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Abstract

Xylanase Production in Continuous Culture
with Bacillus amyloliquefaciens

Xylanase synthesis in Bacillus amyloliquefaciens DSM 7 was found to be
constitutive but controlled by catabolite repression. This control
mechanism caused a declining yield in xylanase production, as soon as
the culture reached a steady-state growth in chemostate culture.

It could be shown that the catabolite repression of exoenzyme synthesis
could be lifted and xylanase production occured, when the bacteria were
subject to a defined oxygen limitation.

This defined oxygen limitation could be reached by holding the oxygen
tension inside narrow limits around 0.5% of saturation. As this range of
low oxygen tensions only occured in transient states but never in steady
states of continuous cultivation, it had to be fixed by varying the
fermenter's stirrer speed thus changing the oxygen transfer rate by an
automatic control. As a redox probe generates more accurate values at
this range of very low oxygen tensions than a polarographical oxygen
electrode, the culture's redox potential was used as the control signal.
Comparative measurements of redox potential and oxygen tension indi-
cated that the redox potential is proportional to the logarithm of the
oxygen tension.

Holding the redox potential and oxygen tension by control within this
unstable non-steady range, a constant high =xylanase productivity of
about 1000 U/(g-h) could be obtained in continuous culture.
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1. EINLEITUNG

1.1. Die Rolle der Saprophyten und extrazellulirer Enzyme in der Natur

Unter dem Begriff "Biomasse" wird die Materie aller lebenden Organismen,
also Pflanzen, Tiere und Mikroorganismen zusammengefaBt. Diese Materie
ist einem immerw#hrenden Kreislauf unterworfen, in dessen Verlauf stin-
dig hochspezialisierte Biomolekiille aus niedermolekularen Bausteinen
aufgebaut werden, zu denen sie nach Beendigung des Lebens wieder zer-
fallen (Figur 1). Sowohl der Aufbau, als auch der Zerfall der Biomolekiile
findet dabei nicht spontan statt, sondern benétigt Energie und die Hilfe
von Katalysatoren.

—pflanzliche Biomasse —— tierische Biomasse

tote Biomasse

Saprophyten

Grundbausteine

Figur 1: Die Rolle der Saprophyten im Kreislauf der Natur

Die zum Aufbau der Biomolekiile benétigte Energie entstammt in den
meisten Fidllen dem Sonnenlicht: entweder direkt durch den ProzeB der
Photosynthese (bei Pflanzen) oder indirekt durch Aufnahme der mit Hilfe
der Photosynthese aufgebauten Substanzen (bei Tieren und dem groBten
Teil der Mikroorganismen).

Eine zentrale Rolle beim Abbau toter Biomasse in die organischen und
mineralischen Bausteine spielen die Saprophyten (griech.: "Faulpflanzen"),
zu denen vor allem die (Schimmel-)Pilze und einige Bakterienarten (unter
anderem der Gattung Bacillus) gehoren. Indem diese Organismen entspre-
chende Enzyme produzieren und in ihre Umgebung ausscheiden ("Exo-
enzyme"), konnen auch diejenigen Biomolekiile abgebaut werden, deren



Abbau sehr energieaufwendig ist, und die ohne die katalytische Wirkung
dieser Enzyme dem Kreislauf der Natur entzogen wiren. Zu diesen Exo-
enzymen z#hlen vor allem die zahlreichen Vertreter der Cellulasen,
Hemicellulasen und Ligninasen, sowie die extrazelluldren Vertreter der
Proteasen, Amylasen und Lipasen.

Gelingt es, diese Exoenzyme mit fermentativen Verfahren zu gewinnen,
lassen sich diese als Katalysatoren in vielen Anwendungen einsetzen. So
kénnen fermentativ gewonnene Hemicellulasen z.B. flir die Verzuckerung
von Holzkomponenten, aber auch in der Lebensmittelverarbeitung (Kliren
von Fruchtséften) oder im Gerbereiprozep eingesetzt werden.

1.2. Photosynthese und Biomasse als Speicher der Sonnenenergie

Bei der Photosynthese assimilieren die Pflanzen COz aus der Atmosphire
und bilden daraus neue pflanzliche Biomasse. Durch diesen grépten
globalen Produktionsprozep entstehen jidhrlich in allen Land- wund
Wasserpflanzen rund 1.7 . 10 t Trockenmasse mit einem Energiegehalt
von 3.2 . 1021 J, einem Mehrfachen des jihrlichen Energieverbrauchs der
Erdbevélkerung (Gwinner, 1978).

Vergleicht man die j#hrliche pflanzliche Energiefixierung mit der
gesamten jdhrlichen Sonneneinstrahlung von 2.5 . 1024 J, so ergibt sich
je nach geographischer Zone nur eine durchschnittliche Nutzung von 0.1%
bis 0.3%. Die Nutzung des Sonnenlichts kann allerdings von Pflanzenart
zu Pflanzenart erheblich variieren. So bindet z.B. eine Mais—Monokultur
etwa dreimal mehr Sonnenenergie, als die gleiche Fliche unberiihrten
Urwalds (Gwinner, 1978). Neben Mais gehéren Zuckerriibe, Zuckerrohr,
Cassava und Eukalyptus zu den besonders guten Verwertern der Sonnen-
energie.

Durch den Prozep der Photosynthese stellt die pflanzliche Biomasse einen
gigantischen Tréiger sich regenerierender Energie dar. Die Hauptkom-
ponenten dieser Biomasse sind Cellulose, Hemicellulosen, Lignin, Stérke,
Proteine und weitere Zellbausteine wie Nucleinsduren und Lipide. Die
Verwendung pflanzlicher Biomasse fiir die Erzeugung von Energietrigern
oder Chemikalien, die bisher aus Erddl hergestellt wurden, hat seit der
ersten "Olkrise" Mitte der Siebziger Jahre weltweites Interesse gefunden.

Die Biomasse ist jedoch nicht nur ein potentieller Rohstoff fiir die
Energie— oder Chemikalienproduktion, sie ist vor allem auch Nahrungs-
quelle fir Mensch und Tier. Soll eine Verminderung der Nahrungsmittel—-
menge fir Mensch und Tier vermieden werden, so ist Voraussetzung, dap
die technische Verwertung der pflanzlichen Biomasse sich auf jene
Bestandteile konzentriert, die keinen oder nur geringen Nihrwert haben

1. Einleitung



(Schmidt, 1983). Cellulose, Hemicellulosen und Lignin stehen hier im
Vordergrund. Nachdem Cellulose schon seit lingerem fiir die Produktion
von Papier, Zellstoff und Viskosefasern verwertet wird, Lignin
andererseits bisher aufgrund der #uBerst widerstandsfihigen Struktur
einer technischen Verwertung unzugiinglich ist, konzentriert sich das
Interesse seit einigen Jahren insbesondere auf die Hemicellulosen
(Schmidt, 1983).

Hemicellulosen sind Makromolekille aus kettenférmig verkniipften Pentose-
zuckern. Sie sind Hauptbestandteile einer ganzen Reihe von Abfdllen der
Nahrungsmittelproduktion, wie z.B. Stroh und Getreidespelzen, Zucker-
riibbenschnitzel, Bagasse, Riickstinde von Citrusfriichten und PreBkuchen
der Obstsafterzeugung. Zum Teil werden diese Materialien als Futter-
mittelzusatz verwendet, der Gropteil wird jedoch verworfen. Gelingt es die
Hemicellulosen zu den sie aufbauenden Pentosen zu spalten, lassen sich
durch fermentative Umsetzungen dieser Pentosen eine ganze Reihe inter-
essanter Grundchemikalien wie Ethanol, Butanol, Aceton, Furfural oder
Essigsiiure gewinnen, die zum Teil als Energietriger, zum Teil als Vor-
stufen fiir die chemische Synthese Verwendung finden. Aus der wichtig-
sten Pentose, der Xylose, lassen sich zudem spezielle Zucker und Zucker-
alkohole wie Xylit, der als Zuckeraustauschstoff verwendet wird,
gewinnen (Gwinner, 1978).

Die Spaltung der Hemicellulosen kann einerseits durch Sdurehydrolyse,
zum anderen enzymatisch erfolgen.

Die S#urehydrolyse ist ein industriell bereits erprobtes Verfahren, das
hohe Temperaturen in korrosionsfesten Kesseln erfordert. Wenn die rich-
tigen Bedingungen gew#hlt werden, kann das Xylan aus einem Cellulose-
und Xylan-haltigen Rohstoff selektiv hydrolysiert werden. Der Abbau ist
dann jedoch meist nicht vollstindig. Bei entsprechend lidngeren Hydro-
lysezeiten entstehen aber groBe Mengen von Nebenprodukten, die nur
schwer von der Xylose abzutrennen sind und zu Ausbeuteverlusten fith-
ren (Reilly, 1981).

Der enzymatische Abbau der Hemicellulosen wird durch den in Rohmateri-
alien enthaltenen Ligningehalt gehemmt. Durch geeignete Vorbehandlung
(Whistler & Richards, 1970) lassen sich jedoch Fraktionen gewinnen, die
durch die milde und spezifische Einwirkung der Enzyme wesentlich effek-
tiver abgebaut werden kdnnen als durch die S#urehydrolyse.



1.3. Produktion hemicellulolytischer Enzyme

Wie eingangs erwéhnt, werden hemicellulolytische Enzyme vor allem von
Organismen aus der Gruppe der Saprophyten gebildet. Typische und gut
untersuchte Produzenten dieser Enzyme sind Arten der Gattungen:

Aspergillus

(Conrad, 1981; Gorbacheva & Rodionova, 1977; Flannigan & Sellars,
1978; John et al., 1979; Reilly, 1985)

Trichoderma

(Schmidt et al., 1982; Dekker, 1983, Robison, 1984)
Cryptococcus

(Notario et al., 1979; Biely et al., 1980a; Kratky & Biely, 1980;
Yasui et al., 1984)

Streptomyces

(Iizuka & Kawaminami, 1969; Nakanishi et al., 1980)
Trichosporon

(Stevens & Payne, 1976; Stiittgen & Sahm, 1982)

Cellulomonas

(Peiris et al., 1982)

Bacillus

(Emi et al., 1971; Esteban et al., 1982; Deschamps et al., 1982;
Bernier et al., 1983; Okazaki et al., 1984).

Zu den gebildeten Enzymen gehdren Mannanasen, Galaktanasen, Xylosi-
dasen und Xylanasen, wobei letztgenannte die technisch bedeutendsten
sind. Da diese Enzyme i.a. von den Organismen ins umgebende Medium
ausgeschieden werden, lassen sie sich in submerser Fermentation durch
absatzweises oder kontinuierliches Abtrennen der Organismen aus dem
Nidhrmedium gewinnen.

In vielen Fillen produzieren die Organismen ihre extrazelluliren Enzyme
jedoch nur, wenn das Enzymsubstrat oder Abbauprodukte desselben als
Induktoren im N#ihrmedium vorhanden sind. Um verfahrenstechnische Pro-
bleme mit Feststoff-Substraten, wie 2z.B. Xylan, zu vermeiden, wird
vielfach versucht, niedermolekulare und wasserldsliche Induktoren einzu-
setzen (Nakanishi, 1976; Biely, 1980; Yasui, 1984). Solche Substanzen
(z.B. Methyl-B-D-Xyloside oder Xylobiosebutyrylester, Nakanishi, 1976)
sind jedoch relativ teuer und daher fiir die Anwendung in groftech-
nischen Verfahren nicht geeignet.

Vorteilhafter ist die Verwendung von Organismen, die keinen Induktor fiir
die Exoenzymsynthese bendtigen. Dies ist zum Beispiel fiir die Synthese
einiger extrazellulirer Enzyme bei Arten der Gattung Bacillus der Fall.
(Priest, 1977 u. 1983). Bei diesen Organismen wird die Exoenzymsynthese
jedoch oft durch den Mechanismus der Katabolit—Repression kontrolliert,
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das heift, dap hohe N#hrstoffkonzentrationen die Exoenzymsynthese
hemmen (vergl. Abschnitt 2.2.2). Diese Repression fiihrt bei der kontinu-
ferlichen Fermentation dazu, daB eine konstant anhaltende Enzympro-
duktion nicht mdglich ist (Priest, 1983). Versuche, die Organismen in
ihrem Nédhrstoffangebot zu limitieren und damit die Katabolit—Repression
aufzuheben, haben bislang nur relativ geringe Erfolge gezeigt (Frankena
et al., 1986).

In der vorliegenden Arbeit wird dagegen ein Verfahren vorgestellt, mit
dem eine konstante hohe Xylanaseproduktion in der kontinuierlichen
Fermentation durch eine geregelte Sauerstofflimitierung der Organismen
erreicht wird.

1.4. Zielsetzung dieser Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es, ein Verfahren zur Kkontinuierlichen fermen-
tativen Produktion einer Xylanase zu entwickeln. Dazu sollte zunéchst
ein geeigneter Organismus und ein fir diesen geeignetes N#hrmedium
gefunden werden. Im N#hrmedium sollte dabei nach Mdglichkeit auf die
Verwendung feststoffhaltiger Substanzen wie Xylan verzichtet werden.

Anhand geeigneter MePmethoden sollte die Abhingigkeit der Xylanase-
synthese von den die Organismen umgebenden Bedingungen erforscht
werden, sodaBP eine Grundlage flir eine gezielte Beeinflussung dieser
Bedingungen im Sinne einer maximalen Xylanaseproduktion zur Verfiigung
stand.

Als wichtige Voraussetzung fiir eine definierte kontinuierliche Kultur-
fiihrung sollte der Einsatz von geregelten Dosierverfahren fiir das
Ndhrmedium erprobt werden, mit deren Hilfe gewiinschte Durchflufraten
exakt eingestellt und konstant gehalten werden sollten.



2. THEORIE UND GRUNDLAGEN

2.1. Grundlagen der
Mikroorganismenzucht

2.1.1. Wachstum in einer Batch-Kultur
wird ein N#hrmedium geeigneter Zusammensetzung und Temperatur mit
Organismen beimpft, beginnen diese zu wachsen und durchlaufen nach-
folgend eine Reihe von Ubergangszustinden, die zur Ausbildung eines
charakteristischen Wachstumszyklus fi{ihren. Im allgemeinen lassen sich
dabeli mehr oder weniger deutlich einzelne Phasen dieses Wachstumszyklus
unterscheiden (Figur 2), so z.B. eine anfingliche Lag-Phase (A), eine
exponentielle Wachstumsphase (B) gefolgt von Phasen sich verlang-
samenden Wachstums (Ubergangsphase (C), stationdre Phase (D)) und
schlieplich einer Absterbephase (E).

log Biomasse X —

Zeit t —

Figur 2: Wachstumsphasen in der Batchfermentation

Die spezifische Wachstumsrate p (h-t)

_daxX 1 -
p=Stox [h7] (GL1)

mit X = Biomassekonzentration (g/l)
t = Zeit (h)

2. Theorie und Grundlagen



nimmt wihrend des Wachstumszyklus anfinglich zu, erreicht und behilt
wihrend der exponentiellen Phase ihren maximalen Wert Mmex und nimmt
danach wieder bis p = 0 ab.

Das Durchlaufen der einzelnen Wachstumsphasen ist dabeil keine Eigenheit
der Organismen, sondern eine Folge der Interaktion zwischen den Oorga-
nismen und threr Umgebung. So wilrden die Organismen dauerhaft in der
exponentiellen Phase mit g = pmax verblelben, wenn ein wachsender
"Umweltwiderstand" sie nicht daran hindern wilrde.

Dieser "Umweltwiderstand" kann darin bestehen, dap ein essentieller
Bestandteil des N#hrmediums durch die Organismen verbraucht wird und
dadurch das Wachstum limitiert, oder dap die Organismen w#hrend des
Wachstums Stoffwechselprodukte in das Medium ausscheiden, die sich
anreichern und toxisch auf die Organismen wirken.

Fir den ersten Fall hat Monod (1942) die modellm#Bige Beschreibung der
Abhi#ingigkeit der Wachstumsrate 4 von der Konzentration eines
verbraucht werdenden Substrates S aufgestellt:

- S -1
/u‘fumax’m [h ] (Gl. 2)

mit pmax = maximale Wachstumsrate (h-1)
s = aktuelle Konzentration des bezogenen Substates in der
Kulturbriihe (mol/1)
Ks = Substrat-Séttigungskonstante (mol/1), entspricht der
Substratkonzentration bei der py = 1/2 pmax ist.

Wie Figur 3 zeigt, kann man grob zwischen einem Bereich, in dem
nahezu unabh#ingig von S ist (Reaktion 0. Ordnung), und verbunden durch
einen Ubergangsbereich, einem Bereich nahezu linearer Abhéngigkeit zwi~
schen p und S (Reaktion 1. Ordnung) unterscheiden. Im ersten Fall liegt
Substratsittigung vor und die Organismen wachsen nahezu mit g = pmax.
Im zweiten Fall unterliegen die Organismen einer Substratlimitierung, die
in der Batchkultur dazu fithrt, dap die Wachstumsrate kleiner wird, bis
bei S = 0 kein Wachstum mehr stattfindet.

Diese Bezlehung gilt fiir alle von den Organismen zum Wachstum bendtig-
ten Substrate, einschlieflich des Sauerstoffs. Dasjenige Substrat, das als
erstes zur Neige geht, ist dabei das limitierende und bestimmt die
Wachstumsrate der Mikroorganismen.



,‘1
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Figur 8: Abh#ngigkeit der Wachstumsrate p von der Substratkonz. S

2.1.2. Kontinuierliche Kulturfiihrung:

Von einer kontinuierlichen Fermentation spricht man, wenn einem Kultur-
gef8f pro Zeiteinheit genau die Menge Kulturbrihe entnommen wird, die
gleichzeitig als frisches Medium in das Kulturgefip einléuft.

Die Rate, mit der dabei ein konstantes Reaktorvolumen V (1) von einem
Volumenstrom F (1/h) durchstrémt wird, nennt man Durchflufrate D (h-1).

D=~ [h™] (Gl. 3)

Der Kehrwert der Durchfluprate bezeichnet die mittlere Verwelilzeit v (h)
eines Flilssigkeitelements im Reaktorvolumen.

T = D = F [h] (Gl. 3a)

Wird die Durchflufrate D dber die Zeit konstant gehalten spricht man von
chemostatischer Kulturfihrung. Wird die kontinuierliche Kultur dagegen so
gefithrt, dap die Biomassekonzentration X iiber die Zeit konstant bleibt,
indem die Triibung der Kultur photometrisch gemessen wird und durch
Variation der Durchfluprate auf ihrem Sollwert gehalten wird, so spricht
man von turbidostatischer Kultur.
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Oberfilhrt man eine Batchkultur, in der aufgrund des Organismenwachs-
tums bereits ein Substrat limitlerend wirkt oder verbraucht ist, in eine
chemostatische Kultur, so ermdglicht dies den Organismen, mit genau der
Geschwindigkeit weiterzuwachsen, mit der das limitierende Substrat
durchs Medium zugefithrt wird:

gt = D-¥xsSo [g/(1-h)] (GL. 4)

mit yx/s = Ausbeutekoeffizient (-)
So = Substratkonzentration im zulaufenden Nidhrmedium (mol/1)

Die zeitliche Anderung der Organismenkonzentration dX/dt im
kontinuierlichen System ergibt sich aus Biomassezuwachs durch Wachstum

(4-X) und aus dem Austragen der Biomasse mit dem kontinuierlichen
Durchflup (-D.X):

x

dX _ - .
& = (u-D) - X [g/1] (GL. 6)

Im stationfiren Fall (steady state) ist dX/dt = 0 und die Wachstumsrate p
der Organismen entspricht genau der Durchflufrate D.

D=u [h] (GL. 6)

Die Organismen passen ihre Wachstumsrate also der Durchflufrate an.

Die zeitliche Anderung der Substratkonzentration dS/dt ergibt sich ent-
sprechend aus dem Einspillen frischen Substrates mit der Durchflufrate
(D-So), dem Ausspiilen unverbrauchten Substrates mit der Durchflufrate
(-D.S) und dem Substratverbrauch durch das Organismenwachstum (y-X/Y)
und den Erhaltungsstoffwechsel (m.X):

dS X
F=D.(so._s)..,u..y_xls_m.)( [g/(l-h)] (GL. 7)

Im stationiren Fall (Steady-state) ist dS/dt = 0 und

D-(So-9) =,u'%x/3+m'x (Gl. 8)

Konzentrationen von Biomasse X (aus Gl. 6 u. 8) und Substrat S (aus Gl.
2 u. 6) wie folgt:
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Ks D
= (Gl. 9)
Sstat ILLmax_D [g/ l]

Xstat = Yxis * (So-Ssat) [9/1] (GL. 10)

Fiir die Biomasseproduktivitit P = D.X (g/lh) gilt unter stationéiren
Bedingungen:

Pstat = D * Xgtat [9/(|'h)] (GL. 11)

Ein Auftragen der stationdren Werte von X, S und P gegen die
Durchfluprate D (Figur 4) macht deutlich, daf die Biomasse- und
Substratkonzentration im Bereich niedriger Durchflupraten nur eine
geringe Abhéngigkeit wvon der Durchfluprate D zeigt, wahrend die
Produktivitit fast linear zunimmt. N&hert man sich jedoch einer
kritischen DurchfluBrate Dxrit, so &ndern sich die stationdiren Werte von
X, 8 und P zunehmend stark, bis bei Dkrit die stationdre
Substratkonzentration im Reaktor gleich der Konzentration So im
einlaufenden Medium ist und der Biomasseverlust durch Auswaschen durch
das Wachstum nicht mehr ausgeglichen werden kann. Die stationfre
Biomassekonzentration wie die Produktivitdt ist dann Null (wash-out).
Entsprechend Gl. 6 nimmt die Wachstumsrate der Organismen dabei linear
mit der Durchflufrate D zu.

PR

So

 P— M max
d“‘
.

X stat el

M stat

Pstat

Xstat S stat

Dkrit
D—»

Figur 4: Abhiéngigkeit der stationdren Werte der Biomasse- und Substrat-
konzentration sowie der Produktivitit P und der Wachstumsrate gy von der
Durchflufrate D
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2.1.3. Kontinuierliche Kultur bei Sauerstofflimitierung

Ist das das Mikroorganismenwachstum limitierende Substrat nicht eine im
zulaufenden Medium enthaltene Substanz S, sondern der mit der Zuluft
zugefilhrte Sauerstoff, so ist die Wachstumsrate g in Gl. 2 keine Funktion
von S, sondern eine Funktion der Konzentration des im Medium gel8sten
Sauerstoffs Cosz:

CO
- . Y0 -1
M = Mmax Ko + Co, [h™] (Gl. 12)

mit ymax = maximale Wachstumsrate (h-1)
Coz = Konzentration des geldsten Sauerstoffs (mmol/l)
Ko = Si#ttigungskonstante (mmol/l)

Der Sauerstofftransport aus der dispergierten Gasphase (Blasen) bis in
das Innere der Mikroorganismen mup eine Folge hintereinandergeschalteter
Einzelwiderstdnde iiberwinden (Figur 6). Geschwindigkeitsbestimmend ist
dabei jedoch in der Regel der Transport des Sauerstoffs OTR von der
Phasengrenzfliche Gas/Fliissig in den Kern der Fliissigkeit (Reuf, 1979a)

Mikroorganismen

OTR 2@

Blasen

C [mmoist]

[

Weg s

Figur 6: Transport des Sauerstoffs aus der Gasphase in die Flissigkeit
(OTR) und aus der Fliissigkeit in die Mikroorganismen (Qoz2), sowie
resultierendes Konzentrationsgefille
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" Fiir die zeitliche Anderung der Sauerstoffkonzentration in der Flilssigkeit
gilt:

dCo
gt~ = OTR - Qo, [mmol/(1-h)] (Gl. 13)
und
Qo, = dg,* X [mmol/(1-h)] ©L 1)

mit OTR = Sauerstoffeintragsrate (mmol/(1-h))

Qoz = Sauerstoffaufnahmerate (mmol/(1-h))
qQoz = spez. Sauerstoffaufnahmerate (mmol/(g-h))
X = Biomassekonzentration (g/l)

Die Sauerstoffeintragsrate OTR berechnet sich aus dem volumenbezogenen
Stoffiibergangskoeffizienten fiir Sauerstoff ki-a (h-t) und dem treibenden
Konzentrationsgef#ille Co2*—Coz:

OTR = k.-a - (Cos-Co,) [mmol/(1-h)] (6L 15)
mit ki = Stoffilbergangskoeffizient (m/h)
a = volumenspezifische Phasengrenzfliche (m2/m3)
Coz* = Sauerstoffkonzentration an der Grenzfliche zwischen Gasphase
und Flilssigphase
Coz = Sauerstoffkonzentration im Kern der Fliissigkeit

Das Produkt ki.a ist dabei abhéngig vom Lelstungseintrag des Rilhrers N
in den Fermenterinhalt V (Reuf, 1979a):

kiea = (N/V) (Gl. 16)

mit n = 0.4 : laminare Strémung
n=07 : turbulente‘Strﬁmung

2. Theorie und Grundlagen
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Die Rhrerleistung N (kg.-m2/s3), gegeben durch den Rilhrerdurchmesser ds

und die Rithrerdrehzahl n, ist in erster Linie von der Begasungsrate V¢
abhiingig:

N 2 n3-dg® = f(Vg) [kg m2/s3] (GL. 17)

Die spezifische Sauerstoffaufnahmerate gehorcht analog der Wachstumsrate
U (Gl.12) einer Monod-Kinetik:

CO

= . —202 . .
4oz = A02may Ko+ Go, [ mmol/(gTS-h)] (Gl. 18)
mit Qosmax = maximale spez. Sauerstoffaufnahmerate (mmol/gh)

Kq

S#ttigungskonstante (mmol/l)

Im stationdren PFall ist dX/dt = 0 und dCoz/dt = 0 und die stationdiren

Konzentrationen von Biomasse und geldstem Sauerstoff berechnen sich wie
folgt:

»

Xstat = kL'a'cggzoz_CO"’s‘a*) [9/1] (GL. 19)
Ko - D GL. 20)

Cozstat = Mr:ax_ D [mm0|/|] (
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2.2. Regulation der Enzymsynthese beil
Bakterien

2.2.1. Allgemeine Mechanismen und Regulationsmodelle
Wiirden alle Proteine, insbesondere alle Enzyme, zu deren Synthese die
Zelle aufgrund ihrer genetischen Information bef8higt ist, ungehemmt
gebildet, so wire ein geregelter Ablauf des Stoffwechsels nicht denkbar
(Leuthardt, 1977).

Die weitaus meisten im Stoffwechsel der Bakterien tétigen Enzyme unter-
liegen daher Regulationsmechanismen. Diese zielen darauf ab, die Stoff-
wechselleistungen einzelner Enzymsysteme sinnvoll und 8konomisch zu
koordinieren und die Uberproduktion von Enzymen, Intermediirverbin-
dungen und Endprodukten zu vermelden. Diese Reaktionsmechanismen
kdnnen je nach dem Niveau, auf dem sie wirken, unterschieden werden in

Die Regulation der Enzymaktivitidt lst im allgemeinen ein allosterischer
Mechanismus, bei dem ein positiver oder negativer Effektor (meistens ein
Endprodukt) am Enzym bindet und dabei die Aktivitdt des Enzyms
verdndert. Diesem Regulationsmechanismus unterliegen vorwiegend die
Schlilsselenzyme innerhalb des Intermedifir-Stoffwechsels (Schlegel 1988),
so daP er z.B. bel extrazelluliren Enzymen kaum eine Rolle spielt.

Der Regulation auf dem Niveau der Enzymsynthese unterliegen dagegen
alle Stoffwechselwege. Die Synthese der Enzyme kann dabei theoretisch
sowohl bel der Transkription als auch bei der Translation reguliert
werden.

RNA-Molekiile iiberschrieben. Regulatorisch wirkt sich aus, wie oft pro
Zeiteinheit durch die Wirkung der RNA-Polymerase eine Kopie von einem
Strukturgen als m—RNA hergestellt wird.

in die Aminos8uresequenz der entstehenden Proteine iibersetzt. Die
Geschwindigkeit der Translation kann regulativ variiert werden.

Es hat sich jedoch herausgestellt, dap die Enzymproduktion belr Pro-
karyonten vorwiegend auf der Stufe der Transkription regullert wird
(Schlegel 1985). Die beste Erkldrung fiir den der Transkription zugrunde

T Bce oAb e = bt
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synthetisierenden Proteine enthalten, enthilt jedes Operon ein Promotor-
und ein Operatorgen.

RNA-Polymerase (dem Enzym, das die Information der Strukturgene auf
die m—-RNA dbertrdgt) erkannt wird. Der Promotor ist damit die
Bindungsstelle fiir die RNA-Polymerase und gleichzeitig der Startpunkt
fiir die Transkription. Diese Eigenschaften des Promotors kénnen jedoch
durch die Wirkung von Regulatorproteinen verdndert werden.

Der Operator ist eine Basensequenz, die zwischen dem Promotor und den
Strukturgenen liegt und ebenfalls mit einem Regulatorprotein (dem sog.
Repressor) reagieren kann. Diese Reaktion entscheidet dariiber, ob die
Strukturgene zur Transkription freigegeben werden oder nicht. Die
Regulatorproteine werden von eigenen Operons synthetisiert, die wahr-
scheinlich selbst keiner Regulation unterliegen (Leuthardt, 1977). Die
Fihigkeit der Regulatorproteine am Operator zu binden, wird durch
niedermolekulare Substanzen (Effektoren), meist dem Enzymsubstrat oder
dem Produkt, gesteuert. Je nach positiver oder negativer Wirkung des

det daher in diesem Zusammenhang zwischen:

Enzyminduktion
Endprodukt—-Repression
Katabolit—Repression

Der Endprodukt—Repression unterliegen vorwiegend die Enzyme des
anabolischen (aufbauenden) Stoffwechels (Grunow, 1981). Das Endprodukt
einer Biosynthesekette wirkt dabei als Co-Repressor, der mit dem
Repressorprotein des Regulatorgens zum wirksamen Repressor bindet und
dann das Operatorgen blockiert.

Der Enzyminduktion und der Katabolit—-Repression unterliegen dagegen
hauptséchlich die katabolischen Enzyme, also alle zur Aufnahme und zur
Einschleusung eines Substrats in den Intermedidr-Stoffwechsel notwen-
digen Enzyme. Hierzu zdhlen auch die meisten extrazelluliren Enzyme.

Bei der Enzyminduktion wirkt ein im N#&hrmedium vorhandenes Enzymsub-
strat als Induktor, indem es den vom Regulatorgen produzierten Repressor
bindet und so das Operatorgen zur Enzymsynthese freigibt. Bei extra-
zelluldiren Enzymen, deren Substrate nicht in die Zelle gelangen koénnen,
kann auch ein niedermolekulares Enzymprodukt als Induktor wirken
(Welker & Campbell, 1963).

Bei der Katabolit—Repression wird die Synthese bestimmter konstitutiver
oder induzierbarer Enzyme unterbunden, wenn eine leichter verwertbare
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Substanz im Medium vorhanden ist. Diesem Mechanismus wird von vielen
Autoren auch eine wichtige Rolle bei der Regulation der Synthese extra-
zellulérer Enzyme (besonders auch der Gattung Bacillus) zugeschrieben
(vergl. Abschnitt 2.2.2).

Bei Escherichia coli beruht die Katabolit—-Repression darauf, dap Glucose
und andere leicht verwertbare Zucker die Konzentration an 8'.5'-cyc-
lischem Adenosinmonophosphat (c—AMP) herabsetzen. Ein bekanntes Bei-
spiel ist die Regulation des Lac—-Operons von E.coli. Die Transkription
der Gene des Lactose—Stoffwechsels unterliegen dabei zum einen der
negativen Kontrolle der Katabolit—Repression, zum anderen einer posi-
tiven Kontrolle durch Induktion (Lehninger, 1979 /Figur 6).

RNA-
Po]ymerase akt. Repfessor

bl o
) c-amp @  Induktor m inakt. Repressor

Figur 6: Katabolit—Repression und Induktion der Transkription bei E. coli
1) Doppelte Repression in Abwesenheit von ¢c—AMP und Induktor

2) Katabolit—Repression trotz Anwesenheit des Induktors

3) Anheften der RNA-Polymerase in Anwesenheit von c—-AMP

4) Transkription beli Anwesenheit von ¢~-AMP und Induktor

Zur Transkription der Gene durch die RNA-Polymerase ist das Anheften
eines Catabolit—Aktivivator—Proteins (CAP) an einen Bereich des
Promotors erforderlich, was aber nur in Verbindung des CAP mit c—-AMP
geschieht. Abwesenheit von Glucose oder anderer leicht verwertbarer C-
Quellen im Medium fithrt zum Ansteigen der intrazelluliren c-AMP-
Konzentration und so zum Aufheben der Katabolit-Repression. Zus#tziich

2. Theorie und Grundlagen
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mup aber auch Lactose als Induktor vorhanden sein, der den vom
Regulatorgen stdndig erzeugten Repressor inaktiviert und dadurch das
Operatorgen freigibt, so dap die RNA-Polymerase die Strukturgene
transkribieren kann.

