure mittels
Reaktiv-Extraktion. ~Zur  Charakterisierung der L-Tyrosinauxotrophen, potentiellen L-
Phenylalaninproduzenten wurde ein hierflir universell einsetzbarer Fermentationsprozess entwickelt.
Dieser zeichnet sich insbesondere durch eine Regelung der Glucose- und L-Tyrosinzufuhr aus. Um
eine optimale Produktion zu gewihrleisten, erwies sich eine limitierte Zugabe der essentiellen
Aminosdure wihrend der Wachstumsphase und ein Glucoseiiberschuss von 5g/l iiber den
Fermentationszeitraum als optimal.

Dieser Prozess war reproduzierbar und in den halbtechnischen MaBstab scale-up fihig. Der Einsatz
der geregelten L-Tyrosinzufuhr erméglichte die Verwendung der fiir L-Tyrosin feedback-sensitiven
DAHP-Synthase (aroF). Durch die Uberexpression dieses nativen Enzyms und der Identifikation
sowie Eliminierung reaktionslimitierender Schritte innerhalb der Aromatenbiosynthese wurde die L-
Phenylalaninproduktion signifikant gesteigert. Zum Ende der Stammentwicklung konnten bei
geschlossener Kohlenstoffbilanz keine Intermediate der Aminosduresynthese mehr nachgewiesen
werden.

Im Verlauf der Stamm- und Prozessentwicklung wurde die Fermentationsdauer, zur Bildung von iiber
30g/1 L-Phenylalanin, von 50h auf 25h halbiert. Die integrale Produktselektivitiat wurde von 16,2% auf
24,4% und die integrale Raum-Zeit-Ausbeute von 0,8g/(1*h) auf 1,2g/(1*h) gesteigert.

Nach einem Scale-up des etablierten Fermentationsprozesses (300L) wurde durch die Integration des
Aufarbeitungsverfahrens L-Phenylalanin simultan abgetrennt und auf iiber 98% aufgereinigt. Durch
die Verringerung der L-Phenylalaninakkumulation konnte die integrale Produktselektivitit von 15%
auf iiber 20% gesteigert werden. Mit der Riickfiihrung des Fermentationsiiberstands in den Bioreaktor,
wurde in dieser Arbeit ein so genannter Hybridprozess geschaffen und dessen Funktionsfihigkeit
erstmals im PilotmaBstab gezeigt.

This work gives a summary of an integrated process development for the production of L-
phenylalanine by Escherichia coli. Hereby, the term ,integrated“ describes the simultaneous
development of the process and of different genetically engineered strains. Furthermore, this work
summarises the results obtained by the integration of a reactive-extraction DSP unit into the
fermentation process. An universal fermentation strategy was developed in order to characterise
potential auxotroph production strains of L-tyrosine. Two closed loop control strategies for glucose
(main carbon source) and L-tyrosine were introduced. To obtain optimal amino acid production, L-
tyrosine accumulation had to be prevented by limited feeding. Nevertheless, optimal growth should be
achieved. Furthermore, an glucose excess of 5g/1 was found to be positive for high production rates.
This process was reproducible and a scale-up to pilot scale was successful. The L-tyrosine feed control
permitted the use of feed-back sensitive DAHP-synthase (aroF). Overexpressing the native enzyme
and further identification and elimination of bottlenecks within the aromatic amino acid pathway lead
to a significant increase in L-phenylalanine production. Fermentation of the final production strain
resulted in the prevention of aromatic amino acid intermediates accumulation.

Genetic engineering as well as process development lead to increasing production rates. Therefore,
the fermentation time to reach more then 30g/l1 L-phenylalanine was reduced from 50h to 25h. The
integral product yield increased from 16.2% to 24.4% and the integral space time yield from 0.8g/(1*)
to 1.2g/(1*h).

The down stream operation unit was successfully integrated after scale-up to the pilot scale (300L
bioreactor). L-phenylalanine was extracted simultaneously from the fermentation process and
concentrated up to over 98% using only one purification step. Furthermore, the decreasing amino acid
concentration during the fermentation lead to an increase in product yield from 15% to more than
20%. By recirculating the fermentation medium back into the bioreactor, a so-called hybrid process
was established which proved its function for the first time in pilot scale.
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,,Die Wissenschaft braucht Zusammenarbeit,
in der sich das Wissen des einen
durch die Entdeckungen des anderen bereichert*

José Ortega y Gasset

1. EINLEITUNG

Die Biotechnologie ist definitionsgemil die integrierte Anwendung von Naturwissenschaften
und Ingenieurwissenschaften mit dem Ziel, Organismen, Zellen, Teile daraus und molekulare
Analoge technisch zu nutzen [1].

Schon seit fiinf- bis sechstausend Jahren hat der Mensch dieses Arbeitsgebiet erschlossen.
Zunichst wurden die natiirlichen Stoffwechselleistungen von Mikroorganismen zur
Produktion von Nahrungsmitteln wie Bier, Wein, Essig, Joghurt und Kiése genutzt. Anfang
des 20. Jahrhunderts begann die gezielte Produktion von Metaboliten, wie der Citronenséure.
Im Zuge der technischen Entwicklung wurden durch Selektionsdruck und Mutagenese,
Hochleistungsproduktionsstimme erzeugt, jedoch ohne iiber ein fundiertes Verstindnis der
Zellphysiologie und Stoffwechselwege zu verfiigen.

Im Laufe der letzten Jahrzehnte hat insbesondere die Molekulargenetik zu einem immer
groBleren Versténdnis der Zellfunktion gefiihrt. So erdffnen heute moderne Techniken wie
Genomanalyse, Proteindesign oder ,,Metabolic Engineering”, noch vor einigen Jahren
ungeahnte Moglichkeiten, niedermolekulare Substanzen, pharmazeutische Wirkstoffe oder
Proteine, durch Mikroorganismen effektiv herstellen zu kénnen. Durch Umsetzung dieses
Wissens in neue Produkte, ist so in den letzten zehn bis zwanzig Jahren ein neuer
Wirtschaftszweig entstanden.

Ein Teil dieser anwendungsorientierten Wissenschaft befasst sich mit der Herstellung von
niedermolekularen Molekiilen. Hierbei spielt die Produktion von Aminosduren eine
bedeutende Rolle. Im Laufe der Jahre wurden zahlreiche Anwendungsgebiete fiir isolierte
Aminosduren erschlossen, so dass die technische Aminosiduregewinnung heute von
wesentlichem wirtschaftlichem Interesse ist. Neben der Lebensmittelindustrie, werden
groBtechnisch hergestellte Aminosduren heute in der pharmazeutischen und kosmetischen
Industrie, sowie in der Landwirtschaft eingesetzt. Lag die Weltjahresproduktion 1992 bei
800.000 t mit einem Marktwert von umgerechnet 2,4 Mrd. US $ [2], so erreicht heute allein
die jéhrliche Produktion der Aminosduren L-Glutamat und L-Lysin einen Umfang von
1.200.000 t pro Jahr [3].

Die Aminosidure L-Phenylalanin wird zum {iberwiegenden Teil fiir die Produktion des
kiinstlichen Sii3stoffes Aspartam eingesetzt. Mit ungefdahr 10.000 t/a gehort sie zu den
Aminosduren mit einem der groleren Marktvolumen. Aufgrund des wachsenden
StBstoffmarktes ist auch ein steigender Bedarf an L-Phenylalanin zu erwarten [4]. Zur
Herstellung der Aminosdure wurden anfangs enzymatische Methoden  oder
Ganzzellbiotransformationen eingesetzt. Die kostenintensive Bereitstellung von synthetischen
Vorstufen fiihrte jedoch zur Entwicklung von Fermentationsverfahren mit Uberproduzenten,



die die direkte Produktion von L-Phenylalanin aus Glucose und Ammoniak ermdéglichen
[193].

Die Holland Sweetener Company, ein Joint Venture der niederldndischen DSM und der
japanischen Tosoh, gehort zusammen mit NutraSweet Kelco Company und Ajinimoto zu den
grofiten Aspartamproduzenten der Welt [210]. Das hier angewendete Verfahren basiert auf
der enantioselektiven Kopplung von Z-Aspartat und L-Phenylalanin-methylester. Aufgrund
der Figenschaften des verwendeten Enzyms ist der Einsatz von D/L-Phenylalanin moglich
[94]. Das verbleibende D-Phenylalanin muss anschlieBend racemisiert werden, wodurch
zusitzliche Kosten entstehen. Eine Verwendung von fermentativ hergestelltem L-
Phenylalanin ist daher 6konomisch sinnvoller.

Die Entwicklung eines fermentativen Produktionsverfahrens erfolgt meistens sequentiell.
Zundchst wird der Produktionsstamm gentechnisch hergestellt, anschlieend erfolgt die
Entwicklung des Fermentationsprozesses und die Optimierung der Reaktionsbedingungen.
Zum Abschluss wird ein Verfahren zur Produktabtrennung und -aufreinigung etabliert. Diese
Vorgehensweise fiihrt zu langen Entwicklungszeiten und sehr oft zu nicht optimalen
Gesamtprozessen. Durch  die  parallele  Entwicklung  von  Produktionsstamm,
Fermentationsprozess und Aufarbeitung, kann die Zeit bis zum vollstindigen Prozess
wesentlich verkiirzt, und durch aktive gegenseitige Beeinflussung der Teilbereiche, ein
besseres Gesamtverfahren etabliert werden. Eine solche Entwicklungsstrategie setzt allerdings
ein interdisziplinédres Team und ein hohes Mal} an Zusammenarbeit voraus.

Wihrend der fermentativen Herstellung von L-Phenylalanin mit E. coli akkumuliert das
Produkt im Reaktor. Verschiedene Autoren vermuten, dass eine Produktinhibierung durch die
Aminosdure zu einer Reduktion der erreichbaren Raum-Zeit-Ausbeute fiihrt [31]. Arbeiten
zur Analyse dieser Inhibierungen waren bisher nur biochemischer Art in Form von in vifro
Untersuchungen [34]. Bei der fermentativen Herstellung von L-Tryptophan konnte jedoch
eine Produktinhibierung beobachtet werden. Durch Integration eines Aufarbeitungsprozesses
in den Produktionsprozess zur selektiven Abtrennung von L-Phenylalanin, kdnnte eine
Akkumulation vermieden und demzufolge eine hohere Raum-Zeit-Ausbeute erreicht werden.

Im Rahmen des BioRegio-Projektes ,,Mikrobielle Aromatensynthese auf Zuckerbasis* sollte,
ausgehend von einem Escherichia coli Wildtypstamm, unter anderem ein fermentativer
Zugang zu L-Phenylalanin gefunden werden. Ziel war die effiziente Entwicklung eines
Produktionsprozesses - durch parallele Arbeiten - in allen drei Teilen der Verfahrensent-
wicklung. Die Projektpartner waren die Institute fiir Biotechnologie 1 und 2 des Forschungs-
zentrums Jiilich und die DSM-Biotech, ein Tochterunternehmen der holldndischen DSM.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand in der Entwicklung des Fermentationsprozesses zur
Herstellung von L-Phenylalanin  mit Escherichia coli. Den reaktionstechnischen
Untersuchungen kam eine zentrale Bedeutung zu, da diese Ergebnisse, neben der
verfahrenstechnischen Entwicklung, auch zur Stammentwicklung beitragen sollten.
Vergleichbares galt auch fiir die Entwicklung des Aufarbeitungsprozesses. Hier sollte durch
die Integration der Aufarbeitung in den Fermentationsprozess, ein neuartiger Hybridprozess
entstehen. Dieses Verfahren sollte bis in den industriellen MaBstab scale-up fahig sein.



2. STAND DES WISSENS

2.1. BIOLOGISCHE GRUNDLAGEN

Escherichia coli ist ein umfassend untersuchter Prokaryont. Es zéhlt zu den ersten vollstindig
sequenzierten Organismen. Viele Erkenntnisse iiber genetische und stoffwechselphysio-
logische Vorginge in Prokaryontenzellen wurden durch die Arbeit mit ihm gewonnen. E. coli
ist ein einfach zu kultivierender Organismus mit einem kleinen Genom (~5-10°
Kilobasenpaare) [5].

E. coli ist gram-negativ, peritrich begeilielt, und bildet keine Sporen. Als Darmbewohner
gehort es zur Gruppe der Enterobacteriaceae (lat. ,.enteron®: Darm). Aufgrund begrenzter
Uberlebensfihigkeit auBerhalb des Darmes dient es als Indikator fiir die fikale
Verunreinigung von Wasser [5].