2.2.2. Regulation der Synthese extazellulirer Enzyme beil Bacillus

Die Mechanismen, die flir die Regulation der verschiedenen extrazelluldren
Enzyme bei Bacillus verantwortlich sind, sind bis heute noch unvollstin-
dig gekldrt. Zum Teil lassen sich spezielle, auf das jeweilige Enzym
zugeschnittene Regulationsmechanismen beobachten (z.B. die Induktion der
Penicillinase durch Benzylpenicillin (Imsande, 1970) oder andere Penicil-
lin-Derivate), zum Teil scheinen aber auch ibergreifende Mechanismen zu
existieren, die die Synthese mehrerer Exoenzyme gleichzeitig regulieren
(Sippola, 1981).

Tats#ichlich kommen die meisten der oben genannten Regulationsmecha-
nismen auch bel der Regulation der extrazelluliren Enzyme vor:

Viele extrazellulire Enzyme bendtigen zur Synthese einen Induktor.
Klassische induzierbare Enzyme werden in Abwesenheit eines Induktors
nur auf einem kaum mefbaren Grundlevel synthetisiert (Priest, 1983). Bei
den extrazelluliren Enzymen, deren Polymersubstrate zu grof sind, um
innerhalb der Zelle als Induktor wirken zu kdnnen, bewirkt diese immer
vorhandene Grundaktivitéit einen ersten Abbau des Substrates zu nieder-
molekularen Komponenten, die dann in die Zelle gelangen und dort als
Induktor fiir eine verstirkte Synthese des Exoenzyms sorgen. So wird z.B.
die a-Amylase-Produktion durch Bacillus stearothermophilus durch Malto-
oligomere, besonders Maltotetraose, induziert (Welker & Campbell, 1963).

Der Grundlevel der Enzymproduktion in Abwesenheit des Induktors kann
je nach Organismus und Enzym erheblich variieren, so dap man bei man-
chen Enzymen schon von "teilweise konstitutiv" sprechen kann. So pro-
duziert z.B. Bacillus megaterium unabhiingig von der C-Quelle B-Amylase
nahezu konstitutiv. Durch Wachstum auf a—1,4-Glucan kann die Synthese
jedoch zu noch hdheren Mengen "induziert" werden (Priest, 1983).

Wirklich konstitutive Enzyme werden in Anwesenheit wie in Abwesenheit
des Enzymsubstrates oder eines Derivats desselben mit der gleichen
maximalen Rate gebildet. Hierzu gehdren z.B. die a—Amylasen von Bacillus
amyloliquefaciens (Coleman, 1967), Bacillus licheniformis (Meers, 1972;
Thirunavukkarasu & Priest, 1980) und Bacillus subtills (Sekiguchi &
Okada, 1972).
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Endprodukt—Repression:

Dieser Regulationsmechanismus, dem sonst nur Enzyme des anabolischen
Stoffwechsels unterliegen (Grunow, 1981), spielt vor allem eine Rolle bei
der Proteasesynthese, die durch Ammonium, einzelne Aminosiuren oder
durch Oligopeptide reprimiert wird. So wird 2z. B. die extrazelluléare
Protease von Bacillus megaterium mit steigender Aminosdurekonzentration
im Medium zunehmend reprimiert (Moravkova & Chaloupka, 1984)

Katabolit—Repression:

Wie bereits in Abschnitt 2.2.1 erwdhnt, verursacht das Wachstum auf
einer schnell metabolisierbaren C-Quelle eine Katabolit-—Repression der
Synthese vieler induzierbarer oder konstitutiver katabolischer Enzyme. So
unterliegt auch die Synthese der meisten extrazelluldren Enzyme einer
Katabolit—Repression. Beispiele sind oa—Amylase (Meers, 1972; Priest &
Thirunavukkarasu, 1985) und Protease (Laishley & Bernlohr, 1968) von
Bacillus licheniformis, die durch Anwesenheit von Glucose oder Mannit
véllig reprimiert sind, sowie die oa-Amylase von Bacillus amylolique-
faciens, die ebenfalls, wenn auch in geringerem AusmaB, durch Glucose
reprimiert wird (Ingle & Boyer, 1976). Coleman (1966) konnte zeigen, dap
die Syntheserate der a—-Amylase bei Bacillus subtilis umgekehrt propor-
tional zu der von der C-Quelle erméglichten Wachstumsrate ist.

Fir die Synthese von Proteasen konnte bei verschiedenen Bacillus—Arten
eine doppelte Regelung aus Endprodukt—Repression und Katabolit—Repres-—
sion nachgewiesen werden (z.B. Egorov et al., 1983; Hanlon et al., 1982;
Chaloupka, 1985). Dabei wird die Protease—Synthese initiiert, wenn wich-
tige Ndhrstoffe im Medium (C-Quelle oder N&dhrsalze) verbraucht sind, die
Synthese wird jedoch reprimiert, wenn die Konzentration von Stickstoff-
Metaboliten (z.B. Aminosiuren) aufgrund der Wirkung der Protease
ansteigt.

Die Regulation verschiedener extrazelluldrer Enzyme (z.B. Proteasen und
Ribonucleasen) steht offensichtlich auch in einem engen Zusammenhang
mit dem Sporulationsprozef sporogener Bacillusarten (James & Mandelstam,
1985; Shimizu et al., 1983; Chaloupka et al., 1982; Dancer & Mandelstam,
1975; Mandelstam, 1969), der ebenso wie die Exoenzymsynthese am Ende
des exponentiellen Wachstums eingeleitet wird, wenn wichtige Komponen-
ten des Nahrmediums aufgebraucht sind und sich dadurch die Wachstums-
geschwindigkeit verlangsamt. Schon Schaeffer et al. (1965) berichtet von
einer Katabolit-Repression der Sporulation bei Bacillus subtilis, von der
in gleicher Weise auch die Synthese extrazelluldrer Enzyme betroffen ist.
Im Gegensatz dazu berichtet Priest (1983), daP bei Bacillus die extrazel-
luladre Protease innerhalb der Zelle nicht vorkommt und mit dem Sporula-
tionsprozep daher nichts zu tun hat.

2. Theorie und Grundlagen
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Die Mechanismen und Effektoren, die die Katabolit-Repression der Exo-
enzymsynthese im einzelnen steuern, sind bei Bacillus (im Gegensatz zu
E. coli) noch weitgehend unbekannt. So konnte die fiir die Katabolit-
Repression bel E.coli zentrale Substanz c-AMP in Zellen der Gattung
Bacillus bisher nicht nachgewiesen werden (Priest, 1977). Berichte iiber
einen Zusammenhang zwischen den intrazelluliren Konzentrationen an
Guanin und c-GMP einerseits und der Sporenbildung und Proteasesynthese
andererseits (Egorov et al.,, 1982; Lopez et al.,, 1979) oder von einem
regulativen Effekt der intrazelluliren Glutamin Synthetase—-Konzentration
auf die Binleitung des Sporulationsprozesses bei Bacillus polymyxa
(Kantengwa & Ohia, 1985) bestitigen immerhin die Annahme, daB auch im
Stoffwechsel von Bacillus Metabolite des Stickstoff- oder Energiestoff-
wechsels existieren, die als Schliisselsubstanzen der Katabolit—Repression
analog zum c-AMP in E.coli fungieren.

2.2.3. Auswirkung der Regulationsmechanismen auf die Enzymbildung in der
Fermentation

Die Synthese extrazellulirer Enzyme ist dabei entweder an die Tropho-
phase oder an die Idiophase gebunden (Priest, 1983), wobel Enzyme, die
einer Katabolit-Repression unterliegen, eher zu den Idiophase—Produkten
gehdren. So findet z. B. die c—~Amylase-Produktion bei Bacillus subtilis
(Sekiguchi & Okada, 1972; Yoneda & Marno, 1975):und bei Bacillus
amyloliquefaciens (Welker & Campbell, 1967) vornehmlich nach Abschlup
des exponentiellen Wachstums statt.

Von grofer Bedeutung ist die Frage, ob ein Enzym in der Idio- oder in
der Trophophase gebildet wird, d.h. ob es einer Katabolit—Repression
unterliegt oder nicht, fir die kontinuierliche Kultur. Zumindest bel
gréBeren DurchfluBraten in der chemostatischen Kultur (vergl. Figur 3)
ist die stationfire Substratkonzentration so hoch, dap eine Katabolit-
Repression stattfindet. Dazu kommt, dap die chemostatische und mehr
noch die turbidostatische Kultur den Organismen ein dauerhaftes Ver-
weilen in einem exponentiellen Wachstum (konstante Wachstumsrate) er-
mdglicht. Priest (1983) kommt daher zu dem SchluB, dap es unmdglich ist,
Exoenzyme, die Idiophase-Produkte sind, in chemostatischer Kultur mit
konstanter Ausbeute zu gewinnen. So wird auch von Heineken & O'Connor
(1972) berichtet, dap die Sekretion extrazellulirer Enzyme bei Bacillus
amyloliquefaciens nach anfénglichem Batch-Wachstum hoch ist, wihrend
des chemostatischen Betriebs jedoch nachldpt und schlieBlich ganz
zuriickgeht. Als Konsequenz wird i.a. versucht, die Katabolit-Repression
durch die Limitierung eines Mediumbestandteils aufzuheben, was in der
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kontinuierlichen Fermentation jedoch meist nur bei sehr geringen Durch-
flupraten gelingt (Frankena et al. 1986).

2.3. Bacillus und sein Stoffwechsel

Die Gattung Bacillus représentiert eine Gruppe verschiedener stédbchen-
formiger Bakterien, die in der Lage sind Endosporen zu bilden (Bulla &
Hoch, 1985). Gegeniiber den vegetativen Zellen sind die Sporen resis-
tenter gegeniiber Hitze und Trockenheit und ermdglichen den Bacillen
dadurch ein Uberleben auch iiber lingere Perioden mit ungiinstigen
Bedingungen.

Die Art Bacillus amyloliquefaciens wurde urspriinglich fiir eine Variante
der Art Bacillus subtilis gehalten. Welker & Campbell (1967) konnten
jedoch anhand der Basenkomposition der DNA zeigen, daB es sich um zwei
verschiedene Arten handeln muf. In den meisten anderen charakteristi-
schen Eigenschaften entsprechen sich dagegen die Zellen der beiden
Arten weitgehend.

Die meisten Bacillen sind gram-—positiv und durch laterale oder peritriche
Begeifelung beweglich. Die Grope der Zellen variiert zwischen 0.3 x 1.2
pm und 2.2 x 7.0 ym (Buchanan & Gibbons, 1974). Meistens liegen die
Zellen einzeln vor, einige Arten bilden jedoch auch Ketten. Bis auf einige
thermophile Arten sind die Bacillen mesophil und bevorzugen Temperatu-
ren zwischen 30 und 456 °C.

Der natiirliche Lebensraum der meisten Bacillus-Arten ist der Erdboden,
wo sie als Saprophyten mit Hilfe einer Reihe extrazelluldrer Enzyme von
den organischen Resten toter Lebewesen leben (Krieg, 1981). Ihr Stoff-
wechsel ist chemoheterotroph und erlaubt strikte Veratmung, strikte
Vergdrung oder auch gemischte Veratmung und Vergirung der organischen
Substrate (Bulla & Hoch, 19856). Als terminaler Elektronenakzeptor in der
Atmungskette wirkt molekularer Sauerstoff, lediglich bei einigen Arten
kann er durch Nitrat-Sauerstoff ersetzt werden (Buchanan & Gibbons,
1974). Glucose wird in erster Linie i{iber den EMP-Weg zu Pyruvat umge-
setzt.

Das Pyruvat wird jedoch auch unter aeroben Verh#ltnissen nicht tiiber-
wiegend veratmet, ein erheblicher Teil wird stattdessen zu Acetat,
Acetoin und verschiedenen weiteren Produkten umgesetzt (Wood, 1961).
Einen Uberblick iiber mdgliche Stoffwechselwege zur Acetoin~ und Butan-
diolbildung (durchgezogene Linien) sowie der Bildung weiterer Girungs—
produkte (gestrichelte Linien) zeigt Figur 7. Bei Bacillus subtilis erfolgt
die Acetoinbildung nach dem Schema (Doelle, 1976; dicke Linie in Fig. 7):

2. Theorie und Grundlagen
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2 Pyruvat — Acetoin + 2 COz

Dabei wird Pyruvat zundchst unter CO2-Abspaltung durch die Wirkung
eines Teils des Pyruvat-Dehydrogenase-Systems zu Acetyllipoat umge-
setzt, das dann mit einem zweiten Molekill Pyruvat unter Lipoat—
Freisetzung zu Acetolactat reagiert. Durch die Wirkung der Acetolactat—
Decarboxylase wird Acetolactat unter COz-Freisetzung zu Acetoin umge-
setzt.

Unter anaeroben Bedingungen reduziert Bacillus das Acetoin mit Hilfe der
Butandiol-Dehydrogenase zu 2,3-Butandiol. Bei dieser Reaktion kann
wihrend der Glycolyse entstandenes NADH+H* zu NAD* regeneriert
werden (Doelle, 1975):

Acetoin + NADH+H* — 2,3~Butandiol + NAD*

Da hier aber pro mol Pyruvat nur % mol NADH regeneriert werden kann,
wihrend in der Glycolyse pro mol Pyruvat 1 mol NADH entsteht, scheidet
Bacillus unter anaeroben Bedingungen weitere Girungsprodukte wie
Ethanol und Glycerin aus. So erwdahnt Wood (1961), dap Bacillus subtilis
beim anaeroben Wachstum aus 100 mmol Glucose 54.6 mmol 2,3-Butandiol,
66.8 mmol Glycerin, 17.6 mmol Lactat, 7.7 mmol Ethanol, 117 mmol CO:z
und Spuren von Aceiat, Acetoin, Formiat, Succinat und molekularem
Wasserstoff produziert.

Die Butandiol-Bildung ist allerdings stark pH-abh#ngig (Doelle, 1975). Bei
pH-Werten iiber pH 6.3 ist die Produktion von Acetoin und Butandiol
unterdriickt, wdhrend sich Acetat und Formiat anreichern. Bei pH-Werten
unter pH 6.3 schaltet der Stoffwechsel dagegen auf Acetoin- und Butan-
diolbildung um.
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Glucose 2 Glycerin
C¢ H:20¢ CH,OM~ CHOH ~ CH,OH
2ATP . 4 2ATP
i
2A0P ‘1 2 ADP
2 NADH, 2 NAD* :
2 Glycerinaldehyd—-3-P «= 2 Glycerin—-3—-Phosphat
CHO = CHOH -CH,O0 P g CH,OH =~ CHOH —CH,0 - P
4 ADP 2 NAD*
4ATP 2 NADH,
2 NAOH, 2 NAD*
2 Pyruvat -» 2 lactat
CH,~ CO -COOH CH;~ CHOH -COOH
L » 2 Formiat
HCOOH
co, \
Acetyllipoat 2 Acetyl-CoA
CH;~ CO - Lipoat CHy =CO~CoA
[} ADP+Pi
: ATP
2 NADH,
2 NAO’)‘
Acetolactat Diacetyl 2 Acetaldehyd 2 Acetat
CHy— COH = CO ~ CH, CH;~CO ~CO~CH, CHy < CHOH CH,~ COOH
Coom NADH * Rt S
aD* ZNADH, L \aoe N
CO; Acetoin 2 Ethanol
CH; CHOH —CO ~CH, CH, = CH,OH
= NADH,
i(NAD‘
2,3-Butandiol

CH; —CHOM — CHOH~CH;

Pigur 7: Zusammenstellung moglicher Stoffwechselwege zum Glucose- bzw.
Glycerinabbau

Bildung von Acetoin, Acetat und Formiat unter aeroben Bedingungen
(durchgezogene Linien) sowie 2,3-Butandiol, Lactat, Ethanol und Glycerin
unter anaeroben Bedingungen (gestrichelte Linien)
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2.4. Redoxpotential und

Sauerstoffpartialdruck

2.4.1. Redoxpotential:

Elektronen aufnimmt.

Genauso wie S#ure/Base—Reaktionen sind Oxidations- und Reduktions-
reaktionen immer in komplementirer Weise miteinander verkoppelt, so da
die eine Reaktion genau so viele Elektronen abgibt, wie die andere
Reaktion Elektronen verbraucht. Solche gleichzeitigen, komplementéren
Oxidations— und Reduktionsprozesse werden als Redox—-Reaktionen
bezeichnet.

Beispiel: Oxidation von Jodid durch Fe3+

Redox-Reaktion : 2 Fe3* + 2 J- a 2 Fe2t + Jg
Oxidation 1 2J —Jz + 2 e-
Reduktion : 2 Fe3* + 2 e —» 2 Fe2t

Jede der beiden Substanzen Fe und J bilden also ein Redoxsystem:
reduzierte Form = oxidierte Form + e~

Ein weiteres, vor allem in beliifteten Fermentationen wichtiges Redox-
system ist das System Oz/Hz20

4 02 + 2 H* + 2 e- = H20

Die Stérke, mit der eine Substanz Elektronen anzieht oder abgibt (das
heipt, die Frage, ob eine Substanz eine starke oder schwache reduzieren-
de oder oxidierende Wirkung hat), kann mit einer Elektrode aus inertem
Metall, z.B. Gold oder Platin, gemessen werden (Biihler, 1985)

Wird eine solche MeBelektrode in eine Losung getaucht, in der sich ein
Redoxsystem befindet, so iibt die oxidierte Form der Substanz eine
Elektronen-"Saugwirkung" auf die Elektrode aus, mit der Wirkung, dap
das Elektrodenpotential positiver wird. Die reduzierte Form der Substanz
iibt dagegen einen Elektronen-"Druck" auf die Elektrode aus, mit der
Wirkung, dap das Elektrodenpotential negativer wird. Das resultierende
Elektrodenpotential ergibt sich aus der Differenz aus Elektronen-"Druck"
und ~"Saugwirkung".

Um dieses Potential der MeBelektrode mepbar zu machen, wird es mit dem
konstanten Potential einer Referenz— oder Bezugselektrode verglichen. Die
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bezeichnet. Die Abh#ngigkeit des Redoxpotentials vom Verh#ltnis der
Aktivitdt der oxidierten Form (Aox) zur Aktivitdt der reduzierten Form
(Area) des bezogenen Redoxpaares 1&Bt sich mit der Nernst—Gleichung
beschreiben:

0X
= . —oxX 1. 21
E = Eo+t oF © In A“red [mV] (GL 21)
mit E = gemessenes Redoxpotential (mV)

= Redoxpotential (mV) bei 256 °C und Aox = Areda = 1 molar
= allgemeine Gaskonstante (0.08314 l.bar/(K-mol))

Anzahl der beteiligten Elektronen (-)

Ladung (1 Faraday = 96487 C-mol-!)

Temperatur (K)

eI
I

Die Referenzelektrode, auf die sich letztendlich alle Redox-MeBwerte
einer platinierten Platinelektrode, die in eine 1-normale Ldsung von H*-
Ionen getaucht ist (pH= 0) und von Wasserstoffgas umstrémt wird.
Gemessen wird also das Redoxpaar Hz/H*. Das Potential der
Oxidationsreaktion Hz e 2H* + 2e- wurde dabei per Definition fiir alle
Temperaturen auf 0 mV festgesetzt.

In der Praxis werden jJedoch meist andere Bezugselektroden eingesetzt, die
leichter zu handhaben sind. Diese haben bekannte Standardpotentiale
gegeniiber der SWE und lassen sich leicht umrechnen:

E,= E+ E,ef [mMV] (GL. 22)
mit Ea = Redoxpotential gegeniiber der SWE (mV)
E = gemessenes Redoxpotential (mV)

Eres = Standardpotential der Bezugselektrode (mV)

Die gebriduchlichsten Bezugselektroden sind die Hg/Kalomel-Elektrode und
die Ag/AgCl—-Elektrode. Die Standardpotentiale solcher Bezugselektroden
gegeniiber der SWE sind von Temperatur und pH-Wert, bei denen gemes-
sen wird, abhiingig. Diese miissen daher mit den Redox—-MePwerten ange-—
geben werden. Bel 37°C betrégt das Standardpotential der Hg/Kalomel-
Bezugselektrode beispielsweise 236.3 mV, das der Ag/AgCl-Bezugselektrode
198.3 mV (Bioengineering).

2. Theorie und Grundlagen
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Verschiedene Redox-Paare kdnnen eine unterschiedliche Wirkung gegen-
iber der Redoxelektrode haben. Diese Wechselwirkung zwischen Redox-
Paar und Redoxelektrode wird durch die Austauschstromdichte i (A/cm?2)
charakterisiert (Figur 8). Im Gleichgewichtszustand sind die beiden Stréme
i+ und i- gleich grof.

grosse Austauschstromdichte kleine Austauschstromdichte

I+ 7
Redox- Mess— < Redox-
elektrode I6sung ———> elektrode
i W
- Redoxspannung richtig - Redoxspannung moglicherweise faisch
-~ gute Reproduzierbarkeit - schlechte Reproduzierbarkeit
- kurze Ansprechzeit - lange Ansprechzeit

Figur 8: Einflup der Austauschstromdichte zwischen Redoxelektrode und
der Mepldésung

Die Austauschstromdichte ist stark abhdngig vom Elektrodenmaterial, dem
Redoxsystem und dessen Konzentration in der Mepldsung.

2.3.2. pOz—Messung:

Wéhrend es sich bei der oben geschilderten Redoxmessung um ein poten-
tiometrisches MePprinzip handelt, bei dem die Potentialdifferenz zwischen
MeB- und Bezugselektrode nahezu stromlos gemessen werden kann, wird
bei der Sauerstoffelektrode eine Stromstdrke gemessen, es handelt sich
also um ein amperometrisches Mefprinzip.

Die Sauerstoffelektrode besteht aus einer Platinkathode und einer Silber-
anode, die durch einen Cl--haltigen Elektrolyten elektrisch leitend
verbunden sind. Durch eine geeignete Polarisationsspannung zwischen den
beiden Polen wird der Sauerstoff selektiv an der Kathode reduziert:

Oz + 2 HaO + 4 e- == 4 OH-
4 Ag + 4 Cl- e 4 AgCl + 4 ¢~

Der aus diesen chemischen Reaktionen resultierende elektrische Strom ist
dem Sauerstoffpartialdruck proportional.

Heutzutage werden vorzugsweise Sauerstoffelektroden mit einer gasdurch-
lissigen Membran (Clark-Prinzip) verwendet. Diese Elektroden haben den
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Vortell, dap sie sowohl zur Messung des Sauerstoffgehalts in Lésung, als
auch in der Gasphase fihig sind, und dap durch die Membran die Gefahr
einer gegenseitigen Vergiftung von Elektrode und MePraum verhindert
wird (Ingold).

Wie bereits erwihnt, ist der MeBwert vom Sauerstoffpartialdruck (bar),
nicht dagegen von der Sauerstoffkonzentration (mmol/l1 oder mg/l) abhin~
gig. Bei Messungen in Fliissigkeiten ist die absolute Sauerstoffkonzen—
tration von der Temperatur und der Konzentration geldster Substanzen
abhiingig, wihrend der Sauerstoffpartialdruck davon unbeeinfluBt bleibt.
So 1l8sen sich bei gleichem Sauerstoffpartialdruck (0.21 bar) in Wasser mit
einer Temperatur von 20 °C ca. 9.2 mg/l Sauerstoff, bei 37 °C dagegen
nur ca. 7 mg/l Sauerstoff (Ingold).

Zur Angabe der Sauerstoffkonzentration mupf daher der Sauerstoffléslich-—
keitskoeffizient bekannt sein. Da dieser nur umstindlich bestimmt werden
kann, wird meist auf eine Angabe der Konzentration (mmol/l) verzichtet
und entweder der Partialdruck (bar) oder der prozentuale Anteil der un-
ter den Mefbedingungen erreichbaren Sauerstoffsittigung (%) angegeben.
In beiden F#llen miissen sowohl Druck als auch Temperatur, die bei der
Messung herrschen, beriicksichtigt werden. So berechnet sich der Sauer-
stoffpartialdruck (bar) bei Begasung mit Luft (Oz-Anteil 20.9%):

PO [bar] = (PB + Py + Plés) * Yoo (Gl. 23)

mit Ps Barometerdruck (bar)
Py Uberdruck (bar)
Pis = Wasserdampfpartialdruck (bar) (aus Tabellen)
Yoz* = prozentualer Antell des Sauerstoffs in der Zuluft

2.3.3. pO2 und Redoxpotential im biologischen System:

Wéhrend mit der Sauerstoffelektrode eindeutig der Partialdruck des in der
Mikroorganismen-Kulturbrilhe gel6sten Sauerstoffs gemessen wird, 14pt
sich filr den MeBwert der Redoxelektrode i.a. keine so eindeutige Aussage
machen. Das liegt zum einen daran, dap in der Kulturbriihe neben dem
System Oz/H20 eine Vielzahl weiterer Redoxsysteme vorliegt. Zum anderen
entsprechen die gemessenen Redoxspannungen oft nicht den thermodyna-
mischen Werten, da die Austauschstromdichte 1o der in der Fermenta-
tionsbrilhe vorkommenden Redoxsysteme auferordentlich unterschiedlich
sein kdénnen (Bihler, 1985). Bei der meist verwendeten Platinelektrode ist
die Austauschstromdichte fiir einfache Redoxsysteme (J-/Jz, Fe2?*/Fed*,
aber auch 0Oz2/H20) groP, wogegen es bei den meisten organischen Redox-
systemen sehr klein ist.

2. Theorie und Grundlagen
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Der Verlauf der Redoxkurve in beliifteten Fermentationen ist daher meist
besonders stark vom Gehalt der Losung an Sauerstoff bestimmt. Sie ver-
lduft dhnlich zu der mit der Clark'schen Sauerstoffelektrode aufgenom-
menen Kurve und 14ft daher gut den Versorgungszustand der Kultur mit
Sauerstoff erkennen (Kjaergaard & Joergensen, 1980). Auch Anderungen
des Stoffwechsels oder die Aufnahme oder Ausscheidung von Stoffen fiihrt
zu typischen Verfinderungen des Redoxpotentials. So ist z.B. der Ubergang
vom aeroben zum anaeroben Stoffwechsel mit einer deutlichen Anderung
des Redoxsignals verbunden, weshalb die Redoxelektrode z.B. auch gut
geeignet ist, den fiir die Organismen kritischen Sauerstoffpartialdruck zu
bestimmen (Jacob, 1970).
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2.5. Xylan und Xylanolytische Enzyme

2.5.1. Aufbau der pflanzlichen Zellwand

Cellulosen, Hemicellulosen und Lignin bilden die Hauptkomponenten der
pflanzlichen Zellwand, die aufgrund ihrer Stiitzfunktion einen grofen
Anteil am Trockengewicht der Zellen hat. Grofe Teile der pflanzlichen
Biomasse (Holz, Stroh, Samenschalen) bestehen sogar iiberwiegend aus
diesen Komponenten der Zellwand. Die Anteile sind dabei Dbei
unterschiedlichen Pflanzenarten verschieden (Tabelle 1, nach Kubicek,
1983).

Material Hemicellulosen Cellulose Lignin
% % %

Gréser

Stiele 26 + 50 25 + 40 10 + 30
Blatter 80 + 85 15 + 20 -
Fasern 5 + 20 80 + 95 -
Geholze

Laubhdlzer 24 + 40 40 + 65 18 =+ 25
Nadelhdlzer 25 + 85 45 + 50 25 + 85

Tabelle 1: Prozentuale Trockengewichtsanteile der Zellwandkomponenten
bei verschiedenen Pflanzenarten

Nadelholz besteht zu 90 bis 95% aus Faserzellen, die miteinander ver-
zahnt und durch eine Mittellamelle verbunden sind. In den Zellwdnden ist
die Cellulose dabei praktisch immer der Hauptbestandteil (Fengel, 1970).
Thr molekularer Aufbau ist vergleichsweise einfach, sie besteht aus
langen Ketten von Glucosemolekiilen, die P-—1,4-glycosidisch miteinander
verbunden sind. Die Kettenldnge betrdgt im Holz ziemlich einheitlich
10000 bis 14000 Glucoseeinheiten, die Ketten sind unverzweigt und zu

langen Fibrillen gebiindelt.

Lignin ist ein stark vernetztes Polymer aus Guajacyl-Einheiten

(Phenylpropangruppen mit Methoxy- und Hydroxylgruppen), das quasi als
Klebstoff die Cellulosefasern zusammenhiit (Fengel, 1970).

Unter dem Begriff Hemicellulosen oder Polyosen wird eine Gruppe von
heterogenen Polysacchariden zusammengefaBt. Von der Cellulose unter-
scheiden sich die Hemicellulosen dadurch, dap andere Zuckereinheiten
beteiligt sind, daB sie Seitengruppen haben und auch verzweigt sein

2. Theorie und Grundlagen
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konnen (Fengel, 1970). Zudem sind sie deutlich kiirzer als die Cellulose-
molekiile. Die wichtigsten Vertreter der Hemicellulosen sind neben den
Mannanen, Glucanen und Pektinen die Xylane.

Die Hauptkette der Xylane ist ausschlieplich aus PB-1,4-glycosidisch
verkniipften Xyloseeinheiten aufgebaut, unverzweigt und nur ca. 25 bis
160 Einheiten lang (Aspinall, 1969 u. 1980). Beziiglich der Seitengruppen
unterscheiden sich die Xylane der Gymnospermen (Nacktsamer, vornehm-
lich Nadelhdlzer) von den Xylanen der Angiospermen (Bedecktsamer,
Laubhdlzer und Gréser) (Tabelle 2, nach Aspinall, 1980):

Pflanzenart Seitengruppe subst. Xylose
%
Gymnospermen: (4-o~methyl)-a-D-Glucuronsiure 14 + 18
a—L~Arabinose <8
Angiospermen:
Gréser : (4-o-methyl)-a~D-Glucuronséiure 10

Laubhélzer: (4-o-methyl)-a-D-Glucuronsiure 10
o—-Acetyl £90

Tabelle 2: Seitenketten des Xylanmolekills bei verschiedenen Pflanzen-—
arten und prozentualer Anteil der substitulerten Xylosemolekiile in der
Hauptkette.

Figur 9: Ausschnitt aus einem Xylanmolekiil mit Arabinose~ und
4-o-Methylglucuronsiure—-Seitengruppen
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Der hohe Prozentsatz acetylierter Xyloseeinheiten im Laubholzxylan ist
verantwortlich flir den charakteristischen Essiggeruch frisch geschlagener
Laubbdume. Eine Besonderheit ist das Xylan aus dem Espartogras, das
keine Seitengruppen an der Hauptkette tridgt und damit ein reines D-
Xylan darstellt (Whistler & Richards, 1970).

Als typisches Beispiel fiir den Aufbau des Xylanmolekiils zeigt Figur 9
die Strukturformel eines Arabino—-4-o-methylglucuronoxylans, wie es in
Nadelhélzern vorkommt (Timell, 1965).

2.5.2. Enzymatische Xylanhydrolyse

Da Xylane aufgrund der verschiedenen Seitengruppen und des teilweise
verzweigten Aufbaus einen viel gréBeren Variationsreichtum zeigen, als
z.B. Cellulose oder Stidrke, ist die Anzahl der von den Mikroorganismen
produzierten xylanolytischen Enzyme grboper, als die der Cellulasen oder
Amylasen (Reilly, 1981).

Eine Auswahl der verschiedenen Enzyme, die beim Abbau des Xylanmole-
kiils beteiligt sind, sind in Figur 10 eingezeichnet (nach Biely, 1985).
Neben der B-Xylosidase, die vom nicht reduzierenden Ende des Xylan-
molekills einzelne Xyloseeinheiten (Xi) abspaltet und neben speziellen
Enzymen, die die verschiedenen Seitengruppen des Xylanmolekiils abspal—-
ten kdénnen, sind die Endo-Xylanasen die wichtigsten und hé&ufigsten
Xylanolytischen Enzyme in der Natur (Reilly, 1981).

Xylt —— 48 Xyl1 —— 48 Xyl1 —— [46 Xyl —— 45Xy|1J — 43Xyl

3 2 n
te ta
1 1

a—Ara a-MeGIcA

a-Ara a—-L-Arabinofuranosid
B -Xyl B-D-Xylanopyranosid
o -MeGIcA = 4-O-Methyl- a-D-Glucuronséure

'v Endo-1.4- 8~Xylanase (EC 3.2.1.8)

@ B-Xylosidase (EC 3.2.1.37)

& a-L-Arabinofuranosidase (EC 3.2.1.55)
O a~Glucuronidase (EC 3.2.1.)