Die Energiegewinnung erfolgt bei E. coli sowohl durch Atmung als auch durch gemischte

Sauregidrung. Das befihigt £. coli zu einer fakultativ anaeroben Lebensweise.

2.1.1. GLUCOSEVERWERTUNG IN ESCHERICHIA COLI

Escherichia coli kann Glucose als Energie- und Kohlenstoffquelle nutzen. Sie wird unter
aeroben Bedingungen zu iiber 70% tiber den Fructose-1,6-Bis-Phosphat-Weg (FBP-Weg) und
zu fast 30 % tiber den Pentose-Phosphat-Weg (PP-Weg) abgebaut [5]. Der 2-Keto-3-Desoxy-
6-Phosphogluconat-Weg spielt nur eine untergeordnete Rolle.

Der PP-Weg dient der Bereitstellung wichtiger Intermediate, z.B. Ribose-5-Phosphat fiir die
Nucleotidsynthese, Erythrose-4-Phosphat (E4P) fiir die Synthese aromatischer Aminoséuren
und NADPHj; als Reduktionsédquivalent [6].

Der Glucoseabbau tiiber den FBP-Weg fiihrt unter aeroben Bedingungen in den
Tricarbonacidzyklus (TCA-Zyklus) (sieche Abbildung 1). Dabei werden ATP und
Reduktionsidquivalente in Form von NADH, und FADH, gebildet, die in der Atmungskette
zur Bildung von ATP verwendet werden konnen. Die dabei freiwerdenden Elektronen werden
auf Sauerstoff iibertragen. Gebildetes NADPH,; findet im anabolischen Stoffwechsel als
Reduktionsmittel Verwendung. Die Glucose wird neben der Oxidation zu CO, im aeroben
Stoffwechsel auch als Kohlenstoffquelle fiir die Synthese von Biomasse und Produkten
verwendet [7].

Neben der Erzeugung von Energie- und Reduktionséquivalenten spielt der TCA-Zyklus auch
eine wichtige Rolle in der Bereitstellung von Vorstufen fiir die Biosynthese. Da ihm dabei die
Intermediate entzogen werden, muss der Zyklus durch anaplerotische Reaktionen wieder
aufgefiillt werden. Die wichtigste anaplerotische Reaktion ist die Carboxylierung von PEP
(Phosphoenolpyruvat) zu Oxalacetat [8].

Escherichia coli ist neben der aeroben Lebensweise auch in der Lage, unter anaeroben
Bedingungen zu leben. Sauerstoff steht den Zellen dann als terminaler Elektronenakzeptor
nicht zur Verfiigung. Bei obligaten Aerobiern kommt die Atmungskette zum Erliegen und die
Zellen sterben ab.
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Abbildung 1: Schema der Glucoseverwertung bei Escherichia coli.

Viele Anaerobier haben durch Giérung die Maoglichkeit, organische Substrate zu
Spaltprodukten, CO, und Protonen abzubauen. Die Spaltprodukte dienen als
Elektronenakzeptoren und werden ausgeschieden, Art und Zusammensetzung der
Girprodukte variieren dabei. Escherichia coli scheidet verschiedene Girprodukte aus, z.B.
Acetat, Lactat, Ethanol, Succinat und Formiat [5].

Die Energicausbeute ist unter anaeroben Bedingungen schlechter als bei aeroben
Verhiltnissen. Bei der Veratmung von 1 mol Glucose kann E. coli 26 mol ATP regenerieren,
die Vergidrung von 1 mol Glucose fiihrt, je nach Stoffwechselweg, zu 1 bis 4 mol ATP [5].
Die Organismen reagieren auf Sauerstoffmangel mit einem gesteigerten Substratumsatz, da
fir die Gewinnung einer der Atmung entsprechenden Menge an ATP ein Vielfaches an
Substrat umgesetzt werden muss.

Der Substratumsatz wird auch durch hohe Glucosekonzentrationen bei ausreichender
Sauerstoffversorgung erhoht. Es kommt zu einer Art Uberschussstoffwechsel, dem
sogenannten bakteriellen ,,Crabtree-Effekt®. Diesem liegen keine aktiven
Regulationsmechanismen zugrunde, sondern ein ,,Glucose-Uberschuss-Metabolismus®. Der



Substratiiberschuss fiihrt zu einem so hohen Stofffluss durch den Fructose-1,6-Bis-Phosphat-
Weg, dass die Endprodukte akkumulieren, in Acetat umgewandelt und von der Zelle
ausgeschieden werden. Dieses fiihrt zu einer partiellen aecroben Gérung (vgl. Abbildung 1).
Fiir die Biotechnologie ist die Kenntnis dieser Stoffwechselvorginge von gro3er Bedeutung.
So ist die aerobe Prozessfiihrung und eine geeignete Kontrolle der Glucosekonzentration fiir
die Produktion einer Aminosidure mit Escherichia coli unerlisslich, weil das Substrat beim
Auftreten des ,,Glucose-Uberschuss-Metabolismus® in  unerwiinschte Nebenprodukte
umgewandelt wird. Dadurch sinkt die Produktausbeute und die Aufarbeitung wird
aufwendiger [9, 10, 11].

Neben der Bereitstellung von Sauerstoff, Substrat und Spurenelementen als Cofaktoren, muss
bei vorliegenden Auxotrophien eine Versorgung der Zellen mit entsprechenden Vitaminen

und Aminosduren gewihrleistet werden.

2.1.2. SYNTHESE AROMATISCHER AMINOSAUREN IN ESCHERICHIA COLI
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Abbildung 2: Die Familie der natiirlich vorkommenden aromatischen Aminos&uren.

Zu der Familie der aromatischen Aminosiduren gehoren L-Phenylalanin, L-Tyrosin und
L-Tryptophan. Abbildung 2 zeigt die Struktur der drei Aminosduren. Das Kohlenstoffgeriist
stammt von 2 mol PEP und 1 mol E4P, also Intermediaten der Glycolyse bzw. des PP-Weges
(vgl. Abbildung 1). Bis zum Chorismat ist der Syntheseweg fiir alle drei Aminoséduren gleich
(siche Abbildung 3).

Aus Chorismat wird Prephenat gebildet, wenn L-Phe oder L-Tyrosin hergestellt werden soll.
Fiir die Synthese von L-Tryptophan muss Chorismat zunidchst zu Anthranilat umgewandelt
werden. Die Aminogruppe wird erst im letzten Syntheseschritt auf das Kohlenstoffgeriist
iibertragen [192].

Die Aktivitit einiger Enzyme dieses Stoffwechselwegs ist von der Anwesenheit bestimmter
Metallionen abhédngig. Zum Beispiel bendtigen die L-Phe (aroG), L-Tyrosin (aroF) und L-
Tryptophan (aroH) -spezifischen Isoenzyme der DAHP-Synthase (3-Desoxy-D-Arabino-
Heptulosonat-7-Phosphat-Synthase, siche Abbildung 3) Eisen [12], wi&hrend die
Chorismatsynthase (aroC) durch zu hohe Eisenkonzentrationen inhibiert wird [13]. Die



Aktivitdt der Shikimatkinase II (aroL) ist magnesiumabhéngig [14]. Bei der Fermentation ist

deshalb auf eine geeignete Versorgung mit Spurenelementen zu achten.
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Abbildung 3: Schema der Synthese aromatischer Aminosduren bei E. coli.

Fiir die Zelle ist es energetisch sinnvoll, dhnliche Substanzen iiber die gleichen Synthesewege
herzustellen und nicht alle Enzyme konstitutiv bereitzustellen. Die Existenz von effektiven
Regulationsmechanismen ist unerlisslich, um die Biosynthese an den aktuellen Bedarf der
Zelle anpassen zu kénnen.

Im ersten Schritt der Synthese aromatischer Aminoséuren, der Verkniipfung von PEP und
E4P zu DAHP (3-Desoxy-D-Arabino-Heptulosonat-7-Phosphat), findet eine Regulation der
Enzymaktivitit und Genexpression statt. Fiir die Kondensation zum DAHP stehen drei
isofunktionelle Metalloenzyme zur Verfiigung, die sich in ihrer Struktur unterscheiden. Sie
werden von den Genen arofl, aroG und aroF kodiert (siche Abbildung 3). Die Synthese und



die Aktivitit jedes Enzyms wird hauptsidchlich durch die Konzentration von jeweils einer
aromatischen Aminoséure reguliert. So inhibiert L-Phe die durch aroG kodierte DAHP-
Synthase, wogegen L-Tyrosin spezifisch die DAHP-Synthase, kodiert durch aroF und L-
Tryptophan, spezifisch das durch aroH kodierte Enzym hemmt. Keine Inhibierung ist jedoch
vollstdndig. Wahrend L-Phe und L-Tyrosin die entsprechenden spezifischen Enzyme zu
ungefihr 95 % hemmen, wird die L-Tryptophanspezifische DAHP-Synthase nur zu max. 60
% 1inhibiert [15]. Zudem ist bekannt, dass die L-Tyrosinspezifische DAHP-Synthase auch
durch hohe Konzentrationen an L-Phe gehemmt wird, das L-Phe-spezifische Enzym
wiederum durch L-Tryptophan reguliert wird [16].

Auf der Ebene der Transkription ist die Regulation &dhnlich ausgeprégt. Pittard fasst
zusammen [192], dass die L-Tyrosinspezifische DAHP-Synthase durch die Aktivierung des
fyrR-Regulons, in Anwesenheit von L-Tyrosin- (> 36 mg/l [140]) oder auch sehr hohen L-
Phe-Konzentrationen, reprimiert wird (Expressionrate verringert sich auf ungefihr 2,5 %).
Gleiches gilt fiir die L-Phe-spezifische DAHP-Synthase, nur, dass hier die Regulation
wesentlich schwiicher ausgeprigt ist. Uber eine Repression von aroH ist nichts bekannt.

Der zweite stark regulierte Schritt in der Aromatenbiosynthese, bezogen auf L-Tyrosin und L-
Phe, ist die Umwandlung von Chorismat (siche Abbildung 3). L-Phe hemmt die Chorismat-
Mutase/Prephenatdehydratase (kodiert durch pheAd), L-Tyrosin inhibiert die Chorismat-
Mutase/Prephenatdehydrogenase, die durch fr4 kodiert wird [192]. L-Phe kann die erste
Aktivitét des bifunktionalen Enzyms zu maximal 90 %, die zweite Aktivitit zu maximal 55 %
hemmen [17,18]. Auf Ebene der Transkription findet bei diesem Enzym (pheA) keine
Repression statt, sondern eine Regelung der Expressionsrate iiber Attenuation [19].

Eine weitere Regulation der Aromatenbiosynthese findet iiber die Expressionsrate der
Shikimatkinase II, kodiert durch aroL, statt (siche Abbildung 3). Dieses Enzym wird nicht
inhibiert, jedoch erfolgt bei einem Uberschuss an L-Tyrosin oder L-Tryptophan iiber die
Expression des fyrR-Regulons eine Repression der Transkription. Dadurch wird nur ein
Zehntel der normal vorhandenen Enzymmenge gebildet [20]. Vor allem durch diese
Regulationsschritte ist der Organismus in der Lage, das Ausmal} der Chorismatbildung und
die weitere Umwandlung des Chorismats an seinen aktuellen Bedarf an aromatischen
Aminosduren anzupassen [192].

Alle weiteren an der L-Phe-Synthese beteiligten Enzyme im Aromatenbiosyntheseweg
werden weder reprimiert noch reguliert. Thre Expression erfolgt konstitutiv [21]. Trotzdem
konnen auch hier Limitierungen der L-Phe-Synthese hervorgerufen werden. So konnte Ogino
et. al. zeigen [22], dass bei Verwendung eines E. coli Stammes, der iiber eine feedback-
resistente DAHP-Synthase verfiigt, DAHP in den Zellen akkumulierte. Dies ist ein Hinwesis,
dass auch die 3-Dehydrochinatsynthase (sieche Abbildung 3), kodiert durch aroB, zum
reaktionslimitierenden Schritt werden kann. Vergleichbares gilt fiir die Chorismatsynthase
(siche Abbildung 3), kodiert durch aroC. Hier konnte gezeigt werden, dass die spezifische
Aktivitdt nur bei 10 - 20 % der Aktivitdt der stromaufwirts liegenden EPSP-Synthase (5-



Enolpyrovylshikimat-3-Phosphat) (aroA4) liegt [23] und somit bei hohen Produktbildungsraten
reaktionslimitierend sein kann.