Figur 10: Einwirkung verschiedener xylanolytischer Enzyme auf das
Xylanmolekl

2. Theorie und Grundlagen
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Die Endo~Xylanasen spalten das Xylanmolekiil in dessen Zentrum und
werden von Reilly (1981) weiter unterschieden nach solchen Enzymen, die
Xylose oder Xylobiose als Endprodukte freisetzen, und solchen Enzymen,
deren Endprodukte groper als Xylobioseeinheiten sind. Ahnlich wie bei
verschiedenen cellulolytischen Enzymen (Schmid, 1986; Biselli, 1986)
lassen sich auch bei den xylanolytischen Enzymen rege Transferaktivi-
tdten beobachten, bei denen lédngerkettige Molekiile nicht nur in kiirzere
Einheiten gespalten werden, sondern auch aus kiirzeren Einheiten aufge-
baut werden kdénnen (Frederick et. al., 1985).

Diese Eigenschaften zeigen auch die Xylanasen verschiedener Bacillus—
Stimme. So berichten Panbangred et.al. (1983) von einer gereinigten
Endo-Xylanase aus Bacillus pumilis, die bei der Hydrolyse von
Lirchenholz-Xylan zunéchst groBere Xylooligomere und schlieBlich als
Endprodukte Xylobiose (Xz2), Xylotriose (Xs) und Xylotetraose (X4), nicht
jedoch Xylose, freisetzte. Die Transfereigenschaften konnten durch die
Verwendung von Xylooligomeren (X2 bis Xa4) als Enzymsubstrate gezeigt
werden. Dabei wurde Xylobiose gar nicht, Xylotriose jedoch nach dem
Schema:

2 X3 —» X4 + X2
und Xylotetraose nach dem Schema:

2 X4 — X3 + X3 sowie
2 X4 —» Xs + X2

umgesetzt. Gemeinsam angebotene Xylose (Xi) wurde dabei in keinem Fall
in die Transferaktivititen einbezogen.
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3. APPARATIVER AUFBAU

S.1. Fermmenter

Die Fermentationsversuche wurden in Laborfermentern vom Typ
"Biostat E" der Firma B.Braun Melsungen durchgefiihrt.

Die kompiette Fermentationseinheit besteht im einfachsten Fall aus dem
Fermenter—Grundgerit und dem Kulturgefif, das auf der Konsole des
Grundgeriites steht. Zur optimalen Durchfiihrung kontinuierlicher Fermen-—
tationen dienen zus#tzlich Voratsgefife und eine geregelte Dosieranlage
fiir das N#&hrmedium, eine Fiillstandsregelung, die fiir ein konstantes
Flissigkeitsvolumen im Kulturgef4f sorgt, sowie ein kleiner externer
Kreislauf, in dem Kulturfliissigkeit durch eine Photometerkiivette gepumpt
wird, um ein kontinuierliches Signal fiir die optische Dichte der Kultur zu
erhalten.

Ein Photo der Fermenteranlage zeigt Abbildung 11. Einen Uberblick iiber
die Anlage geben Figur 12 und Tabelle 3.

it

Abbildung 11: Photographische Ansicht der Versuchsanlage

3. Apparativer Aufbau
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Figur 12: FlieBbild der Fermentationsanlage mit Mef- und Regelstellen
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a.)MePstellenliste

TIRCA 1 Messung und Regelung der Temperatur des Kulturmediums,
Alarm bei Grenzwertiiberschreitung

QIRC 2 Messung und Regelung des pH~-Werts des Kulturmediums

QIRC 3 Messung und Regelung des Redoxpotentials des
Kulturmediums

QIR 4 Messung des pOz im Kulturmedium

PIRCA & Messung und Regelung des Reaktor-Innendrucks,
Alarm bei Uberschreiten von oberem Grenzwert

WIRCA 6 Messung und Regelung des Reaktor-Fiillstands,
Alarm bei Grenzwert—Uber~ und Unterschreitung

SIRC 7 Messung und Regelung der Riihrerdrehzahl

QIR 8 kontinuierliche Messung der optischen Dichte der
Kulturfliissigkeit im By-Pass

FIC 9 Regelung der Fdrderleistung der Nihrmediumpumpe

FI 10 Messung des Zuluftstroms (Schwebekdrper)

PI 11 Messung des Drucks in Zuluftleitung nach
Reduzierventil V3

PI 12 Messung des Drucks in Zuluftleitung vor Eintritt in den

Fermenter

PI 13 Messung des Uberlagerungsdrucks der pH- und
Redoxelektrode

b.)Ger4teliste

Behéiltnisse

Bl Kulturgefdp mit Riihrer, Beliiftung und Wirmetauscher

B2 Thermostatentopf mit Heizstab und Kiihlschlange

B3 Medium-Voratsgefdp

B4,B6 Vorlagegefiife fiir Korrektive (Siure und Lauge)

Pumpen

P1 geregelte Dosierpumpe (Schlauchpumpe) zur Substratférderung,

angesteuert durch FIC 9
P2 Krelslaufpumpe fiir kont. OD—-Messung
P3 Kreislaufpume des Thermostatensystems

P4,P6 Dosierpumpe fiir Korrektive, angesteuert durch QIRC 2

Ventile

Vi BodenablaBventil, angesteurt durch WIRCA 6

V2 Membran-Stellventil zur Innendruckregelung,
angesteurt durch PIRCA §

V3 Reduzierventil in der Zuluftleitung, Handstellung

V4 Nadel-Stellventil zur Handeinstellung des Zuluftstroms

Vb6 Reduzierventil fiir Elektroden-Druckilberlagerung,
Handstellung

Vé Magnetventil zur Gegenkiihlung des Thermostatensystems,
angesteuert durch TIRCA 1

v7 Magnetventil zum Auffillen des Thermostatensystems,
Handschaltung

V8 Magnetventil zum Entliiften des Thermostatensystems,

Handschaltung gemeinsam mit V7

3. Apparsativer Aufbau
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V9 Sicherheitsventil im Thermostatensystem,
6ffnet bei 2.5 bar Uberdruck
V10 Dreiwege—Magnetventil, schaltet bei 97°C,
angesteurt durch TIRCA 1
Vil Sicherheitsventil bei Sterilisation,
6ffnet bei 1.3 bar Uberdruck
vi2 Stellventil fiir Kihiwasserstrom des RilickfluBkiihlers Al,
Handstellung
Vi3 Rickschlagventil in Kilhiwasserleitung

Filter

F1 Zuluft—-Feinfilter (Glasfaser—Tiefenfilter)
F2 Zuluft-Sterilfilter (Keramik-Tiefenfilter)
F3 Abluft-Sterilfilter (Keramik-Tiefenfilter)

Sonstiges

Al Abluft—-RiickfluBkiihler

A2 Thermofalle, elektrisch geheizt

A3 Luftanschliisse fiir Druckiiberlagerung von pH-~ und
Redoxelektrode

Tabelle 3: Gerdte— und MePstellenliste der Versuchsanlage

3.1.1. Fermentergrundgerit

Das Grundgerit enthiilt den Rilhrmotor, die komplette Installation fiir die
Temperierung, Sterilisation und Beliiftung, sowie, riumlich getrennt, das
MeB-, Regel- und Registriersystem. Der Anschlup der Sonden erfolgt
direkt an der Fronttafel der jeweiligen 19 Zoll-MeBeinschiibe. Die
Registrierung der Prozepgrdfen erfolgt mit einem eingebauten 6-Kanal-
Punktdrucker Minicomp TP 6/144 der Firma Hartmann und Braun. Auer-
dem sind in das Grundgerdt die Pumpen fiir die Korrekturmittel (Siure
und Lauge) integriert.

3.1.2. Kulturgefip

Das Kulturgefdp hat eine InnenhShe von 350 mm, einen Innendurchmesser
von 162 mm und ein maximales Arbeitsvolumen von 5 1. Es ist als Rihr-
kesselreaktor ausgelegt und besteht aus Deckelplatte und halbkugel-
fSrmigen Bodenteil aus Edelstahl, sowie einem senkrechten Zylinder aus
Borosilikatglas.

die mit einem Septum und Rundgewinde ausgefilhrt sind. Ober die Stech-
anschliisse werden alle Zu—- und Ableitungen fiir Luft, Medien und
Korrekturmittel angeschlossen.

nahme aller Elektroden und Mepfiihler, sowie zus#tzliche Stechanschliisse,
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die unterhalb des Fliissigkeitsplegels llegen und zur Probenahme oder zum
kontinulerlichen Abzug von Kulturfliissigkeit verwendet werden kdnnen.

welle montierte Schelbenrithrer. Die Funktion der Schikane bzw. des
Leitkorpers erfiillt der geometrisch entsprechend ausgebildete, im Boden-
teil befestigte Wirmetauscher.

3.1.3. Beliiftung

Zur Belliftung dient Druckluft aus der Hausleitung. Die Einstellung der
Begasungsrate erfolgt an einem Gasmengen—DurchfluBmesser (Prinzip:
Schwebekdrper, Fa. Krohne) mit Prézisionsnadelventil.

partikel sowie wasser— und O8lhaltige Substanzen abscheidet. An zwei
nachgeschalteten Druckminderern kann der maximale Fermenterbetriebs-
druck und der Uberlagerungsdruck fir Elektroden vorgew#hlt werden.
Uber einen Keramik-Sterilfilter gelangt die Luft in ein ringférmiges
Begasungsrohr im Bodenbereich des Kulturgefépes und tritt durch eine
Reihe feiner Offnungen in Form kleiner Blasen in die Kulturbriihe ein.

einen RiickfluBkilhler und eine Schaumfalle und verléft den Sterilbereich
durch einen Abluftfilter. Durch ein Regelventil zur Fermenterinnendruck-
regelung gelangt die Abluft entweder ins Freie oder wird der Abgas-
analytik zugefiihrt.

8.1.4. Thermostat und Sterilisationsautomatik

Die Temperierung der Kulturfliissigkeit erfolgt indirekt {iber ein geschlos—
senes Umlaufthermostatensystem sowie den im Reaktorgefip eingebauten
Wirmetauscher.

Zur Temperaturmessung in der Kulturfliissigkeit dient ein Pt 100-
Temperaturfiihler, der {iber einen Stecker mit dem Thermostateneinschub
im Grundger#t verbunden ist. Die gewilinschte Betriebstemperatur wird an
einem Digitalschalter des Thermostateinschubs eingestellt oder von einem
externen Sollwert vorgegeben.

Der Temperaturregler hat eine PD-PID-Reglerstruktur. Der Ausgang des
Reglers steuert entweder ilber ein Halbleiterrelais die 2400 Watt —-Heizung
an, oder 6ffnet {iber ein Halbleiterrelais ein Ventil des Kiihlwasserstroms.

3. Apparativer Aufbau
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Der Thermostateinschub verfiigt itber einen Umschalter von der Betriebs—
art "Fermentation" auf die Betriebsart "Sterilisation". Die Verwendung
eines geschlossenen Thermostatensystems sowie die verfiigbare Heiz-
leistung von maximal 8600 Watt ermdglicht eine "in situ"-Sterilisation

des Kulturgefipes und der Abluftstrecke.

Der Sterilisationsvorgang wird durch eine Mikroprozessorsteuerung
sequenziell gesteuert und umfaBt nacheinander die Aufheizphase, Sterili-
sationsphase und Abkiihlphase.

Alle weiteren Anschliisse, Geffe und Medien miissen extern im Auto-
klaven sterilisiert werden und anschliefend iiber Stechanschliisse steril
mit dem Kulturgef#ip verbunden werden.

3.1.6. Drehzahiregelung

Das Rihrsystem wird durch einen geregelten Gleichstrommotor angetrie-
ben. Zur Erfassung der Ist-Drehzahl dient ein auf den Motor
aufgeflanschter Tachogenerator. Die Riihrerdrehzahl wird an einem
Digitalschalter eingestellt, bzw. von einem externen Sollwertsignal
vorgegeben. Der Ausgang des Drehzahlreglers wirkt auf einen Thyristor-
steller, der in Abhéingigkeit vom Reglerausgangssignal die Ankerspannung
des Motors stetig #ndert.

Neben dem Drehzahl-Istwert steht auch der Ankerstrom, der proportional
zum Drehmoment (xViskositéit) ist, als MePsignal zur Veerfiigung.

Mit zwei kalibrierten Potentiometern kann die Riihrerdrehzahl auf einen
minimalen bzw. maximalen Wert begrenzt werden. Mit diesen Begrenzungen
lassen sich z.B. bei der Ansteuerung des Drehzahlreglers vom Redox-
Regler unerwiinschte Drehzahlbereiche vermeiden.

3.1.6. pH—Messung und —Regelung

Die Messung des pH-Wertes der Kulturldsung erfolgt mit einer sterilisier—
baren EinstabmeBkette mit Briickenelektrolyt der Firma Ingold. Diese
Elektrode hat zwei Elektrolytkammern; die innere enth#lt die Silber/
Silberchlorid—Elektrode und mit Silberchlorid gesittigte 3m KCI-L8sung
(Bezugselektrolyt), die #upere ist mit silberfreier 38m KCI-Ldsung
(Briickenelektrolyt) gefiilllt und steht iiber zwei Diaphragmen sowoh! mit
dem Bezugselektrolyt als auch mit der Kulturldsung in Beridihrung.

Die pH-Elektrode ist iiber ein abgeschirmtes Kabel mit dem pH-Meter-
Einschub im Grundgerit verbunden und wird vor der Sterilisation geeicht.
Zum Einbau in den Fermenter ist die Elektrode mit einer Druckarmatur
versehen. Dadurch kann der Elektrodeninnenraum mittels Druckluft mit
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einem leichten Uberdruck gegenilber dem Fermenterinnendruck iberlagert
werden, um ein Eindiffundieren von Kulturlésung durch das Diaphragma
zu verhindern.

pH~-Meters auf den pH-—Regler geschaltet. Der pH-Sollwert wird an einem
Digitalschalter eingestellt oder von einem externen Sollwertsignal vor-
gegeben. Der Regler hat eine PI-Reglerstruktur. Seine Ausginge steuern
iber Halbleiterrelais unstetig arbeitende Pumpen zur S#ure- oder Lauge-—
dosierung an, wodurch eine beidseitige pH~Regelung mdglich ist. An
Potentiometern lassen sich sowohl der Proportionalbereich des Reglers
verdndern als auch eine Totzone einstellen, innerhalb derer die Regler—
ausgiénge inaktiviert sind.

Die einzelnen Dosierzeiten der S#ure- und Laugepumpe werden auf-

summiert und mit der Aufidsung von einer Sekunde angezeigt bzw.
registriert.

3.1.7. pO: —Messung

Die Messung des Geldst—Sauerstoffs erfolgt mit einer sterilisierbaren Oz~
Elektrode der Firma Ingold. Die Elektrode arbeitet nach dem polarogra-
phischen MeBprinzip und besteht aus einer Silberanode und einer Platin-
kathode, welche durch eine gasdurchléssige Membran von der MeBldsung
getrennt sind.

Das MéPsignal wird liber ein Kabel zum Oz-Metereinschub im Fermenter-
grundgeréit geleitet und auf dem Schreiber registriert. Die Elektrode wird
nach der Sterilisation im Kulturmedium unter Betriebsbedingungen mit
Stickstoff und Luft auf 0 bis 100 % Sauerstoffsittigung geeicht. Nach
Gl. 23 kann das Mefsignal mit der Formel:

pOz (bar) = pOz2 (%) - 0.209 . (Ps + Py + Ps)

von % Sauerstoffsiittigung auf Sauerstoffpartialdruck (bar) umgerechnet
werden (vergl. Abschnitt 2.4.2).

3.1.8. Redox—Messung und —Regelung

lisierbaren Redox—-Einstabmefkette der Firma Ingold. Sie besteht aus einer
Platin-MeBelektrode und einer Silber/Silberchlorid-Bezugselektrode mit
einer 3 m KCl-Ldsung als Elektrolyt und ist wie die pH-Elektrode mit
einer Brilckenelektrolytkammer ausgestattet. Uber ein abgeschirmtes Kabel
ist die Elektrode mit einem externen MeBverstérker verbunden.

8. Apparativer Aufbau
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Das Standardpotential Erer betrégt bei 37 °C 198 mV (vergl. Abschnitt
2.4.1). Zur Berechnung des absoluten Potentials gegeniiber der Standard-
Wasserstoffelektrode mup dieser Wert nach Gl. 22 jeweils zum MeBwert der
Redoxelektrode addiert werden. Die in dieser Arbeit angegebenen Redox-
potentiale sind jeweils die MePwerte der Platinelektrode bez. auf die SWE.

Zur Regelung des Redoxpotentials wird das Mefsignal mit einem Bereich
von -500 bis +500 mV einem Prozefregelsystem 99 UCB (Firma Foxboro)
zugefiithrt. Der Redox-Sollwert kann tiiber eine Tastatur des ProzePreglers
direkt in der Einheit mV eingegeben werden. Durch Wihlen eines geeig-
neten Proportionalbereichs und einer geeigneten Integralzeit wird die
Reglercharakteristik an die Regelstrecke angepaBt (PI-Regler). Der
Ausgang des Reglers steuert als externer Sollwert den Drehzahlregler des
Fermenterriihrers an. Die Regelcharakteristik ist so gew#hlt, dap ein
negativer werdendes Redoxpotential mit einer steigenden Rilhrerdrehzahl
beantwortet wird und umgekehrt.

Durch Begrenzen der Riihrerdrehzahl am Drehzahlreglereinschub auf einen
Minimalwert und gegebenenfalls auch einen Maximalwert lassen sich fiir
den ProzeP ungiinstige Drehzahlbereiche vermeiden.

3.1.9. Fiilllstands—Regelung

Um das Arbeitsvolumen wihrend der kontinuierlichen Fermentation kon-
stant zu halten, ist der Fermenter mit einem speziell fiir den Fermenter
"Biostat E" modifizierten Wigesystem 3520.03 der Firma Toledo ausge-
stattet. Das Wigesystem mipt das Gewicht des Fermenters und &ffnet bzw.
schlieBt zur Regelung des Fiillstands ein AblaBventil. Da es sich bei
Fermentationsbriihen im allgemeinen um verdiinnte wiprige L&sungen oder
Suspensionen mit einer Dichte nahe 1 g/ml handelt, wird in einer verein-
fachenden Annahme die MeBgréBe Gewicht (g) der Zielgréfe Volumen (ml)
gleichgesetzt.

Um eine Absolutmessung des Fillstands zu ermdglichen, steht das gesamte
Fermentergrundgerit mit dem Kulturgefip auf der Wigeplattform. Als
Kraftaufnehmer dient ein Dehnungsmepstreifen-Biegebalken. Die Vorlast
ist mechanisch wegtariert, der Brutto-Wigebereich betrdgt 50 kg.

Die Auswerteeinheit der Wigeplattform und die Steuereinheit zur Regelung
des Reaktorgewichts ist in einem separaten 19-Zoll-Geh#use eingebaut.
Uber einen Tastaturblock wird das Wigesystem auf das Nettogewicht
tariert und das Netto-Sollgewicht (=xArbeitsvolumen) in Form eng bei-
einander liegender Grenzwerte eingegeben.

Zur Regelung des Filllstands wird ein im Rundboden des KulturgefdBes
befindliches AblaBventil so angesteuert, daB es bei Erreichen des oberen
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eingestellten Schaltpunktes Offnet. Dadurch l&uft Kulturbriihe aus dem
Reaktor heraus in ein Auffanggefép, sodap das von der Waage registrierte
Gewicht abnimmt. Bei Erreichen des unteren eingestellten Schaltpunktes
schlieBt das Ventil wieder. Die minimal einstellbare Schaltdifferenz und
damit Gewichtsschwankung betrdgt 5 g. Ein Arbeitsvolumen von 4.0
Litern 1agt sich dadurch theoretisch mit einer Genauigkeit von 99.875 %
konstant halten. In der Praxis 14t sich diese Genauigkeit nicht ganz
erreichen, da widhrend der Offnen- wund Schliefzeit des AblaBventils
zusétzlich einige ml Kulturfliissigkeit aus dem Reaktor austreten. Die
tatsdchliche Genauigkeit der Fillstands—Regelung betrigt dadurch ca.
99.5 %.

3.1.10. Innendruck—~Regelung

Die Messung des Innendrucks im Kulturgefip erfolgt mit einem im Fer-
menterdeckel eingeschraubten piezoresistiven Druckaufnehmer. An einem
im Druckmefeinschub des Fermentergrundgerites vorhandenen Potentio—
meter kann der gemessene Umgebungsdruck auf Null abgeglichen werden.
Dadurch ist sowohl eine Messung des UOberdrucks als auch des Unter—
drucks im Reaktor moglich.

stirkers auf den Druckreglereinschub im Fermentergrundgerit geschaltet.
Der Sollwert wird an einem Digitalschalter eingestellt. Der Ausgang des
Reglers steuert ein in der Abgasleitung hinter dem Abgasfilter befind~
liches Stellventil an, das je nach Sollwertabweichung proportional &ffnet
oder schlieft. Der Proportionalbereich ist dabei an die Regelstrecke
anpafbar.

Die Beliiftungsrate ist durch diese Regelung nicht beeinfluft und bleibt
unabhéingig vom gewédhlten Innendruck gleich.

3.1.11. Kontinuierliche OD—Messung

Zur kontinuierlichen Erfassung der optischen Dichte der Kultur wird in
einem kleinen Kreislauf sténdig Kulturbriihe aus dem Reaktor durch eine
Photometerkiivette und zuriick in den Reaktor gepumpt. Die Kiivette
besteht aus Quarzglas, hat eine Schichtdicke von 1 mm und ist als
Durchflupkiivette ausgebildet. Das verwendete Photometer ist ein
Zweistrahl—-Spektralphotometer UV~-150-02 der Firma Shimadzu. Um eine
Eigenextinktion der im N&hrmedium enthaltenen gelb-rétlichen Farbstoffe
zu vermeiden ist die Wellenldinge des Lichtes auf 660 nm eingestellt. Das
Extinktionssignal des Photometers wird auf einem Kompensationsschreiber
aufgezeichnet.

3. Apparativer Aufbau
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Die optische Dichte (OD) der Kulturbriihe ist ein Map fiir die Biomasse-
konzentration. Zur Umrechnung von der optischen Dichte OD Eeéso (-) auf
die Biomassekonzentration X (g/1) mup allerdings eine Eichkurve erstellt
werden. Figur 13 zeigt die Eichkurve des OD-Signals gegen die Trocken-
gewichtkonzentration der Biomasse.

E660

opt. Dichte

¥ T 1 1 i

L) 1 T
0 0.4 0.8 1.2 1.6 2.0 2.4 2.8 3.2
Trockensubstanz [g/1]

Figur 13: Eichkurve der kontinuierlich ermittelten optischen Dichte in
Abhingigkeit vom Trockengewicht

Aus der zeitlichen Anderung der kontinuierlich gemessenen Biomasse-
extinktion (x=Biomassekonzentration X) ligt sich nach Gl. 1:

g = dX/dt . 1/X

zu jedem Zeitpunkt die Wachstumsrate y der Organismen berechnen.
Durch direkte Dateniibertragung des Photometer—Mepsignals auf einen
ProzePrechner und eine geeignete Datenreduktion und -glattung 1Bt sich
theoretisch die Wachstumsrate "on-line" berechnen.

Da das MeBsignal aber verschiedenen, rechnerisch nicht eliminierbaren
Stérungen unterlag, wurde zur Berechnung der Wachstumsrate die Kurve
des Analogschreibers verwendet, deren Werte i.a. im Abstand einer Stunde
Prozepzeit, falls erforderlich auch in kiirzeren Abstinden, in den Rechner
eingelesen wurden. Das vom Rechner zu bildende Differential dt hat
daher i.a. die GréBe 1 Stunde.
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3.1.12. Abgasanalytik

Zur kontinuierlichen Messung der Zusammensetzung der den Fermenter
verlassenden Abluft wird diese liber einen PVC-Schlauch einem "Multiple
Gas Analyzer MGA 1200" der Firma Perkin—-Elmer zugefithrt. Mit diesem
nach dem "Magnetic Sector"-Prinzip arbeitenden Massenspektrometer
kénnen neben anderen die Abgaskomponenten Oz, N2 und CO:z quantitativ
bestimmt werden. Die dem prozentualen Anteil der drei genannten
Komponenten in der Abluft entsprechenden Ausgangssignale werden auf
einem Analogschreiber aufgezeichnet.

Anhand der gemessenen prozentualen Abgaswerte y®1, der Kenntnis der
prozentualen Anteile y® der in den Fermenter gelangenden Zuluft, des
Volumenstromes Ve der Zuluft und des Fliissigvolumens V¢ der Kultur-
brithe (Figur 14) lassen sich die Gasbilanzen und daraus die den
Energiestoffwechsel der Organismen kennzeichnenden Kenngroéfen
Sauerstoffaufnahmerate Qoz, COz~-Produktionsrate Qcoz und
Respirationsquotient RQ = Qcoz2/Qo2 bestimmen (Reup, 1979a).

Bilanz des Sauerstoffs:

V&* Yo, = Vg Yoo+ Qo,Vr - 22.4 (Gl 24)
Bilanz des Kohlendioxids:

Vo * Yoos + Qcop* Vi +22.4 = V§ + yoor (Gl. 26)

Bilanz des Stickstoffs:

\./Ga' YN; = Vew' YN; (GL. 26)
Berechnung der Sauerstoffaufnahmerate Qoz: (Gl. 27)

~ \./Ga a 1- yoza - ycog w
= ———e - l .
Qo. = 222V; [Y% Tyl = yeor Yoz| Lol Oz/(1-h)]

3. Apparativer Aufbau
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Berechnung der COz—Produktionsrate:

(Das zusétzliche Glied -D-Ccoz fiir den Austrag von geléstem CO2
mit dem kontinuierlichen Ablauf von Kulturfliissigkeit wurde hier

vernachlissigt) (Gl. 28)
2 » \7 Y 1 - YOQ YCOZ
= —a - & mol CO,/(I+h

Berechnung des Respirationsquotienten:

QCO
RQ = o= -] (GL. 29)

\./GO,YOQO, YCoza, YN; l 1QC02 \./Gw,YO;, YCOzw, YN 2w>
Qo |

Flissigkeit

Figur 14: Stoffstrome der Gaskomponenten durch den Fermenter
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8.2. Kontinulerliche NaAhrstoff—
dosierung

Zur Durchfiihrung einer kontinuierlichen Fermentation wird das sterile
N&hrmedium mit einem konstanten Volumenstrom aus einem Voratsgef#f in
das Kulturgefip des Fermenters gepumpt. Fir einen entsprechenden
Ablauf von Kulturbrithe aus dem Reaktor bei konstantem Kulturvolumen
sorgt die unter 4.1.9. beschriebene Filllstands—Regelung.

Als Medium-VoratsgefiBe dienen alternativ ein Stahl-Rilhrkessel mit 72 1
oder Glasflaschen mit 18 1 Inhalt. Als Fdrderorgan dient eine Schlauch-
pumpe (Typ 501 U von Watson-Marlow oder Typ YPPO1l von Sartorius).
Fiir die Schlauchleitungen werden Silikonschliuche, in den Schlauch-
pumpen Schliuche aus Marprene (Firma Verder), verwendet. Um ein Riick-
wachsen von Organismen aus dem Kulturgefdp in die VoratsgefiiBe 2zu
verhindern, passiert das Medium, bevor es in den Fermenter gelangt, eine
elektrisch beheizte Thermofalle, die auf dem Fermenterdeckel montiert ist.

Zum Teil wurden Fermentationen mit geregelter N&hrstoffdosierung, zum
Tell aber auch mit ungeregelter Ndhrstoffdosierung durchgefiihrt. Bei den
Fermentationen mit ungeregelter Nidhrstoffdosierung steht die Substrat-
voratsflasche auf einer elektronischen Waage der Firma Sartorius. Mit
einer Stoppuhr wurde t#glich die stiindliche Masseabnahme auf der Waage
ermittelt und, nach Vergleich mit dem Sollwert, gegebenenfalls die
Drehzahl der Substratpumpe nachgestellt.

Bei den Fermentationen mit geregelter N#hrstoffdosierung wurden zwei
unterschiedliche Regelkonzepte angewandt:

3.2.1. Regelung aufgrund induktiver Durchflufmessung

Die Regelanlage besteht aus einem MeBwertaufnehmer X-1000 (Nenn-
durchmesser 2.6 mm) und einem MeBumformer T 900 der Firma Krohne/
Altometer sowie einem elektronischen Kompaktregler SD der Firma
Hartmann -+ Braun. Angesteuert vom Reglerausgang wird eine Schlauch-
pumpe Typ 501 U 50 der Firma Watson—Marlow.

Bei der magnetisch—induktiven Durchflupmessung strémt eine elektrisch
leitende Fliissigkeit (N#&hrmedium) durch ein senkrecht zur Strémungs-
richtung angelegtes Magnetfeld. In der Flissigkeit wird aufgrund ihrer
Bewegung eine elektrische Spannung induziert, die proportional zur
mittleren Strémungsgeschwindigkeit und damit zum Volumenstrom ist. Fir

3. Apparativer Aufbau
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U=K-B:v-D [V] (GL. 30)
mit K = Geridtekonstante

B = Stirke des Magnetfeldes

v = mittlere Geschwindigkeit

D = Rohrdurchmesser

Das induzierte Spannungssignal wird iiber zwei Platinelektroden, die in
leitendem Kontakt mit der Fliissigkeit stehen, direkt abgegriffen und dem
MeBumformer zugefithrt, an dessen Ausgang ein Stromsignal anliegt, das
dem Regler zugefiihrt wird. Der Volumenstrom-Sollwert wird iiber eine
Réndelscheibe an einer Prozentskala des Reglers eingegeben. Das Aus-
gangssignal des Reglers steuert als externer Sollwert den Drehzahlregler
der Schlauchpumpe an.

Der regelbare Bereich liegt zwischen einer Strémungsgeschwindigkeit im
MeBwertaufnehmer von 0 bis 10 m/s. Der MePbereichsendwert ist dabei
einstellbar zwischen 0.6 und 10 m/s. Unterhalb einer Strémungsgeschwin-
digkeit von 0.6 m/s steigt der MeBfehler jedoch exponentiell an (Herstel-
lerangabe). Dieser Wert von 0.6 m/s entspricht nach dem Kalibrier-
zertifikat des Herstellers einem Volumenstrom von 8.84 1/h. Bei einem
Arbeitsvolumen im Fermenter von 4.0 1 entsprechen 8.84 1/h einer Durch-
fluBrate D= 2.21 h-1. Bei den wihrend der kontinuierlichen Fermenta-
tionen iiblicherweise eingestellten Durchflufraten von D= 0.1 bis 0.5 h-!
(entspr. Volumenstrémen von 0.4 bis 2.0 1l/h) liegt man mit der induk-~
tiven Durchflupregelung daher deutlich unterhalb des optimalen Bereichs.

Figur 15 zeigt die resultierenden Volumenstréme in Abhingigkeit von den
an der %-Skala eingestellten Sollwerten bei Verwendung von Schliuchen
verschiedener Durchmesser. Dabei zeigt sich trotz der aufgezeigten
Problematik fiir alle Schlauchdurchmesser eine gute Linearitit und
Reproduzierbarkeit im Bereich von 1.5 bis 5 1/h. In dem wichtigen Bereich
unterhalb 1.6 1I/h wurde die Regelung dagegen zunehmend ungenau, sodap
nach einigen Fermentationen auf diese Regelung verzichtet wurde.
Stattdessen wurde gemeinsam mit der Fa. Sartorius ein alternatives
Regelkonzept, basierend auf differentieller Gewichtsmessung, entwickelt.
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Figur 156: Dosierregelung mittels induktiver Durchflufpmessung:
Resultierende Volumenstrdme bei Verwendung verschiedener Schlauch-
durchmesser in Abh#ngigkeit vom Sollwert des Durchflufreglers

3.2.2. Regelung aufgrund differentieller Gewichtsmessung

Die Dosier—Regelanlage YPPO1 der Firma Sartorius erméglicht eine
Regelung der Substratdosierung auch in Bereichen unterhalb 100 ml/h. Sie
besteht aus einer Prézisionswaage Typ 1507 MP8 zur Durchflupmengen-—
messung und aus elner kombinierten Pump/Regeleinheit, bestehend aus
Rechnereinheit, Schlauchpumpe, Tastatur und Anzeige von Soll- wund
Istwert. Als zusiitzlich bendtigte schnellaufende Nachfilillpumpe dient eine
Schlauchpumpe Typ 6501 U 170 der Firma Watson—Marlow. Figur 16 zelgt
das Fliepdiagramm der Dosieranlage (Sartorius).

3. Apparativer Aufbau
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geregelte DurchfluBmenge X
Zwischen-

Depot

Prozef Regeleinheit

O Depot

=
g

elektrische Verbindungen.

Figur 16: Fliepbild der Dosieranlage YPPO1

Auf der Waage steht als Zwischendepot eine Saugflasche, die ca. 21
Niéhrmedium fapt. Aus dem Zwischendepot pumpt die Schlauchpumpe
stiindig Flissigkeit ab, sodap das Gewicht auf der Waage abnimmt. Ober
die Tastatur kénnen alle Parameter wie Soll-Durchfluf, Vorlast und
Sollfiilllmenge des Zwischendepots eingegeben werden. Auf die Waage-
schnittstelle des Reglers werden mit vorwdhlbarer Frequenz (100 bis
800 ms) die Nettogewichtswerte i{ibertragen. Aus jeweils 300 MeBwerten
ermittelt die Rechnereinheit den Ist—-Flup und errechnet nach Vergleich
mit dem vorgegebenen Sollwert die Steuergréfe zur Ansteuerung der
Drehzahl der Schlauchpumpe. Werden in dem Zwischendepot auf der Waage
10 % der Sollfillimenge unterschritten, wird iber einen potentialfreien
Relaisausgang die Nachfiilllpumpe so lange eingeschaltet, bis das
Zwischendepot wieder gefillt ist. Wihrend des Nachfiillprozesses wird die
Fordermenge von einer integrierten Motorregelung autark konstant
gehalten.

Der regelbare Forderbereich betrdgt 10 bis 10000 g/h (analog der
Oberlegung in Abschnitt 3.1.9. entspricht das 10 bis 10000 ml/h). Zur
Abdeckung des gesamten Foérderbereichs sind jedoch mehrere Schlauch-
gréfen erforderlich. In dem meist genutzten Bereich von 400 bis
2000 ml/h wurde ein Marprene-Schlauch mit einem Innendurchmesser von
4.8 mm und einer Wandstirke von 1.6 mm verwendet.

Kontrollmessungen des Volumenstroms nach dem fiir die ungeregelte
Dosierpumpe beschriebenen Prinzips (s.0.) ergaben Abweichungen vom
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vorgegebenen Sollwert, die meist deutlich kleiner als +0.1% waren. Die
gropte gemessene Abweichung betrug 0.18%.

Figur 17 zeigt die durch regelméfige Kontrollmessungen ermittelten
Forderstrome (g/h) einer ungeregelten Dosierpumpe wihrend einer 1900
Stunden dauernden kontinuierlichen Fermentation. Die Streubreite der
Forderstréme vom Mittelwert von 670 g/h betrug ca. #6%. Zum Vergleich
ist die maximale Streubreite (+0.18%) der geregelten Dosieranlage YPPO1
fiir einen Sollwert von 670 g/h eingetragen. Die Darstellung verdeutlicht
die auPerordentliche Genauigkeit der Regelung und die daraus resultie-
rende Fidhigkeit, gewlinschte Durchflupraten in der kontinuierlichen
Fermentation exakt einzustellen und zu halten.
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sSss geregelte Dosieranlage YPPO1
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E ® L °
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Figur 17: Dosierregelung mittels differentieller Gewichtsmessung:

Vergleich der Streubreite des Fdrderstroms der ungeregelten Schlauch-
pumpe mit der maximalen Streubreite der geregelten Doslieranlage iiber die
Fermentationszeit
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4a. ANALYSEN—METHODEN

Zur externen Bestimmung der in der Kulturbriihe geldsten oder suspen-
dierten Substanzen werden am Probenahmehahn des Fermenters kleine
Volumina als Probe entnommen. Ein Teil der Probe wird unverdndert fiir
die Bestimmung der Biomassekonzentration verwendet, von dem Rest wird
durch Zentrifugation (10 min bei 15000 g) der Feststoffanteil (Biomasse)
von der Flilssigkeit (Kulturfiltrat) abgetrennt. Vom klaren Uberstand der
zentrifugierten Proben werden je ca. 1.5 ml bei —-25 °C eingefroren. Diese
Menge reicht i.a. fiir alle Enzymbestimmungen und weiteren Analysen. Bei
Ansammlung von 20 bis 30 Proben werden diese kurzfristig aufgetaut und
nach Entnahme der bendtigten Menge wieder eingefroren. Eine Beein-
trichtigung der Enzymaktivititen wurde dabei nicht beobachtet.

4.1. Bestimmung der Biomasse—
kKonzentration

4.1.1. Photometrische Bestimmung

Von der Probe werden 0.1 ml entnommen und mit 1.9 ml dest. Hz20
gemischt (Verdiinnung 1:20). In einem Spektralphotometer PMQ 2 der
Firma Zeiss wird die Extinktion der verdiinnten Probe bei einer Wellen-
linge von 660 nm gegen dest. Hz20 gemessen. Die optische Dichte (OD)
der Probe ergibt sich nach Multiplikation der Extinktion mit dem
Verdiinnungsfaktor.

Die optische Dichte ist nur ein indirektes MaB fiir die Biomasse—
konzentration; Werte der Einheit (g Biotrockenmasse/l) erhi#lt man aus
einer zuvor erstellten Eichkurve OD / Trockengewicht (Figur 18).

4.1.2. Trockengewicht—Bestimmung

Von der Probe werden mit einer Pipette genau 10 ml entnommen und in
einem vorgewogenen Zentrifugenrdhrchen 10 min bei ca. 30000 g abzen-
trifugiert (Doppelbestimmung). Der klare Uberstand wird abgesaugt, die
R6hrchen mit den Zellen werden in einem Vakuum-Trockenschrank der
Firma Heraeus bei 50 °C bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Aus der
Gewichtsdifferenz 14t sich das Trockengewicht der Biomasse (g/1)
berechnen.
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Trockensubstanz [g/i]

opt. Dichte Eggo

Figur 18: Eichkurve der optischen Dichte Eeso gegen das Trockengewicht
der Fermenterkultur

4.2. Bestimmung der Enzyvmaktivitiiten

4.2.1. Xylanase-Test

Zur Bestimmung der Xylanaseaktivitdt wird analog zu der Methode von
Conrad (1983), die auch von Ghose & Bisaria (1984) beschrieben ist,
ultraschallbehandeltes, in Phosphatpuffer suspendiertes Xylan fiir 20 min
mit der Probe bei 40 °C inkubiert und die dabei frei werdenden reduzie-—
rende Zucker nach der Methode von Nelson und Somogyi (Nelson, 1944;
Somogyi, 1952) bei 660 nm nachgewiesen.

Diese Methode basiert auf der Reduktion von zweiwertigem Kupfer, das in
einem Kupfertartratokomplex vorliegt. Die Reduktion erfolgt im Kochbad
durch die aus dem Xylan freigesetzten Zucker. Dabei fidllt Cu20 aus,
welches in einer anschlieBenden Reaktion wiederum eine Molybddn—-Arsen-
Heteropolysidure reduziert, die sich im sauren Milieu aus (NH4)sM07024
und NazHAsOs gebildet hat. In dieser reduzierten Molybdidn—-Arsen—
Heteropolyséure konnen sich die Valenzelektronen (aufgrund wandernder
Elektronenliicken) iiber das ganze Molekiil frei bewegen, sodaB eine tief-
blaue Fidrbung mit einem Extinktionsmaximum bei 660 nm resultiert.

4. Analysen—Methoden
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Reagentien:

Xylan aus Haferspelzen (Roth), ultraschallbehandelt,
2%-ig suspendiert in Phosphatpuffer

0.05 M Phosphatpuffer pH 6.0

Nelson-LOsung A:
25 g Naz200g3
25 g C4HeKNaOs - 4 H20 (Kalium-Natriumtartrat)
20 g NaHCOa
200 g Naz2S04

ad 1000 ml Hz20

Nelson-L6sung B:
15 g CuSO4 .5 H20
0.1 ml konz. H2SO4

ad 100 ml H20

Nelson-Lésung C:
25 g (NH¢)eM0702¢ - 4 H20 (Ammoniumheptamolybdat)
21 ml konz. H2SO4
3 g Naz2HAsQq -7 Hz20

ad 496 ml Hz20

Die Nelson-Lésungen A und B werden vor der Bestimmung im Verh#ltnis
256 + 1 gemischt. Die Probe wird in geeignetem Verhidltnis (meist 1 : 10)
mit Phosphatpuffer verdiinnt.

Testansatz:

1.0 ml Xylan—-Suspension
0.9 ml Phosphatpuffer
0.1 ml verd. Probe (BW: 0.1 ml Puffer)

Der Ansatz (2 ml) wird 20 min bei 40 °C im Wasserbad inkubiert, an-
schlieBend die Reaktion mit 2 ml Nelson—-Losung (A+B) abgestoppt und
das Gemisch danach 5 min. zentrifugiert. Die im Uberstand enthaltenen
Reduktionséiquivalente der Abbauprodukte werden nach der Methode von
Nelson und Somogyi (Nelson, 1944; Somogyi, 1952) nachgewiesen.
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Nelson—Methode (Doppelbestimmung):

0.4 ml Oberstand 20 min im Kochbad
nach abkilhlen:

0.2 ml Nelson-Lésung C

4.4 ml H20

Nach Mischen wird die Extinktion in einem Spektralphotometer PM 6 der
Firma Zeiss bei einer Wellenldnge von 660 nm gegen den Blindwert (BW)
gemessen. Die Xylanaseaktivitédt ist zur Extinktion proportional und wird
aus einer Eichgeraden (Figur 19) berechnet. Zum Erstellen der Eich-
geraden werden Xyloseldsungen verschiedener Konzentrationen mit der
Nelson-Methode gemessen.

Eine Enzymeinheit (U) ist definiert als die Enzymmenge, die die
Freisetzung von 1 uMol Reduktionsdquivalente pro Minute, bezogen auf
Xylose, katalysiert.

0.7

0.6 ]

0.5 |

0.4 ]

Egeo

0.3 ]

0.2 ]

0.1 4.

Al L

0 o01 02 03 04 05 06 07 08
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Figur 19: Eichkurve zur Bestimmung der Xylanaseaktivitét

(Um den im unteren Bereich nicht ganz linearen Extinktionsverlauf besser
zu beschreiben werden fiir Extinktonswerte unter bzw. iiber 0.1 Einheiten
unterschiedliche Geraden verwendet)

4. Analysen—Methoden
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4.2.1.1. Vorbehandlung des Enzym-—Substrates

Das kéuflich zu erwerbende Xylan ist zur Durchfithrung des beschrie-
benen Xylanase-Tests nur ungeniigend geeignet. Zwei Faktoren wiegen
besonders schwer:

a) Das Xylan enthélt einen relativ hohen Anteil kurzkettiger Kompo-
nenten, Durch den hierdurch erhéhten Blindwert wird die Empfindlichkeit
der Bestimmung der vom Enzym freigesetzten reduzierenden Zucker mit
der Methode nach Nelson-Somogyi stark herabgesetzt.

b) Auf der anderen Seite ist das (in neutralen L&sungen unldsliche)
Xylan so grobkdérnig, dap die dem Enzym in der Suspension angebotene
Angriffsfldche vdllig unzureichend ist.

Zu a): Mittels einer Fraktionierung (Whistler & Feather, 1965) werden die
kurzkettigen (wasserldslichen) Bestandteile von den langkettigen (wasser-—
unldslichen) Bestandteilen getrennt. Hierzu wird das gesamte Xylan in
1 M NaOH gelost. Nach Filtrieren i{iber Glasfaser—Filter (Whatman
No. GF/F) wird die Losung mit 10 %-—iger Essigsiure langsam auf pH 6.0
neutralisiert, wodurch die langkettigen Molekiile wieder ausfallen, die
kurzkettigen Molekiile aber in Ldsung bleiben. Nach mehrmaliger Folge
von Abzentrifugieren und Resuspendieren in dest. Wasser wird der Nie-
derschlag lyophilisiert (Lyovac GT 4, Leybold—-Heraeus). Dieses Substrat
enthilt keine das Nelsonreagenz reduzierenden Substanzen mehr und hat
eine deutlich feinere Struktur als die Ausgangssubstanz.

Zu b): Um die stark mikrokristallinen Strukturen der Xylanmolekiile
aufzuweiten und dadurch die Zahl der Angriffstellen fiir das Enzym zu
vergroBern, wird das Xylan ultraschallbehandelt. Hierzu wird das Xylan
direkt vor dem Enzymtest mit der bendtigten Puffermenge suspendiert und
in einem Ultraschallgert B 15 (Fa. Branson) mit einem Standard 1/2"~
Horn bei Leistungsstufe 10 dreimal 38 min beschallt. Wegen des hohen
Energieeintrags und der daraus resultierenden Erwidrmung muf die Sus-
pension dabei im Eisbad stehen und mit einem Magnetrithrer geriihrt
werden. Nach der Beschallung ist die Suspension direkt fiir den
Xylanase-Test einsetzbar.
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4.2.2. B-Xylosidase—Test

Die Bestimmung der B-Xylosidaseaktivitdat wird nach der Methode von
Conrad (1983) durchgefithrt. Diese Methode ist auch von Ghose & Bisaria
(1984) beschrieben.

Der Test basiert auf der enzymkatalysierten Hydrolyse von p-Nitro—-
phenyl-B-D—-xylopyranosid (pNPX) zu Xylose und p-Nitrophenolat, das
aufgrund seiner gelben Firbung im Photometer bei 400 nm nachgewiesen
werden kann. Da die Intensitdt der Gelbfirbung pH-abhingig ist, wird
der pH-Wert mit einer 10 %—igen Na2C03-LOsung schwach basisch (pH =
10) eingestellt, wodurch gleichzeitig auch die enzymatische Reaktion
gestoppt wird.

Reagentien:

p—Nitrophenyl-g-D-xylopyranosid (pNPX)
0.05 M Citrat-Phosphat—Puffer, pH 3.0
10 %—ige Na2CQs3—-Losung

Substrat:

5 mM L6sung von pNPX in Citrat—-Phosphat—Puffer

Testansatz:

1.9 ml Substratlésung
0.1 ml Probe (BW: 0.1 ml Puffer)

Der Testansatz wird 20 min bei 40 °C im Wasserbad inkubiert und die
Reaktion danach mit 2 ml NazCOs-Ldésung abgestoppt. Nach Mischen wird
die Extinktion im Photometer bei 400 nm gemessen.

Die Extinktion ist der Menge freigesetztem p-Nitrophenols proportional.
Eine Eichkurve (Figur 20) wird mit p-Nitrophenol erstellt. Eine Enzym-
einheit (U) katalysiert die Freisetzung von 1 uMol p-Nitrophenol pro
Minute.

4. Analysen—Methoden
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Figur 20: Eichkurve zur Bestimmung der p-Xylosidaseaktivitit

4.2.3. Protease~Test

Zur Bestimmung der Proteascaxtivitit (Methode nach Prestidge et al.
(1971) und Nakane (1978)) wird eine Lésung von Azocasein (mit diazo-
tierter Sulfanilséiure gekoppeltes Casein) mit der Enzymprobe bei 37 °C
inkubiert. Durch die Wirkung des Enzyms wird das Protein gespalten.
Nach Zugabe von Trichloressigsiure fallen die gréBeren Proteinmolekiile
aus. Kurzkettige Proteineinheiten mit dem daran gebundenen Azofarbstoff
bleiben jedoch in Ldsung. Aufgrund der im Basischen roten Firbung des
Farbstoffs kann dieser bei 440 nm photometrisch bestimmt werden.

Reagentien:

Azocasein, Na-Salz, lyophilisiert

0.1 M Natrium-Phosphatpuffer pH 5.5
0.3 M Trichloressigsiure-Ldsung (TCA)
10 M NaOH

Substrat:

10 mg/ml Azocasein, geldst in Phosphatpuffer
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Testansatz:

1.0 ml Azocaseinldésung
0.1 ml Probe (BW: 0.1 ml Puffer)

Der Ansatz wird 156 min bei 37 °C im Wasserbad inkubiert und die Reak-
tion anschlieBend mit 3.0 ml TCA abgestoppt. Das nicht zersetzte Casein
wird dadurch gleichzeitig ausgefdlit. Nach & min Zentrifugieren bei
15000 g wird 1 ml vom klaren Uberstand, in dem sich der freigesetzte
Azofarbstoff befindet, abgenommen und mit 0.12 ml 10 M NaOH versetzt.
Die Extinktion wird bei 440 nm in einem Spektralphotometer PM 6 (Zeiss)
gemessen. Sie ist der Menge freigesetzten Azofarbstoffs und damit der
Proteaseaktivitit proportional.

Die Enzymaktivitit (U/ml) ist festgesetzt als die Extinktionszunahme mit
der Zeit, multipliziert mit dem (willkiirlichen) Faktor 1000:

U/ml = Eq0 - 1000 / (t . V)
mit t = Inkubationsdauer (min)
und v = Probevolumen (ml)

4.2.4. ca—-Amylase—Test

Die Bestimmung der a—Amylaseaktivitit wird im Wesentlichen analog zum
Xylanasetest (Abschnitt 4.2.1) durchgefiihrt.

Reagentien:

Stérke, "l8slich nach Zulkowski”
0.05 M Kaliumphosphat—Puffer pH 6.0
Nelson—Losungen A, B, C, wie unter Abschnitt 4.2.1. beschrieben.

Substrat:

2 %-—-ige Stdrkelb6sung in Phosphatpuffer

Testansatz:

1.9 ml Stédrkeldsung
0.1 ml Probe (BW: 0.1 ml Puffer)

Der Ansatz wird 15 min bei 37 °C inkubliert und anschliefend mit 2 mil
Nelson-Ldsung (A+B) abgestoppt. Der Nachweis der freigesetzten Reduk-
tionséiquivalente erfolgt nach der unter Abschnitt 4.2.1. beschriebenen
Methode. Die Eichkurve (Figur 21) wird mit Glucoseldsung erstellt. Eine

4. Analysen—Methoden
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Enzymeinheit (U) Kkatalysiert die Freisetzung von 1 pMol Reduktions-
aquivalente pro Minute, bezogen auf Glucose.
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Figur 21: Eichkurve zur Ermittlung der o—Amylaseaktivitit

4.3. Quantitative Glycerinbestimmung

Das im Kulturfiltrat enthaltene Glycerin wird in einer Kette enzy-
matischer Reaktionen unter NADH-Verbrauch nachgewiesen (Eggstein &
Kuhlmann, 1974; Boehringer—Testvorschrift):

Glycerin wird in der durch Glycerokinase (GK) Kkatalysierten enzyma-
tischen Reaktion durch ATP zu Glycerin-3-Phosphat phosphoryliert:

CH2OH—-CHOH-CH20H + ATP —— CH20H-CHOH-CH20-P + ADP

Mittels Pyruvat-Kinase (PK) wird das entstandene ADP durch Phospho-
enolpyruvat unter Bildung von Pyruvat wieder in ATP iiberfiihrt:

ADP + CHz=C(OP)-COOH —— ATP + CH3—-CO-COOH

Das Pyruvat wird dann durch reduziertes Nicotinamid—adenin—-dinucleotid
(NADH) in Gegenwart des Enzyms Lactat—-Dehydrogenase (LDH) zu Lactat
hydriert, wobei NADH zu NAD* oxidiert wird:

CHs~-CO-COOH + NADH + H* —— CHs—CHOH-COOH + NAD*
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Die widhrend der Reaktion verbrauchte NADH-Menge ist der Glycerinmenge
dquivalent. NADH ist daher die MeBgrépe und kann aufgrund seiner Ex-
tinktion bei 340 nm bestimmt werden.

Reagentien:

Puffer:
0.756 M Glycylglycin—-Puffer, pH 7.4
0.01 M MgSO4

Lésung 1:
NADH, 8.2 mmol/1
ATP, 33 mmol/1
Phosphoenoipyruvat, 46 mmol/l

Suspension 2:
Pyruvat-Kinase, 3 mg/ml
Lactat-Dehydrogenase, 1 mg/mi

Suspension 3:
Glycerokinase, 1 mg/ml

Testansatz (in 1 cm Quarz—Kilvette pipettieren):

1.00 ml Puffer

0.10 ml Losung 1

1.90 ml dest. H20

0.10 ml Probe (BW: 0.10 ml Hz20)
0.01 ml Suspension 2

Der Ansatz wird gemischt und die Extinktion E1 nach Stillstand der
Vorreaktion im Photometer bei 340 nm gemessen. Durch Zugabe der Sus-
pension 3 und Mischen wird die eigentliche Glycerinreaktion gestartet.
Dabei wird abhingig von der Glycerinkonzentration NADH zu NADt dehy-
driert. Die Abnahme der NADH-Konzentration im Testansatz wird photo-
metrisch bei 340 nm gemessen. Nach Stillstand der Reaktion erhidlt man
die Extinktion E2. Fiir Leerwert— und Probenansatz werden die Extink-
tionsdifferenzen (E2—-E1l) gebildet. Die Extinktionsdifferenz des Leerwerts
wird von der Extinktionsdifferenz der Probe abgezogen:

AE = AEp - AEL

4. Analysen—Methoden
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Fiir die Berechnung der Glycerinkonzentration wurde fiir NADH ein
Extinktionskoeffizient ¢ = 6.3 (1 . mMol-! . cm-!) zugrundegelegt.

Glycerin (g/1) = E.V.MG / (g-d.v-1000)

mit V = Testvolumen (ml)
v = Probevolumen (ml)
MG= Molekulargewicht von Glycerin
d = Schichtdicke (cm)
¢ = Extinktionskoeffizient

4.4. Quantitative Proteinbestimmung
Der Proteingehalt im Kulturfiltrat wird nach der Methode von Bradford
(1976) bestimmt.

Bradford—Reagenz:

100 mg Coomassie Blau G 250, in
50 ml 95 %igem Ethanol gel6st
100 ml 85 %ige HsPOa4

ad 1000 ml dest. Hz0

Mikro—Ansatz (bis ca. 120 mg/l Protein):

0.2 ml Reagenz
0.9 ml dest. H20
0.1 ml Probe

Makro—Ansatz (bis ca. 1200 mg/l Protein):

5.0 ml Reagenz (1:5 verd.)
0.1 ml Probe

Der Ansatz wird gemischt und die Extinktion nach genau 5 min bei 595
nm gemessen. Durch die Bindung des Coomassie Blau G 250 an das Pro-
tein verschiebt sich das Absorptionsmaximum des Farbstoffs von 465 nm
(rot) nach 595 nm (blau). Uber den Chemismus der Farbstoffbindung an
das Protein gibt es in der Literatur keine befriedigendén Erkliarungen.
Die Eichgerade (Figur 22) wird mit Rinderserumalbumin erstellt.
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Figur 22: Eichkurve fiir die quantitative Proteinbestimmung nach Bradford

4.5. Saureanionen—Analyse mittels
Isotachophorese

Zur quantitativen Bestimmung von Sidureanionen im Kulturfiltrat (speziell:
Acetat, Succinat, Lactat und Formiat) werden die Proben mittels Kapillar-
Isotachophorese (Everaerts et al., 1976) in einem Tachophor 2127 (Firma
LKB) analysiert. Dabei werden die Anionen in einem elektrischen Feld
innerhalb einer Kapillare nach ihrer Beweglichkeit getrennt und durch
einen Leitfdhigkeitsdetektor nachgewiesen.

Jeweils 4 pl der mit dest. H20 1:2 verdiinnten Proben werden injiziert
und bei einem stabilen Strom von 150 pA getrennt. Nach Erreichen einer
Spannung von 12 kV schaltet der Tachophor automatisch auf eine Strom-
stdrke von 100 pA und schlieBlich auf 50 pA um. Anhand der aufge-
zeichneten Leitfdhigkeitsstufen ergibt sich, nach Vergleich mit Werten
von Eichlésungen, aus der Hohe der Stufe die Art des Ions und aus der
Lange der Stufe die Konzentration. Die Berechnung iibernimmt ein Inte-
grator SP 4270 der Firma Spectraphysics.

Der MeBbereich betriagt ca. 0.3 bis 30 mimol/l. Mefbar sind im Prinzip alle
Ionen, die eine hdéhere Beweglichkeit als das Ion des Endelektrolyten und
eine geringere Beweglichkeit als das Ion des Leitelektrolyten haben. Das
Chromatogramm eines Eichgemisches von Acetat, Lactat, Formiat und
Phosphat zeigt Figur 23.
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Leitelektrolyt:

257.5 mg Diglycin
9.1 mg Cetyltrimethylammoniumbromid

500.0 mg Triton X

75.0 ml einer 1 %igen Hydroxypropylmethylcellulose-Losung
X ml 1 N HCl zum Einstellen auf pH 2.9

ad 250 ml mit dest.Hz0
und Stabilisierung der L&sung durch 0.002 % Chlorhexidinchlorid.

Endelektrolyt:

157.5 pl Hexansdure in 250 ml dest.Hz0

Leitelektrolyt
HCI

Phosphat - ——~--=

20 mmol/!
Formiat -----------——-~-———-
25 mmol/i

Lactat ~--~-------———

Leittahigkeit ———

Acetat - - ——————
10 mmol/I

Endelektrolyt k
Hexanoat ——— T T T T T T T T T T T o s s s T T e

1 T ] T T 1 T L] T T T T T T T T T 1

0 3 6 9 12 15 18
Zeit [min]

Figur 23: Eichchromatogramm eines Gemisches von Phosphat, Formiat,
Lactat und Acetat in der Isotachophorese
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2.6. Gaschromatographische
Bestimmungen

Fliichtige Fermentationsprodukte (Ethanol, Aceton, Acetoin und 2,3-
Butandiol) sowie nach Ansduern fliichtige Substanzen (Essigsdure) werden
in einem Gaschromatographen Typ 5840 A der Firma Hewlett—Packard mit
automatischer Probeaufgabeschleife und einem Flammenionisationsdetektor
(FID) quantitaiv nachgewiesen. Um eine sicherere qualitative und quanti-
tative Analyse zu erreichen, werden die Proben mit unterschiedlichen
Sidulen (Carbopak und Poropak QS) zweimal analysiert.

Die Analysenbedingungen mit der Carbopak-S&ule sind:

Sdule: 0.3% Carbowax 20M + 1% HaPO« auf Carbopak C
60/80 mesh (Firma WGA Griesheim)
in Glasséule 0.2 . 180 cm

Saulentemperatur: 170 °C

Injektortemperatur: 240 °C

FID-Temperatur: 240 °C
Trégergas: Nz mit Volumenstrom 30 ml/min
Probevolumen: 1 pl

Die Analysenbedingungen mit der Poropak QS—S&ule sind:

Sdule: Poropak QS, 80 — 100 mesh (Firma Waters Ass.)
in Glassdule % inch . 91.5 cm

Siulentemperatur: 165 °C

Injektortemperatur: 250 °C

FID-Temperatur: 230 °C
Trégergas: Nz mit Volumenstrom 30 ml/min
Probevolumen: 1 ul

Die Identifizierung der aufgezeichneten Peaks iiber die Retentionszeit und
quantitative Auswertung iiber die Peakfldche geschieht anhand unter
gleichen Bedingungen eingespritzter Eichsubstanzen. Eichchromatogramme
von der Carbopak— und der Poropaksiule zeigt Figur 24.
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Figur 24: Eichchromatogramme der Gaschromatographie
Retentionszeit in (min), alle Konzentrationen 25 mmol/1
a) Poropak-Siule, b) Carbopak-Siule

4.7. Xylanhydrolyse und HPLC-—
Analytik der Abbauprodukte

Zur Charakterisierung des Xylans und der gewonnenen Xylanase wird eine
Sdure- und eine enzymatische Hydrolyse des Xylans durchgefithrt (nach
Conrad, 1988).

4.7.1. Saurehydrolyse

Ansatz:

100 mg Xylan
5.0 ml 0.5 N H2SO04

Der Ansatz wird 8 Stunden im Kochbad inkubiert und anschlieBend mit
BaCOz neutralisiert. Das ausfallende BaSOs und der nicht hydrolysierte
Anteil des Xylans werden in einer Zentrifuge bei 15000 g abgetrennt. Der
klare Uberstand wird nochmals sterilfiltriert und dann mittels HPLC
analysiert (vergl.Abschnitt 4.7.2)
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4.7.2. Enzymatische Hydrolyse

Zur Untersuchung des enzymatischen Xylanabbaus wird eine Xylansuspen-—
sion mit einer mittels Ultrafiltration aufkonzentrierten Kulturfiltratsprobe
fiir unterschiedliche Zeiten inkubiert. Die Reagentien und Inkubations-
bedingungen entsprechen iiberwiegend den in Abschnitt 4.2.1. zum Xyla-
nasetest beschriebenen. :

Inkubationsansatz:

200 mg ultraschallbehandeltes Xylan, suspendiert in
8.8 ml 0.025 M Acetatpuffer pH 6.0
1.2 ml aufkonzentriertes Enzym (ca. 250 U/ml)

Der Ansatz wird in einem auf 40 °C temperierten Glasgefip auf einem
Magnetriihrer mit ca. 250 Upm geriihrt. Zu bestimmten Zeiten werden
Proben von 0.5 ml aus dem Reaktionsgefif entnommen und die enzyma-
tische Reaktion durch kurzes Erhitzen auf 100 °C im Kochbad gestoppt.
Nach Zentrifugation und Sterilfiltration wird die Probe im HPLC analy-
siert.

Die chromatographische Trennung findet mit zwei hintereinander mon-
tierten Aminex HPX-42 S#dulen (300 . 0.78 mm, Bio—Rad) und einer
Aminex Q 150 S Vors3dule (40 . 0.46 mm, Bio—Rad) in einem Hewlett—~
Packard 1084 B Fliissigchromatograph statt. Die Detektion der Peaks im
Auslauf iibernimmt ein auf 35 °C temperiertes Differential-Refraktometer
der Firma Knauer.

Die analytischen Bedingungen der Trennung sind folgende:

Ofentemperatur : 80 °C

Elutionsmittel : entgastes Wasser, 80 °C
Fliefrate : 0.5 ml/min

Laufzeit einer Probe : ca. 45 min

Die Identifizierung der aufgezeichneten Peaks iliber die Retentionszeit und
quantitative Auswertung iiber die Peakfldche geschieht anhand unter
gleichen Bedingungen aufgetragener Eichsubstanzen (vergl. Figur 29 auf
Seite 79).

4. Analysen—Methoden
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5. ORGANISMEN UND KULTUR-—
BEDINGUNGEN

5.1. Organismen

Folgende Organismen wurden auf ihre Fadhigkeit untersucht, Xylanase oder
Xylosidase zu produzieren:

Bakterien:

Bacillus amyloliquefaciens DSM 7
Bacillus amyloliquefaciens DSM 1061
Bacillus amyloliquefaciens DSM 1062
Bacillus amyloliquefaciens DSM 1063
Bacillus amyloliquefaciens DSM 1064
Bacillus amyloliquefaciens DSM 1066
Bacillus amyloliquefaciens DSM 1066
Bacillus amyloliquefaciens DSM 1067
Cellulomonas spec. DSM 20108

Schimmelpilze:

Trichoderma reesei QM 9414
Trichoderma harzianum 4

Trichoderma lignorum spec.
Trichoderma koningii IFGB 0302
Aspergillus niger CBS 110.42
Chaetomium cellulolyticum ATCC 32319

5.2. Stammhaltung

Nutrient—Agar (Difco) hergestellt werden, im Kiihlschrank bei +4 °C
aufbewahrt und im Abstand einiger Wochen iberimpft. Der Nutrient—-Agar
hat folgende Zusammensetzung:

3 g Fleischextrakt
5 g Pepton
15 g Agar

ad 1000 ml dest. H20
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Die Schimmelpilzkulturen werden in Schrigagar-Réhrchen aufbewahrt und
ebenfalls im Abstand einiger Wochen iiberimpft. Der verwendete Agar hat
folgende Zusammensetzung:

20 g Malzextrakt
20 g Glucose

1 g Pepton

1 g Hefeextrakt
1 g (NH4)2HPO4
18 g Agar

ad 1000 ml dest. H20

5.83. Medienzusammensetzung und
Kulturbedingungen

6.3.1. Schiittelkolbenkulturen und Vorkultur

Da die untersuchten Organismen (Schimmelpilze und Bakterien) unter-
schiedliche Nahrstoffanforderungen haben, resultiert zun#chst eine
gropere Zahl unterschiedlicher N#hrmedien. Das Ndhrmedium zur Anzucht
der Vorkultur und zur Durchfithrung anfinglicher Schiittelkolbenversuche
mit Bacillus amyloliquefaciens hat folgende Zusammensetzung (nach
Wicker, 1984):

20 g Glycerin (oder 20 g einer anderen C-Quelle)
1 g Hefeextrakt

2 g NaNOs3

6 g (NHd)2804

0.5 g MgSO« - 7 H20

10 mg FeSO4 . 7 H20

5 mg MnSOs4 - 1 H20

20 ml 1 M Kaliumphosphat—-Puffer pH 7.0

ad 1000 ml mit 0.05 M Tris—Maleat-Puffer pH 7.0

Da der urspriinglich allein verwendete Phosphatpuffer mit einer Konzen-
tration im Medium von 0.02 mol/l eine zu geringe Pufferkapazitit hat,
eine groPere Phosphatkonzentration aber wegen der Gefahr des Ausfallens
von Mg?**-~ und Ca2?*—-Phosphaten unerwiinscht ist, wird zusdtzlich zum
Phosphatpuffer ein Tris—Maleat-Puffer folgender Zusammensetzung ver-
wendet:

5. Organismen und Kulturbedingungen
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4.84 g TRIS (Tris—(hydroxymethyl)aminomethan)
4.64 g Maleinséure
X ml 1 N NaOH fir pH 7.0

ad 1000 ml dest. H20

Fir die Schiittelkolbenversuche mit Cellulomonas spec. wird folgendes
Medium verwendet (nach Schimz, 1983):

20.0 g Xylan aus Haferspelzen
5.5 g KHz2PO«
4.0 g (NHq)2SO4
0.6 g NacCl
0.5 g MgSO4 - 7 H20
10 mg Thiamin
1 mg Biotin
10 m} Wolfe's Mineralienlésung
X ml NaOH fiir pH 6.8

ad 1000 ml dest.Hz0

Die Schiittelkolbenversuche mit den Schimmelpilz—Organismen (Tricho-
derma, Aspergillus und Chaetomium) werden mit folgendem Medium durch-
gefiihrt (nach Conrad, 1983; Fihnrich, 1983):

20.0 g Xylan aus Haferspelzen

2.0 g KHz2PO4

2.0 g (NH4)2SO4

0.3 g MgSO«4 - 7 H20

0.4 g CaClz

0.3 g Harnstoff (nur Chaetomium)
1.0 g Hefeextrakt

6.0 mg FeSO4 - 7 H20
1.6 mg MnSOs - 1 H20
1.4 mg ZnSO4 . 7 H20
3.7 mg CoClz2

X ml NaOH fir pH 6.0

ad 1000 ml mit dest. H20
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Fiir Schiittelkolbenversuche werden 100 ml Medium in 500 ml-Erlenmeyer-
kolben mit zwei seitlichen Einbuchtungen (Schikanen) und Wattestopfen
20 min bei 121 °C im Autoklaven sterilisiert.