Die Uberproduktion einer aromatischen Aminoséure in einem Wildstamm von Escherichia
coli ist wegen der Regulationsmechanismen nicht moglich, weil die gebildete Menge an
Aminosdure immer nur dem Bedarf der Zelle entspricht [193]. Die Produktbildungsrate der

Zellen kann aber durch den Einsatz gentechnischer Methoden erhoht werden.

2.1.3. MOGLICHKEITEN DER L-PHENYLALANINSYNTHESE MIT ESCHERICHIA COLI

Verschiedene Autoren fassten zusammen, wie sich mit Hilfe des ,,Metabolic Engineering‘
gezielt Informationen, unter Verwendung gentechnischer Methoden, in Mikroorganismen
verdndern lassen, um Produkte mit hoheren Ausbeuten und Raten zu produzieren [24, 25, 26,
27]. Fiir die Synthese aromatischer Aminosduren in Bakterien wie Escherichia coli spielt
dabei der Shikimisidureweg die entscheidende Rolle [192].

Die Aromatenbiosynthese in E. coli ist auf mehreren Ebenen stark reguliert [28, 29, 30, 31,
32]. Der erste Schritt, die Kondensation von E4P und PEP zu DAHP, wird durch Repression
und Feedback-Inhibierung reguliert (vgl. Abschnitt 2.1.2). Verschiedene Autoren, wie Frost
et. al. [33] und Backmann et. al. [34], schlagen die Uberexpression einer deregulierten,
feedback-resistenten Variante der L-Tyrosinspezifischen DAHP-Synthase vor (aroF) (vgl.
Abbildung 3), um diese Reaktion zu deregulieren. Es wird von Backmann et. al. [34] jedoch
darauf hingewiesen, dass bei unphysiologisch hohen Konzentrationen an L-Phe weiterhin eine
Feedback-Inhibierung der DAHP-Synthase auftreten kann.

Der zweite, sowohl durch Feedback-Inhibierung, als auch durch Attenuation auf
Transkriptionsebene regulierte Schritt, ist die Chorismat-Mutase/Prephenatdehydratase (pheA)
(vgl. Abschnitt 2.1.2). Auch hier wird die Uberexpression einer deregulierten Variante
empfohlen [35].

Die Shikimatkinase II wird nur auf der Ebene der Transkription reguliert [20]. Ist die
Aminosiure L-Tyrosin im Uberschuss vorhanden, wird jedoch das fyrR-Regulon exprimiert
[36, 37]. Das gebildete Protein setzt die Expression von arol (vgl. Abschnitt 2.1.2) auf ein
Zehntel der normalen Rate herab [20]. Es wird deshalb auch hier eine Uberexpression des
Gens empfohlen [38].

Alle weiteren Gene der Aromatenbiosynthese, bis hin zum L-Phenylalanin, werden weder
reprimiert noch deren Enzyme inhibiert. Dennoch konnen sie zum limitierenden Schritt der
Produktbildung werden, da auch der natiirlichen Expressionsrate Grenzen obliegt. So wurde
von Frost in mehreren Artikeln beschrieben [39, 40, 41], dass die 3-Dehydroquinatsynthase
(aroB) (vgl. Abbildung 3), bei Deregulation der stromaufwirts lokalisierten DAHP-Synthase,
die notwendige Umsatzgeschwindigkeit nicht mehr erreicht und es zur Akkumulation von
DAHP bzw. DAH kommt [22]. Vergleichbares gilt fiir die EPSP-Synthase (aro4) und die
Chorismatsynthase (aroC) (vgl. Abbildung 3) [30, 34]. Untersuchungen von Frost et. al.
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ergaben [42], dass eine Erhohung der Expressionsrate von aroA, aroB und aroC durch
intrachromosomale Modifikationen zu einer Verdopplung der L-Phe-Ausbeute fiihrten.
Zusammenfassend ergibt sich, dass bis zu sechs Gene der Aromatenbiosynthese dereguliert
bzw. liberexprimiert werden miissen, um einen uneingeschrinkten Stofffluss zu
gewihrleisten. Abbildung 4 gibt einen zusammenfassenden Uberblick iiber die Ansatzpunkte
fiir molekulargenetische Modifikationen.

D-Glucose

Acetat v
L-Phenylalanin

Abbildung 4: Zentralstoffwechsel und Aromatenbiosynthese von Escherichia coli.
Eingezeichnet sind die Gene, an denen das ,,Metabolic Engineering ansetzen kann.

Um die unerwiinschte Produktion der jeweils anderen aromatischen Aminosduren zu
unterdriicken, wurden Gene fiir die spezifischen Schritte der L-Tyrosinsynthese in L-Phe-
Produzenten durch Mutationen oder Deletionen ausgeschaltet, wodurch eine L-
Tyrosinauxotrophie entstand [192]. Der zusitzliche Vorteil dieser L-Tyrosinauxotrophen
Stdmme ist, dass durch Limitierung der L-Tyrosinzufuhr die Biomassebildung gesteuert
werden kann [43].

Neben der Deregulation der Aromatenbiosynthese ist bei der Entwicklung und Optimierung
eines Produktionsstammes zur Herstellung einer aromatischen Aminoséure, der Transport der
Zielsubstanz aus der Zelle wichtig [44]. Ein Transport in die Zelle wurde sowohl fiir L-Phe
[45, 46, 47], als auch fiir L-Tyrosin [48, 49] beschrieben. Ein Transportsystem zur
Aminosduresekretion, wie es zum Beispiel fiir den L-Lysintransport aus Corynebacterium
glutamicum beschrieben wurde [50], konnte fiir L-Phenylalanin bisher nicht nachgewiesen
werden. Einerseits weisen durchgefiihrte Untersuchungen auf einen unspezifischen Export
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durch Diffusion hin [51], andererseits werden Stimme mit einem selektiv verstirkten L-Phe-
Export durch die Membran beschrieben, was auf einen enzymatisch geregelten Export der
Aminosdure deutet [44]. Diese Untersuchungen konnten bisher nicht durch andere Autoren
bestétigt werden [52, 53, 54]. Dennoch wire das Auffinden und die ﬁberexpression eines L-
Phe-Exportsystems ein groB3er Schritt in der Stammentwicklung, wie schon fiir
Corynebacterium glutamicum gezeigt werden konnte [50].

Die Art der Durchfiihrung der gentechnischen Veridnderungen ist ebenfalls von Bedeutung.
Bei der Entwicklung von Produktionsstimmen wurden Gene des Aromatenbiosyntheseweges
zu Genkassetten zusammengefasst und unter die Kontrolle von Fremdpromotoren gestellt.
Dies erlaubt die Expression der betreffenden Gene zum gewiinschten Zeitpunkt (z.B. durch
Zusatz von Induktoren wie IPTG bei lac- und fac-Promotoren). Die Gene wurden dabei auf
einem Plasmid zusammengefasst, wobei dies und der Austausch des Promotors zu einer
hoheren Kopienzahl und héheren Enzymaktivitidten fiihrte [27, 29]. Andererseits fiihrte die
chromosomale Integration von Genkassetten zur Stabilisierung von Expression und
Enzymaktivitit [42].

Neben einem uneingeschrinkten Stofffluss durch die Aromatenbiosynthese, ist die
Bereitstellung von Vorldufermetaboliten von ebenso groBer Bedeutung. Abbildung 3 und
Abbildung 4 fassen zusammen, dass zur Herstellung von 1 mol L-Phe, 2 mol PEP und 1 mol
E4P benétigt werden. Um deren Bereitstellung zu erhdhen, kann an mehreren Stellen des
Zentralstoffwechsels eingegriffen werden.

Phosphoenolpyruvat:

Wie in verschiedenen Arbeiten gezeigt werden konnte, wirkt sich eine vermehrte
Bereitstellung von PEP vorteilhaft auf die Bildung von aromatischen Aminosduren bzw. auf
den Eingangsmetaboliten DAHP aus [77]. Eine Steigerung der PEP-Verfiigbarkeit wurde
durch Ausschaltung der PEP-Carboxylase (kodiert durch ppc; vgl. Abbildung 4), oder der
beiden Pyruvatkinasen (kodiert durch pyk; vgl. Abbildung 4) erreicht [55], d.h., durch eine
,Entkopplung® des Tricarbonsdurezyklusses (vgl. Abbildung 1). Als zweite Moglichkeit
wurde das Recycling von Pyruvat zu PEP durch Steigerung der PEP-Synthaseaktivitit
(kodiert durch pps; vgl. Abbildung 4) beschrieben [26, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63].

Phosphotransferase-System:

In Escherichia coli wird tiber das PEP-abhingige Phospho-Transferase-System (PTS) (kodiert
durch pts; vgl. Abbildung 4) stochiometrisch 1 mol PEP zur Aufnahme und Phosphorylierung
von 1 mol Glucose verbraucht und steht in der Folge nicht mehr der L-Phe-Produktion zur
Verfiigung [55, 64, 65, 66, 67]. Die Auspriagung cines Transportsystems, bei dem Glucose
nach der Aufnahme durch eine ATP-abhiingige Kinase phosphoryliert wird, erspart den PEP-
Verbrauch und erméglicht die Bereitstellung eines hoheren Anteils PEP fiir die Biosynthese
tiber den Aromatenbiosyntheseweg. Verschiedene PTS-negative Stimme wurden beschrieben
(vgl. Abbildung 4), wobei in den meisten Arbeiten die Glucoseaufnahme dadurch wieder
ermoglicht wurde, dass der ATP-abhingige Glucosefacilitator aus Zymomonas mobilis
zusammen mit einer Glucosekinase in die Zelle eingebracht wurde [66, 68, 69, 70, 71, 72].
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Erythrose-4-Phosphat:

Neben der erhohten Bereitstellung von PEP ist auch die vermehrte Bereitstellung von E4P
vorteilhaft (vgl. Abbildung 4) fiir die Bildung von aromatischen Aminosiuren [73, 74]. Eine
erhohte Aktivitit der Transketolase (kodiert durch tkt; vgl. Abbildung 4) bei Uberexpression
des entsprechenden Gens von E. coli, in Kombination mit einer deregulierten DAHP-
Synthase, fiihrte zu einer verbesserten Produktion von L-Phe [75, 76, 77] oder Intermediaten
der Aromatenbiosynthese [78]. Zur weiteren, verbesserten Bereitstellung von E4P fiir die
Aromatenbiosynthese wurde auch die Expression der Transaldolase (kodiert durch fal; vgl.
Abbildung 4) verstirkt und auch hier konnte eine héhere DAHP-Bildung nachgewiesen
werden [26, 79].

2.1.4. STAND DER PROZESSENTWICKLUNG ZUR L-PHENYLALANINPRODUKTION

Die in der Vergangenheit entwickelten Verfahren zur Synthese von L-Phe basierten oft auf
enzymatischen Methoden, wobei u.a. isolierte Enzyme aus Pseudomonas putida [80],
Brevibacterium sp. [81], Rhodococcus sp. M4 [82], Sporosarcina ureae [83] oder Paracoccus
denitrificans [84] verwendet wurden. Ganzzellbiotransformationen von Phenylpyruvat zu L-
Phenylalanin wurden mit ruhenden [85], immobilisierten [86, 87] oder wachsenden E. coli
[88, 89, 90] oder Corynebacterium glutamicum Zellen [91] durchgefiihrt, genauso wie die Co-
Expression von Enzymen in Escherichia coli oder Candida boidinii [92, 93]. Aufgrund der
Kosten fiir die Herstellung der jeweiligen synthetischen Vorstufen, sind heute direkte
Fermentationsverfahren mit L-Phe-Uberproduzenten, ausgehend von Glucose und
Ammoniak, okonomisch sinnvoller [193]. Neben der Okonomie ist ein biotechnisches
Verfahren auch 6kologisch vorteilhaft, da statt Erdol ein erneuerbarer, preiswerter (0,3 €/kg)
Rohstoff in Form von Zucker eingesetzt wird.