Zur Vorkultur werden 200 ml Medium in speziellen 1000 ml-Erlenmeyer-
kolber mit Entnahmerohr und Anstechverbindung 20 min bei 121 °C im
Autoklaven sterilisiert. Eine CaClz—-Lésung mit 7 g/l CaCl: wird getrennt
autoklaviert und 1 ml / 100 mi Medium nach dem Erkalten dem sterilen
Medium zugefiigt.

Die sterilen Schiittelkolben werden mit 1 ml Zellsuspension aus einem
vorangegangenem Schiittelkolben beimpft und bei 37 °C und 100 U/min
auf einer Schiittelmaschine kultiviert.

5.3.2. Fermenterkultur

Da der pH-Wert der Kultur widhrend der Fermentation durch die Regelung
konstantgehalten wird, werden die im Vorkulturmedium verwendeten
Puffer nicht gebraucht. Zur Stabilisierung der in den grofen Vorats-—
gefiaBen teilweise iiber mehrere Tage gemeinsam enthaltenen Calcium-,
Magnesium— und Phosphationen wird die schwach chelatisierende Zitro-
nensdure zugegeben. Das Fermentationsmedium hat folgende Zusammen-
setzung:

20 g Glycerin

1 g Hefeextrakt

6 g (NHa4)2S04

2.7 g KHz2POg4

1.7 g NaNOs

10 mg FeSO4 - 7 H20
5 mg MnSO4 - 1 H20

ad 900 ml dest. H20
getrennt:

0.6 g Mg(NOs)z - 7 Hz0
0.5 g Zitronensfure
70 mg CaClz - 2 H20

ad 100 ml dest. Hz0

Bei den Versuchen zur Regelung des Redoxpotentials enthielt das Medium
auBerdem je 0.08 g/l der Antischaummittel Polypropylenglycol 2000 (Roth)
und Silicon-Antischaum-Emulsion M 30 (Serva).

5. Organismen und Kulturbedingungen
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Das Medium wird entweder direkt im Fermenter durch dessen in-situ-
Sterilisation, in 18 1 fassenden Glasflaschen mit Gummistopfen im Auto-
klaven oder in einem 72 1 fassenden Stahlriihrkessel, durch dessen
Doppelmantel Heifdampf geleitet wird, 60 min bei 121 °C sterilisiert.
CaClz, Mg(NOs)2 und die Zitronensidure werden in kleineren Glasflaschen
gesondert autoklaviert und nach dem Abkiihlen mit einer Schlauchpumpe
in die groperen Gefdfe gepumpt.

Eine frische, in exponentiellem Wachstum befindliche Vorkultur wird mit
einer Schlauchpumpe iiber eine Anstechverbindung aus dem Schiittelkolben
in das sterile Medium des Fermenters gepumpt. Im Fermenter herrschen,
wenn nicht anders angegeben, konstant folgende Kulturbedingungen:

Arbeitsvolumen : 4.0 1

Temperatur : 37 °C

pH-Wert : 6.0

Drehzahl : 0 min—t

Beliiftung : 6 1/min (1.5 VVm)
Innendruck : 0.2 bar Uberdruck

Wird die Fermentation kontinuierlich betrieben, wird der Kultur entweder
von Anfang an oder nach einer anfiénglichen Batchphase mit konstantem
Volumenstrom F (ml/h) frisches Medium zugefithrt. Dazu wird das
Substrat-Voratsgefipf iiber eine Anstechverbindung mit dem Fermenter
verbunden und das Medium mit einer entweder geregelten oder ungeregel-
ten Schlauchpumpe durch eine Sterilfalle in den Fermenter gepumpt. Die
Niveau—Regelung des Fermenters sorgt durch einen entsprechend grofen
Ablauf von Kulturbriithe aus dem Fermenter fiir ein konstantes Arbeits-
volumen V (1).
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6. ERGEBNISSE
6.1. Vorversuche

6.1.1. Organismenauswahl

Um einen gecigneten Organismenstamm zur fermentativen Produktion einer
Xylanase und/oder einer Xylosidase zu finden, wurden zun#chst eine
Reihe im Institut fiir Biotechnologie (IBT) der KFA Jiilich vorhandener
Schimmelpilze und Bakterien untersucht, von denen bekannt war, dap sie
xylanolytische Enzyme oder andere extrazellulire Enzyme (z.B. Cellulasen
oder Amylasen) produzieren. Zu diesen gehérten die in Abschnitt 5.1
genannten Schimmelpilze und Bakterien der Gattungen Aspergillus,
Trichoderma, Chaetomium, Cellulomonas und Bacillus. AuRerdem wurde ein
aus der Stammsammlung des Instituts fiir Gdrungsgewerbe Berlin (IFGB)
stammender Stamm von Trichoderma koningii, der sich dort als guter
Xylanaseproduzent erwiesen hatte (Goérn, 1978), untersucht.

Kriterium fiir die Organismenauswahl war dabei nicht nur eine méglichst
hohe Volumenaktivitidt (U/ml), sondern auch hohe Produktivititen bzw.
Raum-Zeit—Ausbeuten (U/(l.h)) fiir die Produktion der Enzyme zu errei-
chen.

Alle Organismen wurden zunfchst in Schiittelkolben mit Haferspelzen-—
Xylan als C—Quelle kultiviert. Da von Bacillus~-Stimmen bekannt ist, dap
die Synthese verschiedener Exoenzyme (insbesondere Amylasen) konsti-
tutiv sein kann (vergl. Abschnitt 2.2.2), wurde der Stamm von Bacillus
amyloliquefaciens zusétzlich mit Glycerin als C-Quelle kultiviert.

Vor allem aufgrund der unterschiedlichen Wachstumsgeschwindigkeiten der
verschiedenen Organismen wurden die maximalen Xylanase- und Xylosi-
daseaktivititen im Kulturfiltrat jeweils nach unterschiedlichen Zeiten
erreicht. Tabelle 4 zeigt die maximal erreichten Enzymaktivititen (U/ml)
und die dazu benoétigte Zeit t (h):

6. Ergebnisse
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Organismus Xylanase Dbei t Xylosidase bei t
(U/ml) (h) (U/ml) (h)
Pilze:
Trichoderma reesei 16.0 144 0.06 144
Trichoderma lignorum 8.0 96 0.13 144
Trichoderma harzianum 3.5 120 0.10 144
Trichoderma koningii 4.3 144 n.b. -
Chaetomium cellulolyticum 3.0 120 0 -
Aspergillus niger 16.5 120 0.35 120
Bakterien:
Cellulomonas spec. 0.9 96 0 -
Bacillus amyloliquefaciens 4.6 72 0 -
Bac. amyl. auf Glycerin 5.8 24 0 -

Tabelle 4: Maximale Xylanase~ und Xylosidaseaktivitidten (U/ml)
zum Zeitpunkt t (h) (n.b.= "nicht bestimmt")

Die hochsten Xylanaseaktivititen mit 16.5 U/ml und 16.0 U/ml wurden bei
Aspergillus niger bzw. Trichoderma reesei gemessen. Aspergillus niger
zeigte mit 0.35 U/ml auch die hdchste AKktivitit extrazelluldrer Xylosi-
dase.

Fiir beide Enzyme bendtigte Aspergillus niger jedoch 120 Stunden um die
maximalen Aktivititen zu produzieren. Die Produktivitidt betrug demnach
fiir die Xylanase 137.5 U/(l1-h) und fiir die Xylosidase 2.9 U/(1.h). Tricho-
derma reesei bendtigte sogar jeweils 144 Stunden um die maximalen
Aktivitdten zu erreichen. Die Produktivitdten betrugen 111 U/(l-h) und
0.4 U/(1.h) fir Xylanase bzw. Xylosidase.

Bacillus amyloliquefaciens zeigte auf Xylan als C-Quelle nur eine ver-
gleichsweise niedrige Xylanaseaktivitit von 4.6 U/ml. Diese AKtivitit
wurde nach 72 Stunden erreicht, die Produktivitit betrug demnach ca.
64 U/(1-h). Wurde Bacillus amyloliquefaciens dagegen auf Glycerin als C-
Quelle kultiviert, konnte mit 5.8 U/ml gegeniiber dem Wachstum auf Xylan
eine hdhere maximale Aktivitdt erreicht werden. Da diese in diesem
Versuch bereits nach 24 Stunden vorlag, betrug die Raum-Zeit—Ausbeute
242 U/(1-h), was der hochste Wert im Vergleich der getesteten Organismen
war. Beil Aspergillus und Trichoderma war zum Vergleich nach 24 Stunden
noch keine Aktivitit meBbar. Die Tatsache, daB Bacillus amyloliquefaciens
auf Glycerin als einziger C-Quelle eine mindestens gleich gute Xylanase-
produktion aufweist, wie beim Wachstum auf Xylan, zeigt, dap die Xyla-
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nasesynthese bei diesem Stamm konstitutiv ist, so wie es bei anderen
Stdmmen von Bacillus amyloliquefaciens fiir die Amylasebildung gezeigt
wurde (vergl. Abschnitt 2.2.2).

Eine extrazellulire Xylosidaseaktivitit (bezogen auf das Substrat pNPX)
konnte im Kulturfiltrat von Bacillus amyloliquefaciens weder auf Xylan
noch auf Glycerin festgestellt werden.

Ein weiterer Gesichtspunkt, der bei der Auswahl des Systems Mikroorga-
nismus/Substrat beriicksichtigt werden sollte, war die Handhabung dieses
Systems in der kontinuierlichen Kultur. Schimmelpilz-=Kulturen fiihren
aufgrund des dichten Mycels und der Neigung feste Pellets zu bilden,
erfahrungsgemip (Berke, 1983) zu Schwierigkeiten bei lingeren kontinu-
ierlichen Kulturen (Wandwachstum, Verstopfen von Leitungen, Empfind-
lichkeit gegen Scherkrifte). Weitere, nicht zu unterschitzenden Schwie—
rigkeiten bereitet die Verwendung eines Feststoff-Substrats wie Xylan
als C—Quellé und Enzyminduktor, das aufgrund der harten, kristallinen
Struktur zu Abrasionen im Fermenter und zu Sedimentationen in den
Substratleitungen fithrt (Berke, 1983).

Bacillus-Stdmme zeigen dagegen wie die meisten anderen Bakterien keine
oder nur eine geringe Mycelbildung (Buchanan & Gibbons, 1974). Sie sind
dadurch unempfindlicher gegen hohe Scherkridfte und zeigen im Vergleich
zu vielen submersen Schimmelpilzkulturen bessere Eigenschaften beziiglich
des FlieBfverhaltens der Kulturbriihe (Reuf, 1979a). Bei der Fermentation
mit 18slichen Substraten werden zudem die oben genannten Schwierigkei~
ten bei der Verwendung von Feststoff-Substraten vermieden.

Das System Bacillus/Glycerin schien daher unter den verglichenen Orga-
nismen neben dem Vorteil des schnelleren Wachstums und der hoheren
Raum~-Zeit—Ausbeute fiir Xylanase auch unter dem Gesichtspunkt der
unkomplizierten Handhabung die besten Voraussetzungen fiir eine konti-
nuierliche Xylanasefermentation zu bieten.

Ein Vergleich verschiedener bei der DSM bestellter Bacillus amylolique-
faciens—Stimme mit dem am IBT vorhandenen Stamm DSM 7 in Schiittel-
kolbenversuchen mit Glycerin als C—Quelle ergab fiir letzteren sowohl
beziiglich der Volumenaktivitdt (U/ml) als auch der spezifischen Aktivitit
(U/g Protein) die besten Resultate (Figur 25 und 26).

6. Ergebnisse
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Figur 25: Volumenaktivititen der Xylanase im Kulturfiltrat verschiedener
Bacillus amyloliquefaciens—-Stdmme nach 20 bzw. 40 Stunden
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Pigur 26: Spezifische Xylanaseaktivititen bezogen auf das Gesamt-Protein

im Kulturfiltrat verschiedener Bacillus amyloliquefaciens—Stimme nach 20
bzw. 40 Stunden
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So erreichte Stamm DSM 7 eine Xylanaseaktivitdt von 6.4 U/ml nach 20
Stunden und von 7.7 U/ml nach 40 Stunden Inkubation. Die Gesamt-
proteinkonzentration im Kulturfiltrat betrug zu diesen Zeiten 215 upg/ml
bzw. 283 pg/ml, sodap die spezifische Xylanaseaktivitit nach 20 Stunden
26 U/g Protein und nach 40 Stunden 27 U/g Protein betrug. Ahnlich gute
Resultate beziiglich der Xylanase zeigte nur der Stamm DSM 1061 mit 5.5
U/ml bzw. 22.6 U/g Protein nach 20 Stunden und 6.7 U/ml bzw. 23 U/g
Protein nach 40 Stunden Inkubation. Alle weiteren Versuche wurden
daher mit Bacillus amyloliquefaciens DSM 7 durchgefiihrt.

6.1.2. Optimierung des Mediums

6.1.2.1. Vergleich verschiedener C—Quellen

Aus der Literatur ist bekannt, dap bei Bacillus auch die konstitutive
Produktion extrazelluldrer Enzyme einer Katabolit—-Repression unterliegen
kann (vergl. Abschnitt 2.2.2). Der Grad der Katabolit-Repression solite in
solchen Fidllen von der verwendeten C-Quelle abhingig sein.

In einer Testrelhe wurde daher die Xylanaseproduktion von Bacillus
amyloliquefaciens bei Verwendung weiterer 18slicher C-Quellen wie
Glucose, Lactose, Xylose oder loslicher Stirke im Vergleich zu Glycerin
untersucht. Um eine bessere Bewertung zu ermdglichen, wurden die
Enzymaktivititen auf die gleichzeitg bestimmte Biotrockenmassekonzen-—
tration (gTS/l) bezogen. Tabelle & zeigt die Xylanaseaktivititen und
Biomassekonzentrationen nach 24 Stunden Kultivierung in Schiittelkolben
mit 20 g/l der genannten C-Quellen.

C—-Quelle Biomasse Xylanase spez. Aktivitit
g/l U/ml U/gTs

Glycerin 3.15 9.7 3.08

Glucose 3.40 9.7 2.86

Lactose 3.30 14.7 4.45

Xylose 0.33 6.5 19.70

16sl. St#rke n.b. 8.2 -

Tabelle 6: Biomasse— und Xylanaseproduktion bei verschiedenen
C-Quellen

6. Ergebnisse
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Wihrend die Verwendung von Glucose zu etwa gleichen Ergebnissen in
Bezug auf Biomasse— und Xylanasebildung wie bei Verwendung von
Glycerin fihrte (3.08 bzw. 2.86 U/gTS), zeigte sich mit Lactose als C-
Quelle bei gleicher Biomasse eine deutlich erhdhte Xylanaseaktivitidt
(4.45 U/gTS). Bei Xylose als C-Quelle fand nur ein sehr schwaches
Wachstum statt, bezogen auf die Biomasse war die Xylanaseaktivitit
jedoch die hdchste der Testreihe (19.7 U/gTS). Die Enzymaktivititen mit
Stiarke als C-Quelle lagen im Rahmen der anderen Ergebnisse, eine
Messung der opt. Dichte fand aufgrund der Eigenextinktion des Mediums
nicht statt.

Diese Ergebnisse zeigen deutlich eine Abhingigkeit der Xylanasepro-
duktion von der verwendeten C-Quelle. Obwohl mit Lactose und Xylose
héhere Biomasse-spezifische Xylanaseaktivititen erreicht wurden, wurde
die Verwendung von Glycerin als C—Quelle beibehalten. Gegen die Ver-
wendung von Sacchariden als C—Quelle in dieser Arbeit sprachen vor
allem praktische Griinde. So haben diese reduzierenden Substanzen einen
storenden Einflup auf den Xylanasetest, wo sie zu stark erhdéhten Blind-
werten fiihren.

6.1.2.2 Stabilisierung des Mediums

Das in ersten Versuchen verwendete Medium (nach Wicker, 1984) fiir
Bacillus amyloliquefaciens unterschied sich von dem in Abschnitt 6.3.
beschriebenen Medium durch Verwendung eines 0.05 M anstatt des 0.02 M
Kaliumphosphat—Puffers im Schiittelkolben, sowie der entsprechend
groperen Menge (6.75 g/l1) KH2PO« im Fermentationsmedium. Durch die
héheren Phosphatkonzentrationen kam es wiederholt zum Ausfallen von
Ca?*~ und Mg2?*-Phosphaten, insbesondere im Fermenter, wo durch
Rilhren und Beliiften bevorzugte Kristallisationspunkte existieren. Die
Rolle des Magnesiums und Phosphats fiir den Energiestoffwechsel der
Organismen ist bekannt (Magnesium ist Cofaktor fiir Phosphohydrolasen
und Phosphotransferasen, ATP und ADP liegen in der Zelle als Mg2+—
Komplexe vor (Lehninger, 1979)), die Rolle des Calciums im Stoffwechsel
von Bacillus war jedoch unklar. Es wurden daher Versuche durchgefiihrt,
die zeigen sollten, wie weit die Ca?*-Konzentration im Medium zuriick-
genommen werden konnte. Eine Schiittelkolbenreihe mit Ca2t—Konzentra-
tionen zwischen 0.006 und 0.475 mmol/]l CaCl: im Medium zeigte, dap das
Wachstum von Bacillus amyloliquefaciens unbeeinflupt von der Ca2*—-Kon-
zentration ist, wahrend die Xylanaseaktivitit im Kulturfiltrat eine
deutliche Abhéngigkeit von der Ca2*-Konzentration zeigt (Figur 27
und 28).
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Figur 27: Biomassewachstum in Abhéngigkeit von verschiedenen Ca2‘-
Konzentrationen im Medium
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Figur 28: Xylanaseproduktion in Abhédngigkeit von verschiedenen Ca%*-
Konzentrationen im Medium
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Wie Figur 28 zeigt, ist die Xylanaseaktivitit noch bis zum Zeitpunkt
t= 15 h mit ca. 6 U/ml fir alle Ca?*-Konzentrationen im Medium gleich.
Im Zeitraum zwischen t= 16 h und t= 20 h dagegen nimmt die Xylanase-
aktivitit bei 0.006 mmol/l CaClz bereits ab und bei 0.012 und 0.024
mmol/l CaCl: verlangsamt sich die Xylanaseproduktion deutlich. Nach
t= 20 h wird weitere Xylanase nur noch in den Kolben mit 0.120 und
0.476 mmol/l CaClz produziert, wihrend bei allen niedrigeren Konzentra-
tionen die Xylanaseaktivitidt bis auf einen Minimalwert zuriickgeht.

Dieses Ergebnis ermdglichte jedoch noch keine Aussage darilber, ob
Calciummangel die Produktion der Xylanase verhindert, oder ob Xylanase
zwar produziert wird, aber nur in Gegenwart von oder in Verbindung mit
Calclum Aktivitdt zeigt. In einem ergdnzendem Versuch wurde daher die
Xylanaseaktivitdt einer Kultur mit 0.476 mmol/l CaClz im Medium ver-
glichen mit der Xylanaseaktivitit einer Kultur ohne CaCle im Medium,
wobei dem Inkubationsansatz des Xylanasetests wiederum unterschiedliche
CaClz-Konzentrationen beigefiigt wurden. Dabei zeigte sich bei zu zwel
unterschiedlichen Zeiten (t= 19 h und t= 24 h) genommenen Proben bei
beiden Schiittelkolben keine Abh#ngigkeit der gemessenen Aktivitit von
der Ca?*-Konzentration im Inkubationsansatz, wihrend sich der im ersten
Versuch beobachtete Effekt wiederholte (Tabelle 6):

Kolben 1:

0.475 mmol/]l CaClz: im Medium t= 19 h. t= 24 h
0.475 mmol/l1 CaCl: im Ansatz 6.7 U/ml 8.0 U/ml
0.240 " " " 6.6 " 8.0 "
0.080 " " " 6.8 " 8.2 "
0.020 " " " 6.9 " 8.1 "
0.000 " " " 6.8 " 7.9 "

Kolben 2:

0.000 mmol/l CaCl: im Medium t=19 h t=24 h
0.475 mmol/l1 CaCl: im Ansatz 4.8 " 1.6 "
0.240 " " " 60 " 1.6 "
0.080 " " " 4.7 " 1.7 "
0.020 " " " 52 " 14 "
0.000 " " " 650 " .7 "

Tabelle 6: Unterschiedliche Ca?*-Konzentrationen im Inkubationsansatz.
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Aus diesen Ergebnissen geht deutlich hervor, daf zur Produktion von
Xylanase mindestens Ca2*-Konzentrationen von 0.12 mmol/l im Medium
vorhanden sein miissen. Zur Losung des Problems ausfallender Phosphate
wurde daher nicht die Calcium- und Magnesiumkonzentration (0.475 bzw.
2.03 mmol/l) erniedrigt, sondern die Phosphatkonzentration von 0.05 M
auf 0.02 M gesenkt. Dabei wurde von der Uberlegung ausgegangen, dap
der Phosphoranteil in der Bakterientrockenmasse ca. 3% betrdgt (Schlegel,
1985). Bei einer C-Quellenkonzentration von 20 g/l und einer angenom-
menen Ausbeute von 0.5 g Biomasse pro g C—Quelle (Yx/s= 0.5) ist mit
einer Bakterientrockenmasse von nicht mehr als 10 g/l zu rechnen, in der
300 mg (bzw. 10 mmol) Phosphor enthalten sind. Eine Phosphatkonzen-
tration von 20 mmol/l1 ist zur Versorgung der Organismen folglich noch
voll ausreichend.

Durch das Absenken der Phosphatkonzentration, flankiert durch den Zu-
satz schwach chelatisierend wirkender Zitronensidure (0.5 g/l1), konnte das
Ausfallen von Phosphaten im Nidhrmedium weitgehend verhindert werden.

6. Ergebnisse
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6.1.3. Charakterisierung der gewonnenen Xylanase am Substrat Xylan

Zur Untersuchung der Wechselwirkung zwischen der Xylanase und dem
Substrat Xylan wurden zum einen die enzymatische Hydrolyse des Xylans

und zum anderen der Einflup der Substratkonzentration auf die Enzym-
aktivitat untersucht.

6.1.3.1. Saure und enzymatische Xylanhydrolyse

Um zu untersuchen aus welchen Komponenten zu welchen Anteilen das
Xylan aufgebaut ist, wurde vor der enzymatischen Xylanhydrolyse eine
Séurehydrolyse des verwendeten Haferspelzenxylans durchgefiihrt. Dabei
ergab sich folgende Zusammensetzung (Figur 29):

Xylose............... 66.1%
Glucose.............. 16.0%
Arabinose............ 8.1%
wWasser......cccoeeeeen. 4.1%

nicht hydrolysierbar: 5.7%

Saurehydrolyse

Eichstandards J U U
N

Glu Xyl Ara

Figur 29: Chromatogramm der Produkte der Sdurehydrolyse des Xylans,
Vergleich mit Eichstandards von Glucose, Xylose und Arabinose
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Da Xylane i.a. keine Glucose enthalten, rithrt der sehr hohe Glucoseanteil
wahrscheinlich von einer im Xylanprdparat enthaltenen Verunreinigung
(Stirke oder Glucan) her.

t=0h
N
t=0.17 h
'\
t=10h
’\
t=6.0h

!
Xn Xe X5 X4 X3 X2 Glu Xyl Ara

Figur 30: Chromatogramme der Produkte der enzymatischen Hydrolyse des
Xylans nach unterschiedlichen Inkubationsdauern

Figur 30 2zeigt die HPLC-Chromatogramme des 16slichen Anteils der
Abbauprodukte der enzymatischen Hydrolyse des Haferspelzenxylans. Die
Proben wurden dem Inkubationsansatz zu den Zeitpunkten t= 10 min, 1 h,
6 h und 48 h entnommen. Zum Vergleich ist das Chromatogramm des in
Acetat—Puffer suspendierten Xylans vor der Inkubation (t= 0) dargestelilt.
Deutlich ist das rasche Entstehen von Xylooligomeren bis zum Polymeri-
sationsgrad von drei (X8 = Xylotriose) sowie das friihe Auftauchen der
Arabinose zu erkennen. Nach 10 min (0.17 Stunden) ist dagegen nur
wenig Xylobiose und gar keine Xylose vorhanden. Nach 6 Stunden liegt
der gropte Teil der 1loslichen Abbauprodukte entweder in Form nicht

6. Brgebnisse
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weiter abbaubarer Grenzpolymere oder als Xylotriose vor. Nur auper-
ordentlich langsam entsteht neben der Xylotriose die Xylobiose. Da
gleichzeitig nur sehr geringe Mengen Xylose entstehen und auch die
Xylotetraose nur langsam abgebaut wird, ist es wahrscheinlich, dap die
Xylanase von Bacillus amyloliquefaciens Xylotriose und -tetraose nicht
direkt spalten kann, sondern komplizierte Umwege iiber kombinierte Auf-
und Abbaureaktionen beschreiten mup. Dieser Befund entspricht auch dem
von Panbangred et al. (1983) beschriebenen Mechanismus des Xylanab-
baus mit einer Xylanase aus Bacillus pumilis (vergl. Abschnitt 2.5.2).
Entsprechend der Einteilung wvon Reilly (1981) 148t sich die hier
untersuchte Xylanase eindeutig als Endoxylanase charakterisieren (vergl.
Abschnitt 2.5.2).

Wahrend die bei der Sdurehydrolyse freigesetzte Arabinosemenge etwa in
gleicher GréBenordnung auch bei der enzymatischen Hydrolyse freigesetzt
wird, ist das fiir den bei der S#urehydrolyse freigesetzten Glucoseanteil
nicht der Fall. Da bekannt war, dap in dem verwendeten Enzympridparat
auch gleichzeitig eine Amylase enthalten war, diirfte es sich bei der
Verunreinigung nicht um eine Stdrke, sondern eher um ein von der Amy-
lase nicht abbaubares Glucan handeln.

Nach 48 Stunden wurde der Versuch abgebrochen. Zu diesem Zeitpunkt
war noch nichtmal die Hélfte der zwischendurch angereicherten Xylotriose
abgebaut worden. Der Anteil des nicht abgebauten und noch als Feststoff
vorliegenden Xylans betrug nach 48 Stunden noch etwa 48% der ur-
spriinglich eingesetzten Menge, was wahrscheinlich zum einen an der mit
der Zeit nachlassenden Enzymaktivitdt lag, zum anderen daran, dap nach
Abbau der leichter hydrolysierbaren Partien die kristallinen Bereiche des
Xylanmolekiils ilibriggebliebenen waren.

8.1.3.2. Abhingigkeit der Xylanaseaktivitit von der Substratkonzentration

Die Bestimmung von Enzymaktivititen soll im allgemeinen bei Substrat-
konzentrationen erfolgen, die grof genug sind, um eine Substratsiattigung
des Enzyms zu gewihrleisten. Nach der von Michaelis und Menten (1913)
postulierten Abhangigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit V enzymkataly-
sierter Reaktionen von der Substratkonzentration S gilt:

V = Vinax - —KM_E? [wmol /(mi - min)] (GL. 31)

Nur bei Substratsdttigung (S»km) ist die enzymatische Reaktion unab-
hidngig von der Substatkonzentration (Reaktion nullter Ordnung) und
erreicht ihre maximale Enzymaktivitit Vwax (Bisswanger, 1979). Nach
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einer Faustformel liegt Substratsidttigung vor, wenn die Substratkonzen-
tration mindestens den zehnfachen Wert der Michaelis~Menten—Konstanten
Km (g/1) aufweist.

Da das Substrat Xylan als suspendierter Feststoff nur eine verhilt-
nismipig kleine spezifische Oberfliche hat, ist nicht sichergestellt, dap
es sich in einem, bezogen auf die Xylanase, erforderlichen Uberschup
befindet. Eine erhebliche Abhéngigkeit der mepbaren Xylanaseaktivitit
vom verwendeten Substrat und vor allem auch von der Enzymverdiinnung
wird auch von Khan et al. (1986) beschrieben.

Zur Ermittlung der reaktionskinetischen Konstanten Vmax und ks des
Systems Xylan/Xylanase wurde zunidchst ein Xylanasetest mit einer
Kulturfiltratprobe mit wunterschiedlichen Xylankonzentrationen zwischen
5 und 50 mg/ml im Testansatz durchgefiihrt. Dabei war fiir jeweils stei-
gende Xylankonzentrationen ein Anstieg der freigesetzten reduzierenden
Zucker zu beobachten (Tabelle 7). Eine Xylankonzentration von 50 mg/ml
reichte daher zum Einstellen der Substratsidttigung offensichtlich noch
nicht aus. Da sich hdherkonzentrierte Xylansuspensionen aufgrund der
stark steigenden Viskositdt jedoch nicht herstellen lassen, wurde zu dem
"Trick" gegriffen, die Substratsittigung des Enzyms nicht durch Erh8hung
der Substratkonzentration sondern durch Verringerung der im Test einge-
setzten Enzymmenge bei gleichbleibender Substratkonzentration zu errei-
chen. Durch diese Verfahrensweise lassen sich auch solche Substrat/
Enzym-Verhédltnisse einstellen, die durch die begrenzte Suspendierbarkeit
des Xylans nicht erreichbar sind.

Xylan (g/1): 5 156 25 50
Xylose (mamol/1): 0.387 0.899 1.815 1.921
Aktivitdt (U/ml): 3.9 9.0 13 19

Tabelle 7: Konzentrationen freigesetzter reduzierender Zucker (als Xylose)
und resultierende Xylanaseaktivitidten bei unterschiedlichen Xylan-
konzentrationen im Testansatz nach 20 min Inkubation

Es wurde daher eine zweite Testreihe durchgefiihrt, bei der die Xylan-
konzentration im Test jeweils 25 mg/ml betrug und die Enzymprobe zwi-
schen unverdiinnt und 1:200 verdiinnt eingesetzt wurde. Multipliziert man
die nach 20 min Inkubation erhaltenen Enzymaktivititen und die Xylan-
konzentration von 25 mg/ml mit dem jeweiligen Verdiinnungsfaktor F, so
erhdlt man die Enzymaktivitidten fiir eine Testreihe mit simulierten
Xylankonzentrationen von 25 bis 5000 mg/ml (Tabelle 8):
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Enzym— simulierte gemessene Xylanaseaktivitit
Verdiinnung Xylankonz. Aktivitit bez. auf Originalverd.
1:F % (25 mg/ml)-F U/ml (U/ml).F

1:1 100 25 3.874 3.9

1:2 50 50 3.782 7.6

1:4 25 100 3.128 12.5

1:10 10 250 1.934 19.3

1:20 5 500 1.234 24.7

1:40 2.5 1000 0.746 29.8

1:80 1.256 2000 0.412 33.0

1:120 0.83 3000 0.279 33.6

1:160 0.63 4000 0.201 32.2

1:200 0.50 5000 0.168 33.6

Tabelle 8: Abhéngigkeit der Xylanaseaktivitdt von der Probenverdiinnung,

Xylankonz. im Test 25 mg/ml
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Figur 31: Abhingigkeit der auf Originalverdiinnung bezogenen
Xylanaseaktivitit von der simulierten Substratkonzentration,
Mepwerte und berechnete Kurve
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Eine Auftragung der auf die Originalverdiinnung bezogenen Xylanase-
aktivititen gegen die simulierte Xylankonzentration 14pt sich hervor-
ragend durch die Michaelis~Menten—Gleichung (Gl. 31) beschreiben
(Figur 81). Fiir die kinetischen Konstanten K und Vsax ergaben sich
durch nichtlineare Regression nach Nelder—Mead folgende Werte:

Vmax : 35.46 U/ml
Kwm : 191.4 mg/ml

Die Vaax—Angabe von 35.46 U/ml ist somit die echte Aktivitdt der ver-—
wendeten Enzymprobe, fiir die unter normalen Xylanasetestbedingungen
mit einer Probeverdiinnung von 1:10 und einer Xylankonzentration von
20 mg/ml nur eine Aktivitdt von 15.4 U/ml ermittelt wurde.