O Aspartase )OJ\ N-Protection )OJ\
OH = OH 2 OH
HO —>  HO._ -~ - HO. -~ Z-Asp
N M
0 O Prot
1. Coupling (Thermolysin)
2. Deprotection
Z-Asp + o N HN,, Aspartame
H,N ™~
O

rac. Phe-OMe L-Asp-L-Phe-OMe

Abbildung 5: Biokatalytische Schritte zur Herstellung von Aspartam mittels des
chemoenzymatischen ,,Thermolysin-Prozesses“ der Firma HSC (Holland Sweetener
Company) [94].
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Ausnahmen gibt es aber dennoch: Der grofite Anteil des weltweit produzierten L-Phe wird zur
Aspartamproduktion (L-o-Aspartyl-L-Phenylalanin-Methylester) verwendet [4]. Hierfiir wird
von der Firma HSC (Niederlande) ein chemoenzymatisches Verfahren angewandt [94]. Die
Vorstufen Fumarsdure und D-/L-Phenylalanin-Methylester werden chemisch synthetisiert.
Mit dem Enzym Aspartase wird enantioselektiv eine Aminogruppe mit Fumarsdure verkniipft
und Z-Aspartat gebildet. AnschlieBend wird Z-Aspartat mit dem racemischen Gemisch aus
D-/L-Phenylalanin-Methylester verbunden. Diese Reaktion wird von dem Enzym
Thermolysin katalysiert, das selektiv L-Phenylalanin-Methylester mit der a-Carboxyl-Gruppe
des L-Aspartat verbindet und es zu Aspartam umsetzt. Das zuriickbleibende D-Phenylalanin

kann wieder racemisiert und recycelt werden. Abbildung 5 zeigt ein Schema dieser Reaktion.

Die ersten fermentativen Prozesse zur L-Phe-Herstellung wurden fiir verschiedene
Organismen entwickelt, die zum Teil auch genetisch verdndert waren. So wurden u.a.
Corynebacterium glutamicum [95, 96, 97], Brevibacterium lactofermentum [98], Bacillus
subtilis [99], Bacillus flavum [100] oder Escherichia coli [44, 101, 102, 103, 104, 105]
eingesetzt. Entscheidend fiir die Auswahl eines geeigneten Organismus fiir die L-Phe-
Produktion waren jedoch auch hier letztendlich O6konomische Aspekte und die freie
Verfiigbarkeit von Wissen iliber den Organismus. Wie Backman et. al. [34] und Park und
Rogers [106, 107] zusammenfassen und auf Basis des ,,Metabolic Engineering®, unter
Zuhilfenahme von Genom-, Proteom- und Metabolomanalysetechniken, besteht heute das
meiste publizierte Wissen iiber E. coli.

Fiir eine Okonomisch basierte Prozessentwicklung bringt E. coli die Vorteile hoher
Wachstums- und Produktbildungsraten, kombiniert mit hohen Substratausbeuten mit sich.
Zudem ist der Einsatz einfacher, definierter Medienzusammensetzungen moglich, wodurch
die Produktaufreinigung vereinfacht wird. Es wurde deshalb insbesondere in die
Prozessentwicklung zur Produktion von L-Phe mit E. coli viel Arbeit investiert und viele
Ansitze sind bereits patentiert [70, 71, 75, 108, 109, 110].

Forberg et. al. [138, 140] entwickelte unter Einsatz eines rekombinanten L-Tyrosin
auxotrophen E. coli Stammes einen Fed-Batch Prozess, bei dem die Zugabe von Glucose und
L-Tyrosin gesteuert wurde. Nach Limitierung des Wachstums schloss sich unter weiterer
Zugabe von Glucose im limitierenden Bereich, die Produktbildungsphase auf hohem Niveau
mit ruhenden Zellen an. Die Produktbildung startete hier nicht schon wihrend der
Wachstumsphase, da die iiberexprimierte L-Tyrosinspezifische DAHP-Synthase L-
Tyrosinsensitiv war (aroF""). Da L-Tyrosin in der Wachstumsphase teilweise im Uberschuss
vorlag, wurde das Enzym reprimiert. Mit diesem Prozessansatz konnten integrale
Produktselektivititen von bis zu 20 % erreicht werden. Konstantinov et. al. [111, 112, 113,
114] entwickelte eine auf Kalkulation der OUR (Oxygen Uptake Rate) basierende,
modellgestiitzte Regelungsstrategie, die iiber einen parameteradaptiven Regler eine
Glucosekonzentration im limitierenden Bereich einstellte. Durch diese Regelungsstrategie
sollte die Bildung von Nebenprodukten wie Acetat vermieden werden. Mit diesem Prozess
konnten bis zu 46 g/l L-Phenylalanin innerhalb von 48 h produziert werden, wobei eine
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substratbezogene L-Phe-Ausbeute von bis zu 17 % (w/w), bei einer integralen Raum-Zeit-
Ausbeute von 0,85 g/(1*h), erreicht wurden. Als maximale, bisher erreichte L-Phe-Ausbeute
mit einem mehrfach verdnderten E. coli Stamm, wird ein Wert von 20 % (w/w) angegeben
[42, 138].

Der von Takagi et. al. [141] beschriebene Prozess basierte auf der Strategie von Konstantinov
et. al. [113, 114], jedoch verfeinerte er die von der Glucosezufuhr entkoppelte L-
Tyrosinzugabe wihrend der Wachstumsphase und kompensierte durch kontinuierliche
Zugabe geringer Mengen an L-Tyrosin, wihrend der Produktionsphase, den Verbrauch durch
den Erhaltungsstoffwechsel.

Unter Verwendung des temperatursensitiven A-Promotors zur Steuerung der Uberexpression
deregulierter Enzyme des Aromatenbiosyntheseweges konnte durch Aufpridgen periodischer
Temperaturshifts, mit Hilfe eines Wirmeaustauschers im Umlauf eines Bioreaktors, die L-
Phe-Konzentration um 55 % auf 28,5 g/l verbessert werden [115, 116].

Verschiedene Autoren vermuten eine Produktinhibierung durch L-Phe im Produktionsprozess
[31, 103, 114], die durch eine Inhibierung der deregulierten L-Tyrosinspezifischen DAHP-
Synthase bei unphysiologisch hohen L-Phe-Konzentrationen hervorgerufen werden konnte
[34]. Arbeiten zur makrokinetischen Analyse dieser Produktinhibierung, oder zur simultanen
Produktabtrennung bei der fermentativen L-Phe-Produktion zur Vermeidung einer

Akkumulation, sind bisher nicht bekannt.

2.1.4.1.Regelung der Glucose-Zufuhr
Wie schon von vielen Autoren beschrieben wurde, fiihrt bei fast allen E. coli-Prozessen, bei

denen Glucose als Hauptkohlenstoffquelle verwendet wird, ein Substratiiberschuss zur
Bildung von Acetat [117, 118, 119, 120]. Die Akkumulation dieses Nebenprodukts inhibiert
die weitere Produktbildung. Insbesondere bei der industriellen Produktion von
niedermolekularen Substanzen, aber auch bei der Herstellung von Proteinen oder Enzymen
wird dieses Problem aufgrund der Gradientenbildung in groflen Reaktoren noch bedeutsamer
[121, 122, 123].