Trdgt man in einer weiteren Darstellung die gemessene Xylanaseaktivitidt
iiber die Enzymverdiinnung (%) auf (Figur 32), so wird zusitzlich deut-
lich, daf die Xylanase bei geringen Enzymverdiinnungen (100 und 50 %)
bereits ihrerseits in einer Sédttigung gegeniiber dem Substrat vorliegt.
Durch nichtlineare Regression nach Nelder—Mead ergeben sich bei einer
Substratkonzentration von 25 mg/ml fiir Vemex und die Enzymsittigungs-
konstante ke folgende Werte:

Veex : 4.54 U/ml
Ke : 12.6 % (= Verdlinnung 1 : 7.9)

Die Werte der Sdttigungskonstanten Kx und Ke entsprechen sich dabei
deutlich: Eine Enzymverdiinnung von 1 : 7.9 (= Keg) entspricht nach
Tabelle 8 einer simulierten Xylankonzentration von 197.6 mg/ml, der
berechnete Wert von Ku betrigt 191.4 mg/ml.

6. Ergebnisse
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Figur 32: Abhiingigkeit der gemessenen Xylanaseaktivitit von der
Enzymverdiinnung, Mefwerte und berechnete Kurve

Die aufgezeigten Zusammenhiénge verdeutlichen ein grundlegendes Problem
des Xylanase-Tests: Wendet man die Faustformel an, dap fiir den Zustand
der Substratséttigung die Substratkonzentration mindestens den zehn-
fachen Wert von Knx haben soll, so miifte man fiir den Xylanase-Test,
wollte man die Probe unverdiinnt einsetzen, theoretisch mindestens 2000
mg/ml Xylan suspendieren. Die Alternative wire, die Enzymproben fiir den
Test mindestens 1:100 zu verdiinnen (siehe Tabelle 8), was einer
Substratkonzentration von 2000 mg/ml entsprechen wiirde. Die Erfahrung
zeigte jedoch, dap man bei dieser Verdiinnung gerade bei von Probe zu
Probe sehr unterschiedlichen Enzymaktivititen leicht in den Bereich der
unteren Nachweisgrenze (ca. 20 uyg/ml) der Zuckerbestimmung nach Nelson
& Somogyi gerit.

Als Kompromif wurde daher eine allgemeine Probenverdiinnung von 1:10
beibehalten. Da man sich dabei nicht im Bereich der Substratsi#ttigung
befindet, sind die Aktivitdtsangaben fiir Proben mit geringer Xylanase-
aktivitdt relativ héher, als die Aktivitdtsangaben fiir Proben mit hoher
Xylanaseaktivitit.
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6.2. Batchfermentation

In einer Serie von Batchfermentationen solite untersucht werden, an
welche Wachstumsphase die Produktion der Xylanase gebunden ist.

Bei diesen Batchfermentationen trat jedoch héufig das Problem auf, dag
das Wachstum der Kultur bei hohen Riihrerdrehzahlen im Fermenter nur
sehr gering war, sodap die Biomassekonzentration nach einer anfidnglichen
Zunahme auf ca. 1 g/l stagnierte. Eine Erklidrung fiir dieses Phinomen ist
moglicherweise darin zu finden, daf die Organismen in der Batchkultur
stets eine ausgesprochene Neigung zur Bildung langer Ketten und dichter
Flocken zeigten (Figur 33). In den ersten Stunden der Batchfermentation
war im mikroskopischen Bild fast ausschlieBlich Wachstum in Flocken zu
beobachten, im spéteren Verlauf der Kultur liep die Flockenbildung all-
méhlich nach, sodaf der Anteil einzelner Zellen zunahm. Durch starkes
Rithren wurden die Zellverbinde innerhalb der Flocken und Ketten wahr-—
scheinlich mechanisch geschédigt, sodap nur schwaches Wachstum resul-
tierte.

Gutes Wachstum der Organismen konnte dagegen stets beobachtet werden,
wenn die Kultur nicht durch das Rithrwerk, sondern durch starke Beliif-
tung (6 1/min = 1.5 VVM) durchmischt wurde. Alle weiteren Batchfermen-—
tationen wurden daher unter diesen Bedingungen durchgefiihrt. Die Folge
dieses Verfahrens ist jedoch ein trotz des grofen Luftdurchsatzes sehr
schlechter Sauerstoffeintrag OTR aus der Gasphase in die Fliissigkeit. Das
hat wiederum zur Folge, daf der in der Kulturfliissigkeit geléste Sauer-
stoff pOz sehr schnell abnahm, da der Sauerstoffverbrauch Qoz der Kul-
tur mit wachsender Biomasse gréfer wurde, als der ohne Riihren zu er-
zielende Sauerstoffeintrag OTR. Nach wenigen Stunden war dadurch die
Konzentration des gelésten Sauerstoffs praktisch Null, sodaf das Wachs-—
tum der Organismen durch Sauerstoffmangel limitiert wurde, lange bevor
die C-Quelle Glycerin oder andere Mediumsbestandteile aufgebraucht
waren.

Auch die N-Quelle (NH4)2SOs4 konnte zu diesem Zeitpunkt noch nicht
aufgebraucht sein. Zwar wurde keine quantitative Bestimmung durchge-
fiihrt, bei einem Stickstoffanteil in der bakteriellen Trockenmasse von ca.
10% (Schlegel, 1976) sollten 6 g/l (NH4)2804 jedoch fiir ca. 13 g/l
Biotrockenmasse reichen. Zum Zeitpunkt der Beendigung des exponentiel-
len Wachstums betrug die Biomassekonzentration dagegen nur ca. 1 g/l,
sodap eine N-Limitierung ausgeschlossen werden kann.

6. Ergebnisse
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a)

b)

Abbildung 33: Raster—elektronenmikroskopische Aufnahmen von Bacillus
amyloliquefaciens Stamm DSM 7 bei Wachstum mit Ketten— und Flocken-
bildung. Vergroperung a: ca. 560—-fach, b: ca. 5000~-fach
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Das Beispiel einer Batch—-Fermentation zeigt Figur 34. Dargestellt sind die
Konzentrationen der beiden Substrate Geldst—Sauerstoff und Glycerin,
sowie der Produkte Biomasse, Xylanase und Acetat liber der Zeit. Zusitz-

lich ist der zeitliche Verlauf der Wachstumsrate der Kultur aufgezeigt.
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Figur 34: Batchfermentation: Substratabnahme und Produktbildung unter

Fermentationsbedingungen ohne Rithren

Wahrend die Glycerinkonzentration nur langsam und anndhernd linear
sinkt und die C—-Quelle erst nach 41 Stunden aufgebraucht ist, nimmt der
Sauerstoffpartialdruck in der Fliissigkeit innerhalb von 8 Stunden bis auf
Null ab und bleibt so niedrig, bis die C- und Energiequelle Glycerin
verbraucht ist. Die Biomassekonzentration steigt widhrend der ersten drei
Stunden der Fermentation fast ohne Lagphase exponentiell und wé&hrend
der darauffolgenden 15 Stunden etwa linear an. Der Ubergang vom

6. Ergebnisse
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exponentiellen zum linearen Biomassewachstum f#llt deutlich mit dem
Zeitpunkt zusammen, an dem der Sauerstoffpartialdruck auf Null
abgesunken ist. Die Wachstumsrate sinkt wihrend dieses Ubergangs von
ihrem Maximalwert von 0.9 h-t auf p = 0.16 h-! ab. Danach ist die
Kultur sauerstofflimitiert und die Zelldichte nimmt zunfichst nur noch
linear mit dem konstanten Sauerstoffeintrag der Beliiftung zu. Nach etwa
15 Stunden verlangsamt sich die Zunahme der Biomasse und hoért nach 18
Stunden ganz auf, die Wachstumsrate sinkt entsprechend auf Null.

Die Xylanaseaktivitdt im Kulturfiltrat nimmt nicht parallel mit der
Biomassekonzentration zu. Die Xylanaseproduktion beginnt erst nach etwa
6 Stunden, nachdem das exponentielle Biomassewachstum aufgrund der
Sauerstofflimitierung schon beendet ist, und endet nach 15 Stunden
Fermentationszeit gleichzeitig mit dem Ende der Biomassezunahme.

Schon vor dem Beginn der Sauerstofflimitierung setzt eine Akkumulation
von Essigsdure im Kulturfiltrat ein, die allerdings zwischen 6 und 15
Stunden nahezu auf einem niedrigen Plateau von ca. 12 mmol/l verbleibt.
Mit Abschlup von Biomasse— und Xylanaseproduktion nimmt die Essig-
sdurebildung dann wieder stirker zu und erreicht am Ende eine Konzen-
tration von 45.2 mmol/l. Essigsfdure ist zwischen 15 und 30 Stunden das
einzige Fermentationsprodukt das weiter zunimmt.

Nach diesen Ergebnissen lassen sich klar drei zeitlich aufeinander-
folgende Phasen der Batch—-Fermentation unterscheiden:

In der ersten Phase ist die Organismenkultur weder durch einen Mangel
an Glycerin, noch an Sauerstoff limitiert und kann daher exponentiell
zunehmen. Eine Xylanaseproduktion ist wihrend des exponentiellen
Wachstums nicht zu beobachten.

In der zweiten Phase ist die Kultur sauerstofflimitiert, ein exponentielles
Wachstum ist daher nicht mehr moglich. Gleichzeitig setzt die Xylanase-
produktion ein, wihrend nur eine geringe Produktion von Essigsidure
stattfindet.

In der dritten Phase endet sowohl die Biomasse— als auch die Xylanase-
produktion, stattdessen findet eine verstirkte Bildung von Essigsiure
statt.

Da die Produktion der Xylanase deutlich erst nach Beendigung des expo-
nentiellen Wachstums einsetzt, ist sie eindeutig als Idiophase—-Produkt
gekennzeichnet, das vermutlich einer Katabolit—-Repression unterliegt
(vergl. Abschnitt 2.2.2).
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Figur 35: Abhéngigkeit der Wachstumsrate py der Organismen vom
Sauerstoffpartialdruck pOz in der Kulturfliissigkeit

Die Abhingigkeit der Wachstumsrate vom Sauerstoffpartialdruck in der
Kulturfliissigkeit zeigt Figur 35. Dargestellt sind die aus der Biomasse-
zunahme berechneten Wachstumsraten iiber den jeweils gleichzeitig
gemessenen pO:—Werten. AuPerdem ist die mit der Monod-Kinetik (vergl.
Gl1.12) berechnete theoretische Kurve der Sauerstoffabhingigkeit der
Wachstumsrate eingetragen. Die Kkinetischen Konstanten pmax und Ko
wurden durch nichtlineare Regression nach Nelder~Mead aus den MeB~-
werten berechnet:

Hmax = 0.77 h-t
Ko = 1.084 . 108 bar

Der Wert von Ko entspricht nach Gl. 24 bei einem Fermenter—Innendruck
von 1.0 bar etwa einer Sauerstoffsittigung von 0.5%. Geht man davon
aus, dap 100% pOz unter diesen Bedingungen ca. 7 mg/l Sauerstoff ent-
sprechen (vergl. Abschnitt 2.4.2), dann entspricht der Ko—Wert einer
Sauerstoffkonzentration von C.036 mg/l.

Die Sauerstofflimitierung setzt etwa bei dem zehnfachen Wert von Ko ein,
also bei ca. 5% Sidttigung oder einem Partialdruck von 0.01 bar.

6. Ergebnisse
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6.3. Kontinuierliche Fermentation mit
chemostatischer Betriebsweise

Zundchst wurden alle kontinuierlichen Fermentationen im chemostatischen
Betrieb bei einem konstanten pH-Wert von 6.0 und Verweilzeiten T zwi-
schen 10 und 20 Stunden durchgefiihrt. Dabei zeigte sich stets folgendes
Phinomen:

Wird eine Batchfermentation, die so wie im vorigen Abschnitt beschrieben
durchgefiihrt wurde, auf chemostatischen Betrieb umgestellt, indem mit
konstantem Zu- und Ablauf eine bestimmte Verweilzeit im Fermenter er-
zeugt wird, so stellt sich relativ schnell eine etwa konstante Biomasse-
konzentration ein. Die Xylanaseaktivitdt im Kulturfiltrat nimmt dagegen
nach einer anfidnglichen Phase mit hoher Xylanaseproduktion ab, sodaf
nach ca. 5 bis 6 Verweilzeiten praktisch keine Xylanaseaktivitit mehr
nachgewiesen werden kann.
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Figur 36: Kontinuierliche Fermentation im chemostatischen Betrieb
bei pH 6.0, 7= 19 h, (Konti-Betrieb ab t= 16 h (= 0.67 d))

Figur 36 zeigt als Beispiel eine Fermentation, die nach 16 Stunden
Batchbetrieb auf Kkontinuierlichen Betrieb mit einer Verweilzeit von 19
Stunden umgestellt wurde. Dargestellt sind die Biomassekonzentration und
die Xylanaseaktivitdt iiber der Zeit. Nach anfinglich starkem Wachstum
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ging die Kultur mit Beginn des kontinuierlichen Betriebs in einen Steady-
state der Biomasse iiber. Die wihrend des anfinglichen Batchbetriebs
beobachteten Ketten— und Flockenverbdnde der Organismen verschwanden
wdhrend des kontinuierlichen Betriebs allm#éhlich, sodaf nach etwa 60
Stunden praktisch nur noch einzelne Zellen vorlagen. Die Xylanaseakti—
vitdt im Kulturfiltrat erreichte ihr Maximum mit 11.5 U/ml nach ca. 42
Stunden und ging danach stetig zurilick, bis nach ca. 110 Stunden und
der darauf folgenden Zeit nur noch etwa 0.1 U/ml mefbar waren.

Das MeBsignal der Sauerstoffelektrode in der Kulturbriihe (nicht darge-
stellt) war widhrend des gesamten Zeitraums des kontinuierlichen Betriebs
Null, sodap die Kultur folglich wahrend dieser Zeit einer Sauerstoff-
limitierung unterlag. Obwohl in der Literatur beschrieben ist, daf die
Produktion extrazellulérer Enzyme, die einer Katabolit—Repression unter-
liegen, im Verlauf der kontinuierlichen Fermentation zuriickgeht, iiber—
raschte das Nachlassen der Xylanaseproduktion in diesem Fall, da sich in
der Batchfermentation gezeigt hatte, dap die Katabolit-Repression aufge-
hoben wird, sobald eine Sauerstofflimitierung der Kultur einsetzt. In den
kontinuierlichen Fermentationen liefp die Xylanaseproduktion jedoch stets
nach, obwohl die Organismen einer Sauerstofflimitierung unterlagen.

Aufgrund der offensichtlichen zeitlichen Ubereinstimmung zwischen dem
Verschwinden der Flockenverbédnde der Bakterien und dem Nachlassen der
Xylanaseproduktion wurde daher zunéichst ein Zusammenhang zwischen
diesen beiden Phinomenen angenommen. Moglich war ein gleichzeitiger
genetischer Verlust der Fihigkeit zur Xylanaseproduktion, verbunden mit
einem Uberwachsen des produktiven Stammes durch den unproduktiven
Stamm im kontinuierlichen System. Einen solchen Vorgang hatten
Heineken & O'Connor (1972) fir die Protease- und Amylaseproduktion mit
Bacillus subtilis in der kontinuierlichen Fermentation beobachtet.

Weitere Versuche zeigten jedoch, dap ein genetischer Verlust der
Xylanaseproduktion auszuschliefen war.

6. Ergebnisse
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6.4. Kontinuierliche Fermentation mit
oszillilerenden Kulturen

6.4.1. Chemostat mit pH-Werten von pH 5.5 und pH 5.1.

Bei einer kontinuierlichen Fermentation, die zunichst mit einem kon-
stanten pH-Wert von 5.5 und spéter mit pH 5.1 durchgefiihrt wurde, kam
es Uberaschenderweise zu stabilen Oszillationen der Biomassekonzen-
tration. Figur 37 zeigt den zeitlichen Verlauf dieses Versuchs mit der
Biomasse— und Glycerinkonzentration, dem Sauerstoffpartialdruck in der

Flissigkeit und der Volumenaktivitdt der gebildeten Xylanase.
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Figur 37: Kontinuierliche Fermentation im chemostatischen Betrieb
bei pH 6.5 bzw. pH 6.1 , T= 11 h
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Die Fermentation war die ersten 15 Stunden im Batchbetrieb gelaufen und
danach auf kontinuierlichen Betrieb mit 11 Stunden Verweilzeit umge-
stellt worden. Nach anfénglicher Zunahme der Biomassekonzentration und
beginnendem Einschwingen der Kultur in einen Steady-state mit einer
Biomassekonzentration von ca. 3.8 g/l kam es zu einer raschen Abnahme
der Biomassekonzentration, sodaf nach etwa 110 Stunden (= 4.6 Tagen in
der Darstellung) die Biomassekonzentration nur noch 0.03 g/l betrug.
Wenige Stunden spéter setzte jedoch wieder eine starke Biomassezunahme
ein, sodaP bei t= 135 h (= 5.6 Tage) bereits wieder eine Biomassekon-
zentration von 2.6 g/l vorhanden war. Dieser Zyklus aus Biomassezu-
nahme und —-abnahme setzte sich iiber den gesamten Fermentationsverlauf
fort und wurde auch nicht gestdrt, als der pH-Wert nach 336 Stunden
(2 14 Tagen) auf pH 5.1 abgesenkt wurde. Die "Wellenlinge" der Bio-
masseschwingungen betrug dabei etwa 80 Stunden, ein Nachlassen der
Schwingungen (Einschwingen) trat nicht auf.

Die Glycerinkonzentration verhielt sich gegenldufig zu der Biomasse-
konzentration, erreichte dabei aber nie den Wert Null. Ebenfalls gegen-
liufig zur Biomasseschwingung verhielt sich der Sauerstoffpartialdruck in
der Kulturfliissigkeit. Im Gegensatz zur Glycerinkonzentration nahm dieser
jedoch jeweils innerhalb weniger Stunden bis auf Null ab und verweilte
dort bis zum Beginn des Auswaschens der Biomasse.

Das wichtigste Ergebnis dieses Versuchs war die Tatsache, dap jede
Biomassezunahme der oszillierenden Kultur von einer Phase erneuter
Xylanaseproduktion begleitet war. Dabei konnten jeweils maximale
Xylanaseaktivitiiten zwischen 3 und 6 U/ml gemessen werden. Uber die
gesamte Versuchszeit gerechnet betrug die biomassespezifische Produk-
tivitdt der Xylanase ca. 32 U/(gTS-h).

Ein genetischer Verlust der Fihigkeit zur Xylanaseproduktion konnte aus
diesem Grund nicht stattgefunden haben. Auch in diesem Versuch ging
jedoch die Xylanaseaktivitdt im Kulturfiltrat bereits wieder zuriick, lange
bevor das Auswaschen der Biomasse und ein Ansteigen des Sauerstoff-
partialdrucks einsetzte.

Die Mdglichkeit, mit Hilfe schwingender Kulturen eine quasikontinuierliche
Xylanaseproduktion zu erreichen, war jedoch so interessant, dap sie zu-
niéchst weiter untersucht wurde.

6. Ergebnisse
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6.4.2. Induzierte Biomasseschwingungen

Oszillationen der Biomasse lassen sich nicht nur in Form von Eigen-
schwingungen bei niedrigen pH-Werten erzeugen. Eine andere Méglichkeit
ist es, den steady-state der Biomasse im Chemostaten bei neutralen pH-
Werten zwischen pH 6 und 7 so zu stéren, dap es ebenfalls zu einer
nachhaltigen Abnahme der Biomassekonzentration kommt, die, wie bei den
Eigenschwingungen, von einem raschen Wiederanstieg der Biomasse gefolgt
ist. Eine solche Stérung des Steady-states 148t sich z.B. erreichen, indem
der pH-Wert der Kultur fiir einige Zeit auf pH 5 abgesenkt und an-
schlieBend wieder auf pH 6 angehoben wird. Der steile Wiederanstieg der
Biomassekonzentration ist auch bei diesen induzierten Biomasseschwin-
gung von einer Phase erneuter Xylanaseproduktion begleitet. Andere
Methoden, den Steady-state in der gewiinschten Weise zu stéren, sind,
wie sich in verschiedenen Versuchen zeigte, eine kurzfristige Tem-
peraturerhéhung auf 60 °C oder eine plétzliche starke Veréhderung der
Durchfluprate.

Figur 38 zeigt einen Ausschnitt aus einer kontinuierlichen Fermentation
mit einer Verweilzeit von 10 Stunden. Dargestellt sind pH-Wert, Bio-
massekonzentration und die Aktivititen der extrazelluliren Enzyme
Xylanase, Amylase und Protease iiber der Zeit.

Ausgehend von einem geregelten pH-Wert von 6.5 wurde der pH-Wert
dreimal (t= 107 h, 168 h, 215 h; =~ 4.5 d, 7.0 d, 9.0 d) durch Abschalten
der pH-Regelung und dem aus dem Zulauf sauren Mediums folgendem
Ansiduern der Kultur auf pH 5.0 bis 4.7 abgesenkt und nach 10 bis i5
Stunden durch erneutes Einschalten der pH-Regelung wieder auf pH 6.5
angehoben. Zu einem spéteren Zeitpunkt (t= 325 h, = 13.5 d) wurde der
pH-Wert aktiv durch Verstellen des Sollwerts am Regler von pH 6.5 auf
PH 5 und nach 6 Stunden auf pH 6.0 gesetzt. Weitere 24 Stunden spiter
(t= 349 h,x 14.6 d) wurde der pH-Wert in gleicher Weise fiir 20 Stunden
von pH 6 auf pH 5.5 und zuriick auf pH 6 gestellt.

Die ersten vier genannten pH-—Absenkungen riefen jeweils die beschrie-
benen Biomasseschwingungen hervor, bei der letzten pH-Absenkung wurde
dagegen kein Auswaschen der Biomasse beobachtet. Dies konnte entweder
darauf zuriickgefiihrt werden, dap die Absenkung um nur % pH-Wert zu
gering war, oder darauf, dap die Absenkung zu frith, ndmlich fast noch
wiéhrend des Wiederanstiegs der Biomasse, erfolgte.
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Figur 38: Induzierte Biomasseschwingungen mittels periodischer
pH-Wertabsenkung und dadurch wiederangeregte Produktion der Enzyme
Xylanase, Protease und Amylase, 7= 10 h

6. Ergebnisse



97

Infolge der Biomasseschwingungen setzte jeweils die Produktion der
Xylanase wieder ein. Bei zusitzlicher Messung weiterer von Bacillus
amyloliquefaciens ausgeschiedener extrazelluldrer Enzyme, wie Protease
und Amylase, zeigte sich, dap die Produktion dieser Enzyme ebenso wie
die der Xylanase im Steady-state der Kultur nachldpt, durch die Oszil-
lation der Biomasse aber genauso wieder angeregt werden kann.

Deutlich ist, dap sowohl die Zeitpunkte des Einsetzens der Enzym-
produktion kurz nach dem Biomasseanstieg, als auch die Zeitpunkte des
Nachlassens der Enzymproduktion fiir alle drei beobachteten Exoenzyme
lUbereinstimmten. Daraus kann geschlossen werden, dap diese drei Enzyme
sowohl fiir den Beginn, als auch fiir das Ende ihrer Produktion jeweils
gleichen Regulationsmechanismen wunterliegen. Der fiir den Produktions-
beginn verantwortliche Mechanismus ist, wie am Beispiel der Batchfer-
mentation gezeigt, eine Katabolitrepression. Der fiir das gemeinsame
Nachlassen der Produktion verantwortliche Mechanismus blieb zu diesem
Zeitpunkt jedoch noch ungeklirt.

Durch das Verfahren der induzierten Schwingungen kann der Effekt der
wiederanregbaren Xylanaseproduktion bei oszillierenden Biomassekon-
Zentrationen mit dem Vorteil der hdéheren Aktivitidten bei neutralen
pH-Werten verbunden werden. So betrug bei der Fermentation mit frei
schwingender Biomasse bei pH 5.5 und 5.1 die maximal gemessene Xyla-
naseaktivitit 5.2 U/ml, wihrend im Versuch mit induzierten Schwingungen
maximale Xylanaseaktivitdten um 12 U/ml gemessen wurden, was auf die
Tatsache zuriickgefiihrt wurde, dap die Phase der Enzymproduktion stets
auf pH—Werte von 6.0 oder 6.5 traf.

Zusédtzlich besteht mit dem Verfahren der induzierten Biomasseschwin-
gungen die Moglichkeit, durch gezieltes Wadhlen einer optimalen Dauer der
Phase mit niedrigem pH-Wert ("Stref—-Phase") und der Phase mit normalen
pH-Wert ("Erholungsphase") die fiir eine iiber das zeitliche Mittel maxi-
male Xylanaseproduktion besten Bedingungen einstellen zu kénnen.

Wie verschiedene Versuche zeigten, ist jedoch weder die Tatsache noch
der Zeitpunkt des Wiederanstiegs der Biomasse abhidngig von der Linge
der Stref—Phase. Figur 89 zeigt als Beispiel eine Fermentation, die fiir
die ersten 236 Stunden (= 9.8 Tage) mit einer Verweilzeit von 13.3
Stunden und danach mit einer Verweilzeit von 8 Stunden betrieben
wurde. Dargestellt sind der pH-Wert, die Kkontinuierlich gemessene
Biomassekonzentration und die aus der Biomassekonzentration errechnete
Wachstumsrate p iliber der Versuchszeit.
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Figur 89: Abhidngigkeit der Auswaschdauer von der Linge der
pH—-Absenkung und von der Verweilzeit, 7= 13.3 h bzw. 8 h
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Aufgrund der kontinuierlichen Messung der Biomassekonzentration und der
Mdglichkeit, daraus den zeitlichen Verlauf der Wachstumsrate zu ermitteln
(vergl. Abschnitt 3.1.11), 14Bt sich besonders gut das dynamische Ver-
halten der Biomasse wdhrend der erzwungenen Schwingungen erkennen. So
sinkt die Wachstumsrate der Organismen innerhalb weniger Minuten nach
der pH-Absenkung auf Null, es findet also kein Wachstum mehr statt,
und die Biomasse wird wie eine Suspension toter Partikel entsprechend
der Funktion dX/dt = -D.X ausgewaschen.

Wihrend des Zeitraums mit niedrigem pH-Wert und auch nach der erneu-
ten pH-Wert-Anhebung bleibt die Wachstumsrate zunichst noch bei Null.
Es findet also keine allmdhliche Erholung der Organismen statt, statt—
dessen setzt das Wachstum erst zu einem bestimmten Zeitpunkt wieder
ein und die Wachstumsrate steigt meist innerhalb nur einer Stunde auf
ihren maximalen Wert an. Sobald der Sauerstoffpartialdruck (nicht dar-
gestellt) in der Kulturfliissigkeit aufgrund der steigenden Biomasse-
konzentration auf Null abgesunken ist, geht die Wachstumsrate wieder
zuriick und pendelt sich auf Werte nahe dem Wert der momentanen
Durchfluprate ein (u=D =~ Steady-state).

In der hier dargesteliten Fermentation wurde der pH-Wert bei einer
anfinglichen Verweilzeit von 13.3 Stunden zum Zeitpunkt t= 112 h
(= 4.7 d) fiir 8 Stunden und zum Zeitpunkt t= 184 h (= 7.7 d) fiir 24
Stunden auf pH 5 abgesenkt. In beiden Fillen setzte das Auswaschen der
Biomasse genau in dem Moment ein, in dem der pH-Wert abgesenkt wurde
und dauerte noch weiter an, nachdem der pH-Wert wié¢der auf pH 6 ange-
hoben worden war. In beiden Fillen betrug die Gesamt—Auswaschzeit vom
Beginn des Auswaschvorgangs bis zum Beginn des Wiederanstiegs der
Biomasse ca. 30 Stunden. Nachdem dagegen ab t= 236 h (= 9.8 d) die
Verweilzeit auf 8 Stunden verkiirzt worden war betrug die Gesamtaus-
waschzeit bei einer Strefphase von 8 Stunden nur ca. 16 Stunden. Die
Dauer des in Bezug auf Xylanasebildung unproduktiven Auswaschvorgangs
ist demnach nicht von der Dauer der Stref-—Phase, sondern nur von der
Verweilzeit der kontinuierlichen Fermentation abhingig. Wie weitere Ver-
suche zeigten, kann die Dauer der Strep-Phase sogar auf unter % Stunde
gesenkt werden um den Auswaschvorgang einzuleiten.

Um zZu untersuchen, wie kurz bei einer festen Verweilzeit die "Erholungs-
zeit" zwischen zwei pH-Absenkungen sein kann, ohne daP es zu Stdrun-
gen im Ablauf der Biomasseschwingungen und der anschlieBenden Phase
der Xylanaseproduktion kommt, wurde eine kontinuierliche Fermentation
durchgefiihrt, bei der im Laufe der Versuchszeit die Erholungsphase
zwischen zwei Strefphasen immer weiter verkiirzt wurde. Dazu wurde von
einem dem pH-Regler iibergeordneten Mikroprozessor der pH-Wert in defi-
nierten Abstdnden auf pH 5 abgesenkt und wieder auf pH 6 angehoben.
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In Figur 40 sind die pH-Wert-Phasen, die Biomasse~ und Glycerinkonzen-
tration, die Xylanaseaktivitit sowie der Sauerstoffpartialdruck in der
Kulturbrithe iliber der Fermentationszeit dargestellt. Die Verweilzeit der
Fermentation betrug 8.3 Stunden, die Linge der Stref-Phase jeweils 8
Stunden. Die Liénge der Erholungsphase (h) ist jeweils zwischen den pH-
Absenkungen eingetragen.

Nach einer einleitenden Phase von 117 Stunden (= 4.9 Tage) Dauer
betrug die Erholungsphase anfangs mehrmals 60 Stunden und wurde dann
schrittweise bis auf 15 Stunden verkiirzt. Dabei zeigte sich, dap bei der
gewidhlten Verweilzeit von 8.3 Stunden die optimale Linge der Erholungs-
phase ca. 40 Stunden betrdgt. Bei ldngeren Erholungsphasen ist die
Xylanaseproduktion bereits seit jeweils mehreren Stunden abgeklungen,
ehe die nichste Strefphase die Biomasse zum Auswaschen bringt. Dadurch
sind die unproduktiven Zeitabschnitte, in denen keine Xylanase gebildet
wird, linger als ndétig. Bei kiirzeren Erholungsphasen als 40 Stunden kann
es dagegen vorkommen, dap die pH—-Absenkung zeitlich genau mit der
Wiederzunahme der Biomasse zusammenfillt (zum ersten Mal bei t= 662 h,
= 27.6 d). In solchen Fillen erfolgte kein Auswaschen der Biomasse, so-
dap auch keine Xylanaseproduktion resultierte. Die Kultur lief dagegen in
einen Steady-state und wurde erst durch die n#chste pH-Absenkung
wieder zum Auswaschen gebracht. Bei einer Erholungsphasenlinge von 25
Stunden ergab sich dabei genau eine Schwingung der Biomasse mit 50
Stunden Schwingungsdauer, das heift mit halber Frequenz der pH-Absen-
kungen. Ein Auswaschen der Biomasse durch die pH-Absenkung kann
offensichtlich nur erreicht werden, wenn sich die Kultur bereits in einem
Steady-state befindet.

Die Glycerinkonzentration nahm in diesem Versuch, wie in den voran-
gegangenen Fermentationen, nie bis auf Null ab, sie sank bei der relativ
kurzen Verweilzeit sogar nur einmal unter 10 g/l. Der Sauerstoffpartial-
druck in der Kulturbrithe sank dagegen beim periodischen Zunehmen der
Biomassekonzentration jeweils innerhalb von drei bis vier Stunden vom
Zustand der Sauerstoffséttigung auf Null ab, sodap die Kultur sich
jeweils von diesem Zeitpunkt an im Zustand der Sauerstofflimitierung
befand.

Deutlich wirkte sich die Lange der Erholungsphase auch auf die bio-
massespezifische Produktivitdt aus. Tabelle 9 zeigt die ermitteiten
biomassespezifische Produktivititen jeweils fiir den Zeitraum mit einer
bestimmten Erholungsdauer.
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Erholungsdauer Produktivitit
(h) (U/(gTS-h))

60 94

50 98

40 110

35 65

30 52

25 22

Tabelle 9: Abhingigkeit der biomassespezifischen Produktivitit von der
Erholungsdauer bei einer Verweilzeit von 8.3 Stunden

Wihrend die freie Biomasseschwingung bei pH-Werten um pH 5 eine feste
Wellenldnge hat, kann die Schwingungsdauer mit diesem Verfahren auf die
optimale Linge gebracht werden. So betrug bei der in Abschnitt 6.4.1.
beschriebenen Fermentation die Schwingungsdauer bei einer Verweilzeit
von 11 Stunden ca. 80 Stunden und die biomassespezifische Produktivitit
lag bei 32 U/(gTS:-h). In dem hier geschilderten Versuch mit einer
Verweilzeit von 8.3 Stunden betrug die optimale Schwingungsdauer dage-
gen ca. 48 Stunden (40 + 8 Stunden) und fiir die biomassespezifische
Produktivitit wurden hier 110 U/(gTS-h) ermittelt.

Dieses Ergebnis konnte jedoch vor allem unter dkonomischen Gesichts—
punkten noch in keiner Weise befriedigen. So ist die Dauer der Xylanase-
Produktionsphase innerhalb einer Schwingung sehr unterschiedlich (in
diesem Versuch zwischen 6 und 10 Stunden), sodaB sie selbst bei einer
optimalen Schwingdauer von 48 Stunden nur ca. 20 % derselben aus-
machte. In der iibrigen Zeit lief das Medium ungenutzt durch den
Fermenter hindurch.

Die zeitliche Abfolge von Biomassewachstum, Sauerstoffabnahme und
Beginn der Xylanaseproduktion ist in Figur 41 anhand eines Ausschnitts
aus der in Figur 40 dargestellten Fermentation noch einmal gezeigt.
Dargestellt ist eine einzelne Schwingung, hervorgerufen durch eine
vorangegangene pH-SteBphase.

Man erkennt hier deutlich die =zeitliche Entkopplung der Xylanase-
produktion von dem Biomassewachstum. Nach Einsetzen des erneuten
Wachstums nahm die Biomasse solange exponentiell zu, wie die Konzen-
tration des gelésten Sauerstoffs grofer als Null war. Mit Beginn der
Sauerstofflimitierung endete das exponentielle Wachstum und die Kultur
ging in einen Steady-state {iiber. Gleichzeitig setzte die Bildung der

6. Ergebnisse
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Xylanase ein. Die Sauerstofflimitierung und der Steady-state hielten bis
zum Zeitpunkt t= 31 h an, zu dem der pH-Wert erneut abgesenkt wurde.
Die Xylanaseproduktion endete dagegen trotz anhaltender Sauerstoff-
limitierung etwa zum Zeitpunkt t= 20 h, sodap die im Kulturfiltrat

enthaltene Xylanaseaktivitit im kontinuierlichen Flup ausgewaschen
wurde.

¢-.-0 Biomasse [g/l]
74{ *—% Xylanase [U/mI] | 3
- pH-Wert

pH
o

U/ml
w
1

2.0 |
1.5 ]

bar

1.0 4
0.5 4

T 1 1 1 T T

0 5 10 15 20 25 30 35
Zeit [h]

Figur 41: Start der Xylanaseproduktion mit dem Beginn der
Sauerstofflimitierung, = 8.3 h

Welche Einflisse fiir das Ende der Xylanaseproduktion verantwortlich
sind, lieB sich mit den bis dahin aufgenommenen MeBsignalen nicht fest-
stellen. Es wurde daher ein zusitzliches MeBsignal gesucht, das einen
besseren Aufschluf iiber die Mechanismen gibt, die fiir den Start und das
Ende der Xylanaseproduktion verantwortlich sind. Als geeignet erwies

sich dabei die Messung des Redoxpotentials in der Kulturfliissigkeit mit
einer Platinelektrode.
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6.56. Messung des Redoxpotentials

Da erkannt wurde, dap eine differenzierte Messung der Schliisselgréfe pO:z
mit der polarographischen Sauerstoffelektrode im Bereich der Sauerstoff-
partialdriicke, die zu einer Limitierung der Organismen fithren (pO: = 0),
nicht moglich ist, wurde eine parallele Messung des Redoxpotentials der
Kulturfliissigkeit durchgefiihrt.

| 6
12 | *—*Xylanase [u/mi]
o--—¢ Biomasse [g/l] -5
4
E -
3 3 5
2
> - B R
= 100 8

-400 ] —— Redoxspannung [mV]
< p0O, [bar]
—-500 T T T T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14
Zeit [h]

Figur 42: Biomasse und Xylanaseaktivitit in Abh#ngigkeit vom
Sauerstoffpartialdruck und vom Redoxpotential, = 10 h

Pigur 42 zeigt die kontinuierliche Fermentation mit einer Verweilzeit von
10 Stunden und mit durch pH-Absenkungen hervorgerufenen Schwingungen
der Biomasse. Dargestellt ist neben der Biomassekonzentration und der
Xylanaseaktivitdt der Sauerstoffpartialdruck und das Redoxpotential der
Platinelektrode. (Es sei noch mal daran erinrert, dap zum Erhalt absolu-
ter Werte das Standardpotential von 198 mV zu den MePwerten zuaddiert
werden mup (vergl. Abschnitte 2.4.1 und 3.1.8))

6. Ergebnisse
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Dabei zeigt sich fiir Biomasse, Xylanase und Sauerstoffpartialdruck der
bekannte Verlauf wihrend der Schwingungen. Vergleicht man den zeit-
lichen Verlauf des pO:-Signals mit dem Verlauf des Redoxpotentials, so
ist wihrend der Phasen, in denen der Sauerstoffpartialdruck groper als
Null ist eine deutliche Parallelitdt zwischen den beiden Mepsignalen zu
erkennen. In den Bereichen jedoch, in denen die pOz—Messung den Mef-
wert Null anzeigt, weicht die MeBkurve des Redoxpotentials deutlich von
der des pOz ab.

Das Redoxpotential sank dabei jeweils zunichst auf Werte um -100 mV
ab, wo es mit einer leichten Schwingung fiir einige Stunden verweilte.
Danach fiel das Potential sehr pldtzlich auf Spannungen um —-350 mV ab.
Diese Spannungen blieben erhalten, bis der pH-Wert das nichste Mal
abgesenkt wurde. Als Folge der pH-Absenkung stieg das Redoxpotential
innerhalb weniger Minuten wieder auf positive Werte an. Der Anstieg
resultierte zum Teil aus der direkten pH-Abhéngigkeit des Redoxpoten-
tials, zum anderen zeigte sich auch hier wieder eine deutliche Paralle-
litdt zu dem gleichzeitig ansteigenden Sauerstoffpartialdruck.

Vergleicht man die Zeitabschnitte, in denen Xylanase produziert wird,
beziiglich des dort vorliegenden Redoxpotentials, ist jeweils eine
deutliche Korrelation zwischen der Xylanase-Produktionsphase und der
Phase, in der das Redoxpotential fiir einige Stunden im Bereich mapig
negativer Spannungen um —-100 mV liegt, erkennbar. Sowohl bei positiven,
als auch bei stark negativen Redox-Werten findet Kkeine Xylanase-
produktion statt.

Eine Gegeniiberstellung gleichzeitig in einer kontinuierlichen Fermentation
gemessener Werte des Redoxpotentials und des Sauerstoffpartialdrucks
ergibt eine deutliche Korrelation zwischen beiden MeBsignalen.

Figur 43 zeigt eine Auftragung des Redoxpotentials iiber dem Logarithmus
der pOz-Werte. Dabei ist eine iiber weite Bereiche lineare Abhingigkeit
des Redoxpotentials (mV) vom Logarithmus der Partialdrucks des geldsten
Sauerstoffs (bar) erkennbar. Aufgrund dieses Resultats und aufgrund des
in Abschnitt 2.4.3. erwdhnten Zusammenhangs zwischen dem Redoxpoten~—
tial und der Austauschstromdichte in verdiinnten wissrigen Fermenta-
tionslésungen kann davon ausgegangen werden, dap das gemessene
Redoxpotential der Kulturbrithe unter den vorliegenden Randbedingungen
der Fermentationen (konstante Temperatur, konstanter pH-Wert) in erster
Linie eine Funktion des Sauerstoffgehalts darstellt. Beli einem Sauer-
stoffpartialdruck von ca. 10-® bar (bei einem Fermenter—Innendruck von
1.2 bar entspricht das etwa einem pOz von 0.4 %) ist jedoch die Nach-
weisgrenze der polarographischen Sauerstoffelektrode erreicht.
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Figur 43: Zusammenhang zwischen den MePfwerten des Redoxpotentials und
dem Sauerstoffpartialdruck in der Kulturfliissigkeit

Nach dem in Figur 43 dargestellten Zusammenhang

logie(pO2) = 0.0182 - Redox - 1.96 (Gl. 32)

betrdgt das Redoxpotential im Bereich der Nachweisgrenze der pOz—
Elektrode ca. —60 mV. Dies entspricht ziemlich genau dem Bereich des
Redoxpotentials, in dem die Xylanaseproduktion stattfindet. Unter Bedin-
gungen der Sauerstofflimitierung wird Xylanase demnach von Bacillus
amyloliquefaciens nur bei Sauerstoffpartialdriicken um 10-3 bar produ-
ziert. Bei hdheren Partialdriicken sind die Organismen nicht limitiert und
die Xylanasesynthese unterliegt der Katabolit—-Repression. Sinkt der
Sauerstoffgehalt in der Kulturbrithe deutlich unter 10-8 bar (z.B. Redox-
potential -350 mV) ist die Xylanasesynthese gleichfalls unterdriickt. Die
Tatsache, dap bei 10-3 bar gerade der MeBbereich der pOz -Elektrode
endet (MeBsignal = Null), erklért, weshalb mit dem pOz -Signal zwar der
Beginn, nicht aber das Ende der Xylanase-Produktionsphase erkennbar
war.

6. Ergebnisse
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Das Redoxpotential ist somit nicht im eigentlichen Sinne eine neue Mep-
grope, es ermdglicht jedoch eine gegeniiber dem pO: -MeBsignal bedeutend
exaktere Messung des Sauerstoffgehalts der Kulturbrithe in dem Bereich,
der einen wesentlichen Einflup auf die Repression und Derepression der
Xylanasesynthese hat.

6.6.1. Abhéngigkeit der Produktbildung vom Redoxpotential

Figur 44 zeigt anhand eines Ausschnitts aus einer kontinuierlichen
Fermentation (r= & h) die =zeitliche Folge der Bildung verschiedener
Produkte in Abhédngigkeit vom Sauerstoffgehalt der Kulturfliissigkeit.
Dargestellt sind das Redoxpotential und der Sauerstoffpartialdruck, die
Wachstumsrate der Organismen, die biomassespezifische Xylanaseaktivitit
(U/gTs), die Essigsdurekonzentration und die aus den Daten der Abgas-—
analyse errechneten Grépen Qoz (mmol/(l1-h)), Qcoz (mmol/(l-h)) und
RQ (-).

Fiir die Produktion von Biomasse, Xylanase und Essigsiure ist deutlich
eine zeitliche Aufeinanderfolge zu erkennen, die sich gut den einzelnen
Stufen im Verlauf des Redoxpotentials zuordnen l&pt. Wihrend das Maxi-
mum der Wachstumsrate in den Bereich positiver Redox-Werte fillt, die
Xylanaseproduktion wie geschildert im Bereich von Redox—-Werten um
—100 mV stattfindet, fdllt das Maximum der Essigsiurebildung zeitlich mit
den stark negativen Redoxspannungen um -350 mV zusammen.

Fir den Respirationsquotienten RQ ist ebenfalls eine deutliche Korre—
lation zum Redoxpotential zu erkennen. So sind die Raten der Sauerstoff-
aufnahme Qoz und COz-Produktion Qcez vor dem Beginn der Sauerstoff-
limitierung praktisch gleich (RQ = 1). Danach iibersteigt die COz-
Produktion die Sauerstoffaufnahme, sodap sich Werte fiir RQ von 1.5 bis
1.9 ergeben. Dabei erreicht der RQ jeweils ein erstes Maximum kurz vor
dem Abfallen des Redoxpotentials auf den negativsten Bereich und ein
zweites, hoheres Maximum im Bereich der Redox-Werte um -350 mV.

Die Konzentrationen einer Reihe weiterer Produkte ilber den Verlauf der
ersten Schwingung (t= O bis 30 h) in Figur 44 zeigt Tabelle 10. In
Tabelle 11 sind dariiberhinaus fiir den gleichen Zeitraum die Kohlenstoff-
bilanzen in den drei Phasen unterschiedlichen Redoxpotentials dargestellt.
Die Bilanzbildung ist aufgrund der stark instationdren Zustinde in dem
betrachteten Zeitraum nur mit Schwierigkeiten modglich. Hierin ist auch
der Grund fiir die wunterschiedlichen prozentualen Bilanzausbeuten
zwischen 74 und 100 % zu suchen.

6. Ergebnisse
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Zeit Acetoin Butandiol Ethanol Lactat Succinat Formiat

h mmol/l  mmol/l mmol/l  mmol/l1 mmol/l mmol/1
2.0 1.63 0 1.85 0.41 0.03 2.49
6.0 1.62 0 2.29 0.46 0.27 2.66

15.0 3.96 0.63 0.55 0.84 0.61 0.38

25.0 5.08 5.75 2.64 1.12 2.89 1.39

27.0 n.b. n.b. n.b. 0.42 5.64 9.19

30.0 10.66 2.02 1.53 0.11 2.97 4.07

Tabelle 10: Konzentrationen von Acetoin, 2,3-Butandiol, Ethanol, Lactat,
Succinat und Formiat zu verschiedenen Zeiten in Figur 44

Zeitraum (h) t= 2-6 t= 11-15 t= 25-30

mmolC/(1-h) % mmolC/(1.h) % mmolC/(1-h) %

Substrat:

Glycerin -280 100.0 =740 100.0 =820 100.0
Produkt:

Biomasse 130 46.4 320 43.2 290 35.4
Protein (extrazell.) 15 5.4 108 14.6 0 0
CO2 8 2.9 22 3.0 30 3.7
Acetat 28 10.0 28 3.8 108 13.2
Acetoin 20 7.1 52 7.0 114 13.9
Formiat 9 3.2 0 0 115 14.0
Succinat 4 1.4 8 1.1 109 13.3
Butandiol 0 0 11 1.5 55 6.7
I Produkt 214 76.4% 549 74.2% 821 100%

Tabelle 11: C-Bilanzen (%) der Produktbildung (mmolC/(1-h)) bezogen auf
den Glycerinverbrauch (mmolC/(l.h)) in drei unterschiedlichen Zeitridumen

in Figur 44
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Deutlich ist in den Tabellen 10 und 11 die gesteigerte Produktion von
Acetat, Acetoin, Formiat, Succinat und Butandiol in dem Zeitraum
zwischen t= 25 h und t= 30 h zu erkennen, in dem das Redoxpotential
bei Werten um -350 mV liegt. Die Proteinbildung hat dagegen eindeutig
ihr Maximum in dem Zeitraum zwischen t= 10 h und t= 20 h.

Dieser Befund deutet darauf hin, daB mit dem Absinken des Redoxpoten-
tials auf stark negative Werte eine Umstellung des Energiestoffwechsels
vom aeroben auf einen Girungsstoffwechsel einhergeht. Dabei ist der
Zeitraum, in dem das Redoxpotential ein Plateau von ca. —100 mV hilt,
als Ubergangsphase der Stoffwechselumstellung zu werten, in welcher die
Organismen zwar bereits sauerstofflimitiert sind, ihren Stoffwechsel
jedoch noch nicht auf Gérung umgestellt haben. In dem in Figur 44 dar-
gestellten Fermentationsausschnitt betridgt diese Ubergangsphase ca.
12 Stunden.

Aus den in Figur 44 dargestellten Werten der Abgasanalytik ldBt sich
nebenbei gut der ki.a~Wert des Sauerstoffeintrags unter den Fermenta-
tionsbedingungen ohne Riihren ermitteln. So wurde wihrend des Steady-
states der Biomasse (z.B. t= 20 h) eine Sauerstoffaufnahmerate Qoz von
ca. 1.9 mmol/(l.h) errechnet. Der Wert des Qoz entspricht nach Gl. 13:

dCo2/dt = OTR — Qo2

unter stationdren Bedingungen (dCoz/dt = 0) dem Wert der Sauerstoff-
eintragsrate OTR. W&hrend des Steady-states der Biomasse liegt die
Konzentration des gelOsten Sauerstoffs Coz nahe bei 0 mmol/l. Die
Sédttigungskonzentration des Sauerstoffs Co2* kann als 7 mg/l bzw. 0.22
mmol/l angenommen werden (vergl. Abschnitt 2.4.2). Lést man Gl. 15 nach
kr.a auf, so ergibt sich:

OTR / (Co2*—Coz) und

kr-a

ki-a 1.9 / (0.22 - 0) = 8.2 h-!

GroBenordnungsmiépfig kann fiir ki-a unter den beschriebenen Bedingungen
also ein Wert von ca. 10 h-! angenommen werden.

6. Ergebnisse
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6.6. Versuche zur Regelung des
Redoxpotentials

Die exakte quantitative Messung des Sauerstoffgehalts durch das Redox-
potential macht es moglich, diesen mittels einer geeigneten Methode zu
regeln. Ziel einer solchen Regelung sollte dabei sein, ein Abstiirzen des
Redoxpotentials auf stark negative Werte zu verhindern und den Sauer-
stoffgehalt in dem Bereich festzuhalten, der einer maximalen Xylanase-
produktion entspricht.

Folgende Methoden zur Beeinflussung des Redoxpotentials wurden in
Betracht gezogen:

1. Variation der Verweilzeit
2. Variation des Sauerstoffeintrags OTR
Riihrerdrehzahl
Beliiftungsrate
unterschiedliche Gaszusammensetzung
3. Variation des pH-Wertes
4. elektrochemische Methoden

Mit den beiden letztgenannten Methoden kann zwar das Redoxpotential im
Sinne einer Regelung beeinflupt werden, sie beriicksichtigen jedoch nicht
den Zusammenhang des Redoxpotentials mit dem Sauerstoffgehalt in der
Kulturbrithe und wurden daher als ungeeignet verworfen.

Dieser Zusammenhang ist dagegen bei den ersten beiden Methoden gege-
ben. Der Einflup der Verweilzeit T bzw. der Durchflufrate D auf die
stationdire Sauerstoffkonzentration Cozstat ist in Gl. 20 theoretisch
dargestellt:

Ko+ D
Corgtat = =D Lmmol/I]
Wie Gl. 20 =zeigt, steigt die stationdre Sauerstoffkonzentration mit
steigender Durchflufrate an und sinkt umgekehrt mit kleiner werdender
DurchfluBrate. Die Reaktion des Redoxpotentials auf eine Verweilzeit—
dnderung wird dabei vermutlich relativ trige sein.

Eine spontanere Anderung des Redoxpotentials ist dagegen von einer
Anderung des Sauerstoffeintrags OTR zu erwarten (Gl. 13):

Co,
dt

= OTR - Qo, [mmol/(i-h)]

Eine Vergrioperung des Sauerstoffeintrags OTR hat demnach eine direkte
Steigerung des Sauerstoffgehalts in der Kulturbrithe zur Folge. Im
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Gegensatz zur Variation der Verweilzeit &ndert eine Variation des OTR
jedoch nicht die stationidre Sauerstoffkonzentration.

In einer Reihe von Versuchen sollte daher zunidchst der Versuch gemacht
werden, den Sauerstoffgehalt bzw. das Redoxpotential in der Kultur-
fliissigkeit liber die Verweilzeit zu beeinflussen.

6.6.1. Versuch der Beeinflussung des Redoxpotentials iiber die Verweilzeit

Zuniachst wurden kontinuierliche Fermentationen durchgefiihrt, bei denen
das zeitliche Verhalten der Kultur und des Redk/)xpotentials bei verschie—
denen konstanten Verweilzeiten untersucht wurde. Dazu wurden erneut
gezielt pH-Strepphasen eingesetzt, mit denen der Steady-state der Kultur
immer wieder gestort werden und dadurch jedesmal erneut das "Anfahr-
verhalten" aus der Sauerstoffsdttigung in die Sauerstofflimitierung
durchlaufen werden konnte.

Verweilzeit Biomasse Redox—-Potential

[n]

> 4.5

45 - 3.6

<3.6

Figur 45: Schematische Darstellung des zeitlichen Verhaltens von Bio-
masse und Redoxpotential in unterschiedlichen Verweilzeitbereichen der
chemostatischen Fermentation.

Zeitriume mit Xylanaseproduktion sind schraffiert dargestelit

6. Ergebnisse
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In Figur 46 sind zusammenfassend die "Anfahrvorginge" fiir Biomasse-
konzentration und Redoxpotential bei unterschiedlichen konstanten Ver-
weilzeiten dargestellt. Dabei zeigt sich zwar einerseits eine deutliche
Abhiéngigkeit des stationdren Redoxpotentials von der Verweilzeit. Die
Anderung des stationdren Redoxpotentials mit der Verweilzeit ist dabei
Jedoch nicht stetig, wie nach Gl. 20 zu erwarten ist, sondern es zeigen
sich drei scharf voneinander abgegrenzte Verweilzeitbereiche, in denen
sich das Redoxpotential grundsidtzlich unterschiedlich verhilt.

Bei Verweilzeiten, die grdBer als 4.5 Stunden sind, ist das von den
bisherigen Fermentationen bekannte Bild mit anfangs stark steigender
und dann in einen Steady-state einlaufender Biomasse und dem stufen-
férmigen Absinken des Redoxpotentials giltig.

Auch bei Verweilzeiten kleiner 3.6 Stunden erreicht die Biomasse nach
einer Anfangsphase einen Steady-state. Das Redoxpotential sinkt zu-
néchst ebenfalls auf negative Werte ab, fillt dann aber im Gegensatz zu
den lingeren Verweilzeiten nicht auf stark negative Werte ab. In diesem
Verweilzeitbereich kann also offensichtlich die in Abschnitt 6.5.1. darge-
stellte Stoffwechselumstellung auf Gdrung verhindert werden. G4rungspro-
dukte wie Ethanol, Butandiol oder Lactat sind in diesem Verweilzeit-
bereich nicht zu beobachten, wohl dagegen Acetat und Acetoin, die auch
unter aeroben Bedingungen gebildet werden. Das Redoxpotential bleibt
jedoch nicht dauerhaft in dem m#pig negativen Bereich, sondern steigt
langsam wieder auf Werte um oder leicht iilber 0 mV an. Eine Xylanase-
produktion findet, wie im Fall lingerer Verweilzeiten, ‘nur im Bereich der
miBig negativen Redoxwerte statt.

Aufgrund dieses in Bezug auf das Redoxpotential kontriren Verhaltens
lag die Vermutung nahe, dap in dem Bereich zwischen 3.6 und 4.5 Stun-
den Verweilzeiten existieren, bei denen das Redoxpotential weder ins
Negative abstiirzt, noch ins Positive ansteigt sondern auf den miBig
negativen Werten verbleibt, bei denen die Xylanaseproduktion stattfindet.
Diese Erwartung erfiillte sich jedoch nicht, stattdessen durchlduft die
Kultur in diesem Verweilzeitbereich stabile Eigenschwingungen, in deren
Verlauf das Redoxpotential ebenfalls stark zwischen positiven und nega-—
tiven Werten schwankt. Xylanaseproduktion findet dabei jeweils beim
Durchlaufen der Bereiche leicht negativer Redoxwerte statt.
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Ein Beispiel fiir die scharfe Grenze zwischen dem unteren und dem mitt-
leren Verweilzeitbereich zeigt Figur 46. Dargestellt sind Redoxpotential,
Xylanaseaktivitdt, Biomassekonzentration und die Verweilzeit der Fermen-
tation {ber der Zeit. Wahrend der ersten 40 Stunden des Ausschnitts
betrigt die Verweilzeit 3.64 Stunden. Die Kultur erreicht nach dem Hoch-
wachsen der Biomasse keinen Steady-state, sondern wischt nach kurzer
Zeit wieder aus. Wire die Verweilzeit im Folgenden bei konstant 3.64
Stunden belassen worden, hitte eine stabile Schwingung der Biomasse
resultiert. Im zweiten Teil des gezeigten Ausschnitts wurde die Verweil-
zeit jedoch um nur 0.11 Stunden auf 3.53 Stunden verkiirzt. In diesem
Fall lduft die Biomasse in einen Steady-state ein. Das Redoxpotential
verhélt sich in beiden Fillen, wie in Figur 45 angegeben.

In weiteren Ansitzen wurde versucht, das Redoxpotential durch gezielte
Veranderungen der Verweilzeit daran zu hindern, auf stark negative
Werte abzusinken oder auf positive Werte anzusteigen. Figur 47 zeigt
einen weiteren Ausschnitt aus der gleichen kontinuierlichen Fermentation.
Dargestellt sind wieder Redoxpotential, Xylanaseaktivitit, Biomasse-
konzentration und Verweilzeit. Zus#tzlich ist die Wachstumsrate der
Organismen angegeben.

Begonnen wurde dieser Abschnitt mit einer kurzen Verweilzeit von
2.5 Stunden. Die Verweilzeit lag damit unterhalb der o.g. Grenze von
3.6 Stunden. Die Biomasse erreichte analog dem Schema in Figur 45 einen
Steady-state, wihrend das Redoxpotential nach Durchlaufen negativer
Werte wieder auf Werte um O mV anstieg. Um den Anstieg des Redox-—
potentials zu stoppen, wurde die Verweilzeit daher nach 40 Stunden auf
3.3 Stunden verldngert. Die Biomasse stieg durch diese Mafnahme zwar
von ca. 1.1 g/l auf 1.5 g/l, ein Absinken des Redoxpotentials konnte
dadurch jedoch nicht erreicht werden. Auch eine weitere Verlingerung der
Verweilzeit auf 5 Stunden und damit in den Verweilzeitbereich iiber 4.5
Stunden, in dem es sonst zum Abfallen des Redoxpotentials auf stark
negative Werte kommt, fiihrte zu keiner Erniedrigung des Redoxpotentials,
obwohl die Biomassekonzentration auf ca. 1.9 g/l anstieg.

Der Grund fiir dieses zun#chst iiberraschende Verhalten ist wahrschein-
lich darin zu sehen, daB eine Beeinflussung des Redoxpotentials durch
die Verweilzeit nach dem Ubergang in einen Steady-state mit entweder
stark negativen oder aber positiven Redoxwerten nur iiber eine grund-
legende Anderung des Energiestoffwechsels (aerob —e Gidrung) erreichbar
ist. Solche Stoffwechseldnderungen vollziehen sich jedoch nur mit ver-
gleichsweise langen Totzeiten. Die Art des Stoffwechsels und damit die
Frage,.ob das stationdre Redoxpotential im positiven oder stark negativen
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Bereich liegt, entscheidet sich dabei offensichtlich nach den Bedingungen,
die in jenen ersten Stunden nach dem Einlaufen der Organismen in einen
sauerstofflimitierten Steady-state vorliegen, in denen das Redoxpotential
voriibergehend m#pig negative Werte hat und in welchen auch die Xyla-
naseproduktion stattfindet.

Diese Interpretation bestétigte sich auch im folgenden Versuch, in dem
umgekehrt versucht wurde, ausgehend von einer langen Verweilzeit das
Absinken des Redoxpotentials auf stark negative Werte durch gezieltes
Verkiirzen der Verweilzeit zu verhindern. »

Figur 48 zeigt einen weiteren Ausschnitt aus der gleichen kontinuier-
lichen Fermentation, beginnend mit einer Verweilzeit von 5 Stunden. Die
Fermentation befindet sich daher im Verweilzeitbereich von iiber 4.5
Stunden, sodaPp die Biomasse in einen Steady-state einlduft und das
Redoxpotential den typischen stufenférmigen Verlauf zeigt. Nachdem das
Redoxpotential auf stark negative Werte um -350 mV abgesunken war,
wurde die Verweilzeit fiir 4 Stunden auf 3.3 Stunden verkiirzt. Dadurch
kam es erwartungsgemiP zu einer Abnahme der Biomasse, die Wirkung auf
das Redoxpotential war jedoch nur gering. Nach 4 Stunden wurde die
Verweilzeit daher wieder auf 5 Stunden verlingert. Die Kultur kehrte
darauf jedoch nicht auf ihren alten Steady-state zuriick, sondern stellte
ihr Wachstum ganz ein. Das hatte zur Folge, dap die Kultur auswusch
und das Redoxpotential schlagartig auf positive Werte anstieg.

Nachdem die Biomasse nach dem Auswaschvorgang wieder zugenommen
hatte, wurde ein zweiter Versuch gemacht. Wieder wurde die Verweilzeit
nach dem Absinken des Redoxpotentials auf ca. —-350 mV fiir insgesamt
4 Stunden von 5 auf 3.3 Stunden verkiirzt. Die kiirzere Verweilzeit wurde
jedoch "pulsartig" auf zweimal 2 Stunden mit einer Zwischenzeit von
einer Stunde Dauer verteilt. Auch in diesem Versuch kam es wihrend der
kiirzeren Verweilzeit jeweils zu einer Abnahme der Biomassekonzentration,
der beabsichtigte Anstieg des Redoxpotentials war jedoch zunichst nur
gering. Wihrend des zweiten "Puls" mit 3.3 Stunden Verweilzeit kam es
dann pldtzlich zu einem raschen Ansteigen des Redoxpotentials. Um ein
Uberschwingen auf positive Werte zu verhindern, wurde die Verweilzeit
sofort wieder auf 5 Stunden verlingert und nach 0.7 weiteren Stunden
der kontinuierliche Betrieb fiir 2 Stunden ganz gestoppt (Batch). Die
Kultur hatte ihr Wachstum zu dieser Zeit jedoch bereits eingestellt, sodaf
die Organismen bei erneutem Kkontinuierlichem Betrieb ausgewaschen
wurden.

Auch an diesem Beispiel wird deutlich, daB eine gezielte Beeinflussung
des Redoxpotentials praktisch unmoglich ist, nachdem das Redoxpotential
den Bereich m#pig negativer Werte verlassen hat.



118

— 300

200

Redoxspannung [mV]

100

mV
o)

-100
-200
-300

— =400

Xylanase [U/mi]

U/mi

P-N

L
e

m— o T T T T T T T T T
4 | .
Biomasse [g/!]
3 1 |
5 g ] l
, | I
] | |
— 0 T T |f T T T T 1 T T
l !
1 { Wachstumsrate [h7']
- i |
' |
£ i
0.5 ] ‘
D — R PRV S — J--\
T 171 T T T T 71 T
i i
5 ! | I
4 U
=
3 4 |
Verweilzeit [h]
I :
2 T T — T T T — T

o 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Zeit [h]

Figur 48: Versuch der Beeinflussung des Redoxpotentials durch Verkiirzen
der Verwelilzeit

6. Ergebnisse



119

Anhand der hier aufgefiihrten Ergebnisse 14Bt sich zusammenfassend fest-—
stellen:

Die kontinuierliche Kultur zeigt in scharf voneinander abgrenzbaren,
unterschiedlichen Verweilzeitbereichen ein unterschiedliches Verhalten
beziiglich des sich einstellenden Redoxpotentials. Bei langen Verweilzeiten
bildet sich im Steady-state ein stark negatives Redoxpotential aus, bei
kurzen Verweilzeiten steigt das Redoxpotential wihrend des Steady-
states wieder auf positive Werte an. Dazwischen existiert ein Bereich mit
Biomasseschwingungen.

Ein stationdres Verweilen des Redoxpotentials auf Werten, bei denen eine
Xylanaseproduktion stattfindet, konnte bei keiner Verweilzeit beobachtet
werden. Diese méBig negativen Redoxpotentiale traten stets nur in insta-—
tiondren Ubergangsphasen auf, in denen sich der Stoffwechsel auf einen
Steady-state umstellt.

Die Verweilzeitbereiche sind mit unterschiedlichen Wegen des Energie-
stoffwechsels im Steady-state verbunden. So zeigen die Organismen bei
langen Verweilzeiten einen Girungsstoffwechsel mit 2,3-Butandiol, Lactat,
Succinat und Ethanol als Produkten. Bei kurzen Verweilzeiten liegt dage-
gen ein aerober Stoffwechsel vor, bei dem allenfalls Acetat und Acetoin
als Produkte auftreten (vergl. Abschnitt 2.3).