Die Bildung von Acetat erfolgt, wenn die maximale Oxidationskapazitit der Zellen erreicht
ist. Dies ist der Fall, wenn aufgrund eines Glucoseiiberschusses im Medium die tiber das PTS-
System aufgenommene und im FBP-Weg verstoffwechselte Glucose, nicht in den
abzweigenden Wegen des Zentralstoffwechsel schnell genug ,abflieBen” kann. Die
akkumulierenden Intermediate, insbesondere PEP und Pyruvat, konnen nicht weiter oxidiert
werden und miissen in Form von Acetat in das Medium sekretiert werden.

Um die Bildung von Acetat bei einem E. coli Fermentationsprozess zur L-Phe-Produktion
nach der Wachstumslimitierung durch L-Tyrosin zu vermeiden, wurde die Produktbildung im
Fed-Batch Prozess bei verschiedenen gesteuerten Zulaufraten fiir Glucose untersucht. Es
konnte gezeigt werden, dass die Glucosezufuhr so erfolgen muss, dass eine ausreichende
Substratlimitierung in der Produktionsphase vorhanden ist, um die Bildung von Acetat zu
vermeiden. Auf der anderen Seite muss jedoch eine strenge Glucoselimitierung vermieden
werden, da ansonsten die maximale L-Phe-Produktbildungsrate nicht erreicht wird. Von
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Konstantinov et. al. [124, 125] wurde auf Grundlage dieser Untersuchungen ein auf Basis der
OUR-Berechnung empirisch ermittelter Regelalgorithmus fiir die Glucosezufuhr in der
Produktionsphase der Fermentation eingesetzt. Off-line Analysen ergaben einen sigmoiden
Verlauf der L-Phe-Konzentration im Reaktor. Jedoch fiel die Anndherung des Verlaufs an die
L-Phe-Endkonzentration zusammen mit der Bildung von bis zu 5 g/l Acetat [112, 113, 114].
Diese Konzentration hat, abgesehen von einem Einbruch der Kohlenstoffselektivitit, erste
inhibierende Auswirkungen auf die Zellen [126, 127]. Von den Autoren wurde diese
Anderung des Fermentationsverlaufs als Abbruchkriterium gewertet.

Auch andere Strategien zur Regelung der Glucosezufuhr im limitierenden Bereich, unter
Verwendung empirischer Zusammenhiénge und parameteradaptiver Regler, sind beschrieben
worden [128, 129, 130, 131] und werden in industricllen Fermentationsprozessen eingesetzt
[122, 123]. Eine weitere Moglichkeit zur Regelung der Glucosezufuhr bildet die direkte
Messung der Konzentration im Bioreaktor. Hierzu wurden verschiedene Systeme beschrieben
[132, 133, 134, 200]. Bei diesen Regelungsansitzen wird jedoch nicht versucht, den
Glucoseverbrauch zu limitieren, sondern unter Verwendung entsprechender Regler eine
moglichst geringe Konzentration im Reaktor einzustellen und konstant zu halten [135, 136,
137].

Uber eine Regelung der Glucosekonzentration im weit iibersittigten Bereich auf konstantem
Niveau mit Hilfe dieser Techniken, unter Einsatz von E. coli, wurde bisher nicht berichtet. In
Bezug auf die Produktion von L-Phe wurden diese Techniken auch zur Regelung geringer
Glucosekonzentrationen nicht eingesetzt.

2.1.4.2 Regelung der L-Tyrosin-Zufuhr

Die Produktion von L-Phe mit E. coli, ausgehend von Glucose und Ammoniak, wurde bisher

in Batch-, Fed-Batch- und kontinuierlichen Ansidtzen untersucht. Es zeigte sich, dass die Art
der aufgezwungenen Wachstumslimitierung von entscheidender Bedeutung fiir die
Selektivitit der L-Phe-Bildung und die Hohe der erreichbaren spezifischen Produktbildungs-
rate ist [102, 103, 106, 108, 138, 139].

Da Uberproduzenten von L-Phe in der Regel L-Tyrosinauxotroph sind, bietet sich eine
Wachstumslimitierung iiber diese Aminosdure an. Mit Hilfe von unterschiedlichen Dosier-
geschwindigkeiten konnte gezeigt werden, dass maximale spezifische Produktbildungsraten
nach L-Tyrosinlimitierung erreichbar sind, wenn zuvor eine maximale Wachstumsrate
eingestellt wurde [138, 139, 140]. Die Wachstumsselektivitit Yxs fiir L-Tyrosin lag dabei bei
36 g Biotrockenmasse pro g L-Tyrosin. Takagi et. al. [141] zeigte zudem, dass bei
kontinuierlicher Zugabe geringer Mengen an L-Tyrosin von 10-20 mg/(1*h) wiahrend der
Produktionsphase (Kompensation des Erhaltungsstoffwechsels), die spezifische L-Phe-
Bildungsrate iiber eine lidngere Fermentationsperiode auf hohem Niveau gehalten werden
konnte. Uber eine Regelung der L-Tyrosinzufuhr wihrend der Wachstumsphase, ist hingegen

nichts bekannt.
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2.2. REAKTIONSTECHNISCHE GRUNDLAGEN

2.2.1. PROZESSFUHRUNG IN BIOREAKTOREN

Bioreaktoren werden beziiglich des Reaktortyps (z.B. Riihrkessel, Séulenreaktor oder
Stromungsrohr) und der Betriebsfiihrung [142] eingeteilt. Die Betriebsfiihrung bestimmt
wesentlich die Zeitprofile der Substrat- und Produktkonzentrationen, die hiufig die Raten
biologischer Reaktionen (Wachstum, Substratverbrauch, Produktbildung) bestimmen. Der in
der vorliegenden Arbeit eingesetzte Reaktortyp wird vereinfachend als idealer Riihrkessel
betrachtet [143]. Eine exakte Charakterisierung des Systems wurde nicht vorgenommen. Fiir
diesen Reaktortyp werden drei allgemeine Betriebsarten unterschieden. Fiir alle Betriebsarten

gilt die allgemeine Bilanzgleichung 2-1:

d\V,- c
% = ‘}m ’ cin - ‘-)()ut ' c()ur i rl ’ VR (2-1 )

r, -V, : Reaktorbezogene Reaktionsrate
(Produktbildungsrate 7t oder Substratverbrauchsrate &)
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