Der Ubergang von dem einen Stoffwechsel auf den anderen ist mit erheb-
lichen Totzeiten verbunden, starkes Verldngern oder Verkiirzen der Ver-
weilzeit kann dabei sogar zum Auswaschen der Kultur fithren. Diese Tot-—
zeiten machen ein regelndes Wirken auf das Redoxpotential unmdglich,
sobald sich die Kultur in einem Steady-state befindet. Eine Regelung mup
daher in den Prozep eingreifen ehe sich ein endgiiltiges Redoxpotential in
einem Steady-—state eingestellt hat.

Da eine Variation der Verweilzeit auch bei rechtzeitigem Eingreifen nur
eine sehr trdge Reaktion auf das sich &4ndernde Redoxpotential ermdg-
licht, ist mit dieser Methode eine gezielte Beeinflussung und damit
Regelung des Redoxpotentials nicht méglich.
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6.6.2. Regelung des Redoxpotentials durch Variation der Rithrerdrehzahl

Da das Redoxpotential unter den gegebenen Fermentationsbedingungen in
erster Linie vom Sauerstoffgehalt in der Kulturbrithe abh#ngig ist, ist,
wie eingangs anhand Gl. 13 gezeigt, eine direkte Beeinflussung durch
eine gezielte Variation des Sauerstoffeintrags OTR in die Fliissigkeit
moglich. Dies kann nach Gl. 16 vor allem durch eine Ver#nderung von
ki-a und hier vor allem durch Verénderung der volumenbezogenen Pha-—
sengrenzfliche a (m-1) erreicht werden. Die Grofe von a ist bei einem
konstanten Gasstrom in erster Linie von der Riihrerdrehzahl n (min-t)
abhéngig (Gl. 16 und 17). Von den eingangs genannten Méglichkeiten
wurde daher das Verfahren der Variation der Rithrerdrehzahl gewihit.

Als Vorteil dieses Verfahrens zur Beeinflussung des Redoxpotentials
wurde dabei die spontane Reaktion des Redoxpotentials auf eine Ande-
rung des Sauerstoffeintrags angesehen, wahrend sich eine Verweilzeit—
&nderung nur langsam auf den Sauerstoffgehalt bzw. das Redoxpotential
auswirken kann. Hierdurch ergibt sich die Moglichkeit, den in Abschnitt
6.6.1. dargestelliten Totzeiten von Stoffwechselumstellungen Rechnung zu
tragen, die eine Beeinflussung des Redoxpotentials unmdéglich machen,
wenn sich erst einmal stationidre Zustidnde eingestellt haben.

Vorab wurde zu diesem Verfahren folgende theoretische Uberlegung ange-
stellt (Figur 49): Soll das Redoxpotential durch Variation des Sauerstoff-
eintrags OTR = f(n) auf seinem Sollwert (in der Darstellung: gestrichelte
Linie) gehalten werden, so mup der Sauerstoffeintrag gesteigert werden,
wenn das Redoxpotential die Tendenz hat zu sinken. Umgekehrt muf auf
ein tendenziell steigendes Redoxpotential mit einer Verringerung des
Sauerstoffeintrags reagiert werden. Da die Organismen in der Kultur aber
sauerstofflimitiert sind, die Wachstumsrate py der Organismen nach Gl. 12
also direkt von der Sauerstoffkonzentration in der Kulturfliissigkeit ab-
héngig ist, hat z.B. eine Steigerung des Sauerstoffeintrags eine Erhéhung
der Biomassekonzentration zur Folge. Bei konstanter Verweilzeit und
durch die Regelung konstantbleibender Sauerstoffkonzentration wiirde die
vergréBerte Blomasse einen vergroferten Sauerstoffbedarf Qoz = qo2-X
haben. Das Redoxpotential wiirde dadurch weiterhin die Tendenz haben zu
sinken und der Sauerstoffeintrag OTR miifte weiter erh8ht werden.

Dieses System wire nicht stabil und wiirde seine Grenze z.B. in der
maximalen Riihrerdrehzahl des Fermenters oder der einsetzenden Limi-
tierung durch ein anderes Substrat als Sauerstoff haben. Im umgekehrten
Fall, wenn das Redoxpotential die Tendenz hat zu steigen, wilirde die
Biomassekonzentration sinken und die Regelung hitte ihre Grenze in der
Rithrerdrehzahl Null. Um dieses instabile Regelverhalten zu vermeiden,
muf daher neben der ersten Regelung des Redoxpotentials durch die

6. Ergebnisse
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Riihrerdrehzahl die Biomassekonzentration mit einer simultanen zweiten
Regelung durch Variation der Verweilzeit konstant gehalten werden.

Redox ; -

OTR

Biomasse TN -z ‘ /\“

4
‘

Verweilzeit

Zeit

Figur 49: Theoretische Uberlegung

zur Regelung des Redoxpotentials durch den Sauerstoffeintrag OTR und
zur Regelung der Biomassekonzentration durch die Verweilzeit

Da im Zuge dieser Regelung und im Gegensatz zu den meisten vorange-
gangenen Fermentationen, bei denen nicht geriihrt wurde, mit verstirkter
Schaumbildung im Fermenter zu rechnen war, wurden dem zulaufenden
Medium die in Abschnitt 5.3.2. genannten Antischaummittel zugesetzt.
Hierdurch verstidrkte sich die Koaleszenz der Blasen, sodaB sich die
spezifische Phasengrenzfliche a und damit der Sauerstoffeintrag in die
Kulturbriihe stark verringerte. Das hatte zur Folge, dap bei Fermentation
ohne Rilhrung bei einer Verweilzeit von 5 Stunden aufgrund der Sauer—
stofflimitierung nur eine Biomassekonzentration < 1 g/l im Steady-state
erreicht wurde. Diese unerwiinschte Nebenwirkung des Antischaummittels
konnte ausgeglichen werden, indem, solange keine Redoxregelung statt—
fand, standardmipig mit einer festen Drehzahl von 300 /min gearbeitet
wurde.

Da die stationdren Werte der Biomassekonzentration und des Redoxpoten-—
tials bei dieser Drehzahl wieder mit denen iibereinstimmten, die sich ohne
Antischaummittelzugabe ergeben hatten, kann davon ausgegangen werden,
daB auch der Wert von ki.a unter diesen Bedingungen wieder in der
Gropenordnung von 10 h-t lag.
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Figur 50: Ausschnitt aus kontinuierlicher Fermentation ohne Redox-
regelung. Gleiche Bedingungen wie in nachfolgendem Regelungsversuch

Zur Ermittlung der Werte des Redoxpotentials unter denen bei diesen
leicht verdnderten Versuchsbedingungen die maximale Xylanaseproduktion
stattfindet, wurde zunéichst in der gleichen Fermentation, in der auch die
Regelung des Redoxpotentials stattfinden sollte, ein ungeregelter Vor-
versuch durchgefilhrt. Figur 50 zeigt den entsprechenden Ausschnitt aus
der kontinuierlichen Fermentation. Dargestellt ist das Redoxpotential, die
Biomassekonzentration und die auf die Biomasse bezogene Xylanaseaktivi—
tit (U/gTS). Die Verweilzeit betrug 5 Stunden und lag damit im Verweil-
zeitbereich grdper 4.5 Stunden. Das Redoxpotential zeigt daher seinen
typischen stufenférmigen Verlauf mit dem Ubergangsbereich mépig nega-—
tiver Werte, bei denen die Xylanaseproduktion stattfindet. Dieses Plateau
des Redoxpotentials liegt unter den neuen Bedingungen in einem Bereich
von ca. O bis -50 mV.
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Nachfolgend wurde daraufhin der Versuch gemacht, das Redoxpotential
mittels externer Ansteuerung der Rithrerdrehzahl durch den Redoxregler
in dem Bereich zwischen 0 und -50 mV zu halten und dadurch eine
anhaltende Xylanaseproduktion zu erreichen.

Die zweite Regelung zur Konstanthaltung der Biomasse stand wihrend des
Versuchs allerdings nicht zur Verfiigung. Im praktischen Versuch mufte
die Verweilzeit daher durch Handverstellung jeweils zumindest so ange-
paBt werden, dap die Biomassekonzentration stets in einem solchen
Bereich blieb, dap die Regelung des Redoxpotentials gew#hrleistet blieb.
Da jedoch befiirchtet wurde, dap schlagartiges Verdndern der Verweilzeit
in groBen Stufen durch Handeinstellung (im Gegensatz zum stetigen Ver-
dndern durch einen Regler) zum Auswaschen der Kultur filhren koénnte,
wie in einigen Versuchen zur Variation der Verweilzeit dargestellt, wurde
zusétzlich versucht, die Biomassekonzentration durch leichte Verdnder-
ungen des Redox—Sollwerts innerhalb des Sollbereichs zwischen 0 und -50
mV zu beeinflussen.

Mit diesem Verfahren hat man durch die resultierenden leichten Verdn-
derungen der Sauerstoffkonzentration die Méglichkeit, direkt die Wachs-
tumsrate gy zZu beeinflussen. Bei konstantem Redoxpotential und der ent-
sprechend konstanten Sauerstoffkonzentration ist dagegen nach Gl. 17 die
Wachstumsrate g ebenfalls konstant, sodap die Biomasse nur durch die
Verweilzeit beeinflupt werden kann.

In Figur 51 sind die beiden Regelkonzepte anhand des Ausschnitts aus
der kontinuierlichen Fermentation, in dem die Regelung des Redoxpoten-
tials durchgefiihrt wurde, dargestellt. Wihrend der ersten 17.7 Stunden
des gezeigten Ausschnitts wuchs die Biomasse nach einem vorausge-
gangenen Auswaschvorgang wieder hoch. Das Redoxpotential sank wahrend
dieser Zeit aufgrund der Sauerstoffabnahme von positiven Werten auf ein
Plateau bei -25 mV ab. Eine Redoxregelung fand dabei noch nicht statt.
Die Riihrerdrehzahl betrug konstant 300 min-* und die Verweilzeit T
konstant § Stunden.
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Schon wéihrend dieser Ubergangsphase und damit deutlich bevor das
Redoxpotential mit einer Stoffwechselumstellung auf stark negative Werte
abstiirzen konnte wurde nach 17.7 Stunden die Redoxregelung aktiviert.
Der erste Redox-Sollwert war mit —-15 mV geringfiigig positiver, als das
letzte freie Redoxpotential. Da der Regler hierzu die Riihrerdrehzahl und
damit den Sauerstoffeintrag erhéht, nimmt die Biomasse in ihrer Konzen-
tration weiter zu, anstatt in einen Steady-state einzuschwingen. Um den
oben beschriebenen Konsequenzen der ungehinderten Biomassezunahme
vorzubeugen, wurde zur Zeit t= 19 h die Verweilzeit der Kultur von 5
auf 4 Stunden verkiirzt. Da die Wirkung dieser Mafnahme auf die
Biomassezunahme zunidchst gering war, wurde bei t= 22 h der Redox-
Sollwert auf -25 mV und bei t= 23 h die Verweilzeit auf 3.3 Stunden
verstellit. Von t= 23 bis t= 47 h wurde die Verweilzeit konstant gehal-
ten. Alle Eingriffe zur Beeinflussung der Biomassekonzentration wurden
widhrend dieser Zeit {iber kleine Verdnderungen des Redox—Sollwerts
gemacht. Deutlich ist zu erkennen, wie die Kurve der Biomassekonzen-
tration genau dem von den Redox—-Sollwerten beeinfluBten Verlauf der
Riihrerdrehzahl folgt. Zur Zeit t= 47 h wurde die Verweilzeit dann auf
3 Stunden und zur Zeit t= 51 h auf 2 Stunden verkiirzt. Da es hierdurch
zu einer starken Abnahme der Biomassekonzentration kam, wurde die
Verweilzeit bereits zur Zeit t= 52.56 h wieder auf 2.5 Stunden verlidngert.
Trotzdem kam es in den folgenden Stunden zu einer so starken Biomasse-
verringerung, dap die Rihrerdrehzahl zwischen t= 61 und t= 62.5 h auf
Null zuriickging. Bevor es dadurch zu einem ungeregelten Anstieg des
Redoxpotentials kommmen Kkonnte, wurde der Redox-Sollwert von -50 auf
=25 mV angehoben. Diese MaBnahme bewirkte einen sofortigen Anstieg der
Riihrerdrehzahl, und auch die Biomassekonzentration nahm in einem
langsamen linearen Anstieg wieder zu. Die Verweilzeit wurde wihrend-
dessen bei 2.6 Stunden konstant gehalten. Erst nach t= 84 h wurde die
Verweilzeit schrittweise wieder auf 3.3 Stunden verlingert, wihrend
gleichzeitig der Redox-Sollwert auf -30 mV abgesenkt wurde.

Insgesamt betrug die Zahl der Verweilzeiten widhrend des gezeigten Aus-
schnitts 32 Verweilzeiten, von denen wé&hrend 29 Verweilzeiten die
Redoxregelung aktiv war. Die mittlere Verweilzeit wdhrend der Regelung
betrug 2.84 Stunden.

Figur 52 stellt den gleichen Fermentationsausschnitt dar, wie Figur 61
und zeigt den Verlauf der Xylanaseproduktion wéhrend der Regelung des
Redoxpotentials. Zum Vergleich ist dem geregelten Fermentationsaus-
schnitt der ungeregelte Ausschnitt aus Figur 50 gegeniibergestellt. Dar-
gestellt sind Redoxpotential, Xylanaseaktivitdt, Biomassekonzentration
und die Wachstumsrate der Organismen aus beiden Ausschnitten. Auf-
grund der sich stark &andernden Biomassekonzentration ist die Xylanase-
aktivitat auf die jeweilige Biomasse bezogen dargestellt.
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Deutlich ist in Figur 52 zu erkennen, dap wéhrend der gesamten 29 Ver-
weilzeiten, in denen die Redoxregelung aktiv war, die Xylanaseaktivitit
konstant bei ca. 2600 bis 3000 U/gTS erhalten bleibt. In dem ungere-
gelten Vergleichsbeispiel bricht die Xylanaseproduktion dagegen bereits
nach ca. 3 Verweilzeiten ab, da das Redoxpotential das Plateau bei 0 bis
=50 mV verldpt und auf stark negative stationire Werte abfillt.

Bei einer mittleren Verweilzeit von 2.84 Stunden ergibt sich bei einer
mittleren Xylanaseaktivitdt von 2800 U/gTS eine biomassespezifische
Produktivitit von ca. 1000 U/(gTS-h). Das entspricht nahezu einer
Verzehnfachung gegeniiber dem maximal erreichten Wert von 110 U/(gTS-h)
bei der Fermentation mit durch pH-Absenkung induzierten Biomasse-
schwingungen (vergl. Abschnitt 6.4.2) und einer Steigerung um den
Faktor 30 gegeniiber der biomassespezifischen Produktivititen von
32 U/(gTS-h) in der Fermentation mit Eigenschwingungen der Biomasse
(vergl. Abschnitt 6.4.1).

Eine Produktion der in Abschnitt 6.5.1. genannten Stoffwechselprodukte
Essigsdure, Acetoin, 2,3-Butandiol, Ethanol, Lactat, Succinat und Formiat
konnte wihrend der gesamten Zeit mit Redoxregelung nicht beobachtet
werden. So lag die Essigsdurekonzentration stidndig unter 2 mmol/l, widh-
rend die Konzentrationen der iibrigen Substanzen mit den beschriebenen
Methoden nicht nachweisbar waren.

Dieses Ergebnis zeigt deutlich, daBp durch das rechtzeitige und spontan
wirksame Regeln das Redoxpotential auf den miBig negativen Werten des
Ubergangsbereichs gehalten werden konnte und damit sowohl ein Umstei-
len des Stoffwechsels auf Gérung, wie es ohne Regelung passiert wére,
als auch ein unerwiinschtes Ansteigen des Redoxpotentials vollstindig
vermieden werden konnte. ’

Aufgrund der verschiedenartigen Beeinflussung der Biomassekonzentration
sowohl durch Verdnderungen am Redox-Sollwert wie durch Handverstel-
lung der Verweilzeit kam es zu schwer iiberschaubaren Wechselwirkungen
zwischen den beiden Einfliissen und dadurch zu den beobachteten
Schwankungen in der Biomassekonzentration.

Vergleicht man den Verlauf der Wachstumsrate in Figur 52 mit den
jeweils eingestellten Redox-Sollwerten (Figur 51), erkennt man dap die
jeweiligen Werte der Wachstumsrate und damit deren starke Schwankungen
genau den Anderungen des Redox-Sollwerts bzw. den resultierenden
Sauerstoffkonzentrationen folgen, wie es auch nach Gl. 12:

Co -
M = Mmax * 'Ko—..,,zca [h 1]
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zu erwarten ist. Allerdings reagiert die Wachstumsrate nur mit gewisser
Trégheit auf jeweils neue Redox-Sollwerte und damit neue konstante
Sauerstoffpartialdriicke in der Kulturfliissigkeit und neigt daher meistens
zu einem deutlichen Uberschwingen.

Die Beeinflussung der Biomassekonzentration durch Andern des Sollwerts
des Redoxpotentials stellte jedoch nur einen Kompromif dar, da die
beschriebene automatische Regelung der Biomasse, basierend auf der
kontinuierlichen Messung der optischen Dichte der Kultur, nicht zur
Verfiigung stand. Im Idealfall wird die Konzentration der Biomasse allein
durch automatisch geregelte Variation der Verweilzeit konstant gehalten
(turbidostatische Regelung), widhrend das Redoxpotential iiber die Riihrer-
drehzahl auf einem festen Redox-Sollwert geregelt wird.

Zusammenfassend l4pt sich feststellen, dap sich mit diesem Verfahren der
Regulation des Redoxpotentials iiber die Variation des Sauerstoffeintrags
ein konstanter definierter Sauerstoffpartialdruck in der Kulturfliissigkeit
erzeugen l4pt, der einer maximalen Xylanaseaktivitit entspricht. Durch
simultane Regelung der Biomassekonzentration ldpt sich damit eine kon-
stante hohe Ausbeute extrazellulirer Xylanase im Kulturfiltrat der
kontinuierlichen Kultur gewinnen.

Wesentlich fir den Erfolg dieses Verfahrens ist, daf die Regelung in den
ProzeB eingreift, deutlich bevor es zu einem Abstiirzen des Redoxpoten-
tials und einer Stoffwechselumstellung kommt, die aufgrund langer
Totzeiten praktisch irreversibel ist. Der entscheidende Vorteil der
Regelung des Redoxpotentials iiber den Sauerstoffeintrag gegeniiber der
Verweilzeitvariation ist dabei das spontane Ansprechen des Redoxpoten-
tials auf Anderungen der Rithrerdrehzahl im Fermenter.

6. Ergebnisse
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7. DISKUSSION

Die wesentlichen Ergebnisse dieser Arbeit sollen im folgenden diskutiert
werden. Besondere Schwerpunkte sind dabei die Oszillationen der Bio-
masse, die Regulation der Xylanasesynthese in der Zelle, die Messung der
fiir die Regulation charakteristischen Parameter sowie die Méglichkeiten
aufgrund der Messung dieser Parameter mittels einer Regelung die Orga-
nismen in kontinuierlicher Kultur auf Dauer in einem Zustand zu halten,
der eine konstante, andauernde Xylanaseproduktion ermdglicht. Abschlie-
Bend sollen anhand einiger Modellrechnungen die Méglichkeiten und Kon-
sequenzen des Regelungskonzepts diskutiert werden.

7.1. Oszillationen der Biomasse

In der kontinuierlichen Fermentation konnten sowohl freie, stabile
Schwingungen, als auch induzierte Schwingungen der Biomasse erzeugt
werden. Wéhrend die induzierten Schwingungen jeweils durch eine soge-
nannte StreBphase eingeleitet werden muften, die Biomasse aber jedesmal
nach einer Schwingung wieder in einen Steady-state einlief, brauchten
die freien Schwingungen keinen Anstof und dauerten mit gleichbleibender
Amplitude und Frequenz an. Diese freien Schwingungen wurden zunichst
nur beobachtet, wenn die Fermentation bei niedrigen pH-Werten unterhalb
PH 6.5 stattfand. Spidter zeigte sich dann aber, daf freie Schwingungen
unter bestimmten Bedingungen auch bei PH 6.0 auftreten kdnnen.

Die Ursachen fiir sowohl die freien als auch die induzierten Schwingungen
konnten bisher nicht mit letzter GewiBheit gekldrt werden. Auffillig war
jedoch, dap das Absenken des pH-Werts nur dann als Anstop fiir eine
induzierte Schwingung wirksam war, wenn das Redoxpotential auf sehr
niedrigen Werten um -350 mV lag. Bei diesen Redoxpotentialen wurden
stets die hdchsten Konzentrationen von organischen Siuren, vor allem
Acetat, im Medium beobachtet. Denkbar ist, dap eine pH-Absenkung bei
hohen Konzentrationen organischer Siuren zu einer Vergiftung der Orga-
nismen fihrt, da der Dissoziationsgrad der Carboxylgruppen bei Ernied-
rigung des pH-Werts um eine pH-Einheit etwa um eine 10er-Potenz sinkt.
Die Giftigkeit verschiedener organischer Siduren fiir die Organismen nimmt
im allgemeinen mit abnehmendem Dissoziationsgrad zu (Kneifel, 1986).
Denkbar ist, dap die Bakterien aufgrund der pldtzlichen Giftigkeit der
S&uren ihr Wachstum einstellen und daher ausgewaschen werden.

Eine Mdglichkeit, die freien Schwingungen bei niedrigen pH—-Werten zu
erkldren, bietet die von Wood (1961) beschriebene Beobachtung, dap das
Produktspektrum der Organismen selbst stark pH-abhéngig ist. So sind
bei pH-Werten iiber 6.3 Acetat und Formiat die Hauptprodukte, darunter
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schaltet der Stoffwechsel jedoch auf die Bildung von 2,3-Butandiol und
CO2 um. Butandiolbildung ist bei Bacillus nach Wood (1961) stets mit der
Bildung etwa &quimolarer Mengen Glycerin verbunden. Sowohl 2,3-Butan-
diol als auch Glycerin sind dabei Produkte der NAD* -Regenerierung. Da
Glycerin in dem in dieser Arbeit verwendeten Medium die C-Quelle ist,
und somit nicht gleichzeitig Girungsprodukt sein kann, ist denkbar, dap
Bacillus bei niedrigen pH-Werten unterhalb pH 5.5 nicht in der Lage ist,
sein NAD* vollstdndig zu regenerieren, sodap der Energiestoffwechsel
zusammenbricht, die Organismen nicht mehr wachsen kénnen und die
Kultur beginnt auszuwaschen.

Die Fermentation mit freien Schwingungen bei pH-Werten zwischen 5.5
und 5.1 wurde mit einer Verweilzeit von 11 Stunden durchgefiihrt. Bei
dieser Verweilzeit liefen sich bei pH—-Werten zwischen 6.0 und 6.5 keine
Schwingungen der Biomasse beobachten. Bei pH 6.0 traten freie Schwin-
gungen nur in einem engen Verweilzeitbereich zwischen v= 3.6 h und 1=
4.5 h auf. Der pH-Wert von 6.0 liegt ebenfalls unterhalb der in der
Literatur (Wood, 1961; Doelle, 1975) angegebenen pH-Grenze von pH 6.3,
unterhalb derer der Stoffwechsel von Bacillus auf Butandiol- und
Glycerinbildung umschaltet. Der fiir pH-Werte zwischen 5.0 und 5.5 dis—
kutierte Grund fiir die freien Schwingungen koénnte also auch bei pH 6.0
zutreffen. Mdéglich ist, dap die Voraussetzungen fiir das Auswaschen der
Organismen (Akkumulation von organischen Siuren, Zusammenbrechen des
Energiestoffwechsels) nur innerhalb eines bestimmten Verweilzeitbereichs
wirksam werden. Dieser Verweilzeitbereich scheint dabei um so breiter zu
sein, je niedriger der pH-Wert in der Fermentation liegt, da mit sin-
kendem pH-Wert einerseits die Giftigkeit der produzierten organischen
Siduren zunimmt und zudem der Stoffwechsel zunehmend auf der Seite der
Butandiol- und Glycerinbildung liegt, wodurch die Mdoglichkeiten der
NAD*—Regenerierung abnehmen.

Vor allem die Moglichkeit der Induktion von Schwingungen durch die pH-
Wert—Absenkungen wurde in dieser Arbeit genutzt, um innerhalb des
kontinuierlichen Systems immer wieder die Ubergangszustinde zwischen
dem exponentiellen Wachstum und dem Steady-—-state der Biomasse durch-
laufen zu koénnen in denen eine Xylanaseproduktion stattfindet. Neben
einer quasikontinuierlichen Enzymproduktion, die zu Xylanaseausbeuten
von 32 U/(gTS-h) im Fall der freiemn und zu 110 U/(gTS-h) im Fall der
induzierten Schwingungen fiihrte, konnten dabei Erkenntnisse tiiber die
Regulation der Xylanase—Synthese bei Bacillus amyloliquefaciens in
Abhéngigkeit von den die Organismen umgebenden Kulturbedingungen
gewonnen werden.

7. Diskussion
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7.2. Konstitutive Xylanase—Synthese

Bereits mit den anfinglichen Versuchen zur Medienzusammensetzung
konnte gezeigt werden, dap die Synthese der extrazelluldren Xylanase bei
Bacillus amyloliquefaciens weitgehend konstitutiv ist. So wurden mit
Glucose, Lactose und Glycerin als C-Quelle héhere Xylanaseaktivititen
erreicht, als mit dem Enzymsubstrat Xylan. Noch héhere Biomasse-
spezifische Aktivititen konnten mit Xylose als C-Quelle gemessen wer-
den. Das Wachstum der Organismen war dabei jedoch sehr gering. Es mup
daher bezweifelt werden, dap dieser Befund auf einen induktiven Effekt
der Xylose auf die Xylanasesynthese zuriickzufiihren ist. Wahrscheinlicher
ist, dap, wie spiter diskutiert, das sehr langsame Wachstum der Orga-
nismen auf Xylose eine Katabolit—Repression der Xylanasesynthese ver-
hindert, sodap bezogen auf die Biomasse sehr hohe Aktivititen resul-
tieren.

Eine konstitutive Synthese extrazellulidrer Enzyme bei Bacillus amylo-
liquefaciens wurde unter anderem von Coleman (1967) fiir die a—-Amylase
beschrieben.

In diesem Fall ermdglichte es die konstitutive Synthese der Xylanase, auf
den Feststoff Xylan im Nihrmedium zu verzichten. Stattdessen wurde
Glycerin als C-Quelle verwendet.

7.3. Katabolit—Repression der Xylanase—Synthese

Sowohl in Batch- als auch in Kkontinuierlichen Fermentationen zeigte
sich, dap die konstitutive Synthese der Xylanase und anderer extra-
zelluldrer Enzyme wie Amylase und Protease jeweils erst einsetzt,
nachdem das ungehinderte, exponentielle Wachstum der Organismen mit
maximalen Wachstumsraten von 0.7 bis 1.0 h-t abgeschlossen ist. Der
wahrscheinliche Grund fiir dieses Verhalten ist eine Katabolit—-Repression
der Xylanase-Synthese wihrend des exponentiellen Wachstums, so wie fiir
die Synthese der meisten, wenn nicht aller extrazelluldren Enzyme von
Prokaryonten eine Katabolit-Repression vermutet wird (Priest, 19883). Fiir
Bacillus amyloliquefaciens wurde eine Katabolit-Repression beispielsweise
fir die Synthese der a-Amylase beschrieben (Ingle & Boyer, 1976).

Die Katabolit—Repression extrazelluldrer Enzyme bei Bacillus wird wie die
Katabolit-Repression intrazellulirer Enzyme bei E. coli bisher meist im
Zusammenhang mit der Konzentration einer leicht metabolisierbaren C-
Quelle (Priest & Thirunavukkarasu, 1985; Laishley & Bernlohr, 1968) oder
auch N-Quelle (Egorov et al., 1984; Hanlon et al., 1982) im Medium
gesehen. Voraussetzung fiir das Aufheben der Katabolit—Repression ist
danach immer das fast vollstindige Verschwinden dieser Stoffe aus dem
Néhrmedium der Organismen.
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Konstitutive und induzierbare Exoenzyme, die einer Katabolit—Repression
unterliegen und dadurch nicht direkt an das Wachstum der Organismen
gekoppelt sind, sondern erst gebildet werden, wenn das Wachstum durch
eine Limitierung gebremst wird, lassen sich nach allgemeiner Auffassung
(Frankena et al., 1985; Baig et al., 1984; Priest, 1983; Heinecken &
O'Connor, 1972) in kontinuierlicher Kultur entweder gar nicht, oder nur
im Bereich langer Verweilzeiten gewinnen. Die Ursache dafiir ist, dap die
stationidre Konzentration des die Katabolit—Repression verursachenden
Substrates mit kiirzer werdender Verweilzeit groBer wird (vergl. Figur 4),
sodap sich der reprimierende Effekt verstidrkt. Die Folge ist, dap die
Produktion rein konstitutiver Enzyme mit steigender Durchflufrate
allgemein sinkt. Bei der Produktion von induzierbaren Enzymen existiert
in Abhéngigkeit von der Durchflufrate ein Optimum 2zwischen der indu-
zierenden und der reprimierenden Wirkung des Substrates. Dieses Optimum
ist beispielsweise fiir die a—Amylase—Produktion mit Bacillus caldolyticus
fiir Durchflupraten von 0.1 bis 0.256 h-* (Emanuilova & Toda, 1984) und
fiir die Protease—Produktion mit Bacillus licheniformis mit 0.22 h-t
(Frankena et al., 1985) angegeben. Die Biomasse—-spezifische Protease-
aktivitdt sinkt im zuletztzitierten Beispiel allerdings linear mit stei-
gender Wachstumsrate bis auf Null ab.

Solange das reprimierende Substrat ein Bestandteil des stidndig zudosier-—
ten Mediums ist, filhrt das Bestreben, die Organismen einer Limitierung
durch dieses Substrat auszusetzen konsequenterweise zum Einstellen
langer Verweilzeiten.

7.4. Sauerstofflimitierung der Kultur

Der Auffassung, dap die Katabolit—Repression nur durch eine Limitierung
der im Medium enthaltenen C- oder N-Quelle aufgehoben werden kann,
widersprechen die in dieser Arbeit gemachten Beobachtungen teilweise. So
beginnt die Produktion der extrazelluliren Enzyme Xylanase, Amylase und
Protease in der Batch-Fermentation stets lange bevor die C-Quelle
Glycerin oder die N—-Quellen NH«* und NOs~ aufgebraucht sind. In der
kontinuierlichen Fermentation liegen die stationdren Konzentrationen
dieser Nihrstoffe ebenfalls deutlich im Uberschup vor, sodap die Exo-
enzymproduktion theoretisch dauerhaft reprimiert sein sollte. Stattdessen
setzt die Exoenzymproduktion in dem Augenblick ein, in dem die Konzen-
tration des in der Kulturfliissigkeit gelOosten Sauerstoffs auf Null zuriick-
gegangen ist.

Da nicht anzunehmen ist, dap die Regulation der Enzymsynthese in einem
direkten Zusammenhang mit der Sauerstoffkonzentration steht, ist es
wahrscheinlich, daB die Katabolit—Repression bei Bacillus allgemein von
einer Limitierung des Wachstums bzw. von der resultierenden Wachstums-

7. Diskussion
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rate abhéingig ist. Das wilrde bedeuten, dap die Katabolit—Repression
nicht von der Konzentration eines N#hrstoffes, sondern vom Energiezu-
stand der Zellen abhingt. Dieser wiederum ist von der Verfiigbarkeit des
Sauerstoffs abhidngig, der als Elektronenakzeptor im energieliefernden
Respirationsstoffwechsel der Organismen erforderlich ist.

Diese Interpretation der Katabolit—Repression ist in der Lage, sowohl die
Verwellzeit—Abhéngigkeit der Exoenzymproduktion in C~ oder N-limitier-
ten Kulturen, als auch die in dieser Arbeit beschriebene Tatsache des
Aufhebens der Repression bei gleichzeitiger C- wund N-Sidttigung 2zu
erkldren. Sie erkldrt auch die Beobachtung, dap beim langsamen Wachstum
auf einer schlecht metabolisierbaren C—Quelle wie Xylose eine Katabolit—
Repression gar nicht erst stattfindet, sodaPp hohe Biomasse-spezifische
Aktivititen der Xylanase resultieren (vergl. Abschnitt 7.2).

Die Limitierung der Organismen durch den Sauerstoffmangel hat gegeniiber
einer Limitierung durch eine im zulaufenden Nihrmedium enthaltene
Substanz den Vorteil, dap der Sauerstoffeintrag in das Medium unab-
héngig von der Verweilzeit variiert werden kann. Zwar ist die stationire
Sauerstoffkonzentration Coz nach Gl. 20 ebenfalls von der Verweilzeit
abhéngig, kurzfristige Anderungen, wie sie fiir eine gezielte Regelung
einer limitierenden Konzentration erforderlich sind (s.u.), lassen sich
jedoch nur mit einem Substrat erreichen, dessen Zufiihrung, wie die des
Sauerstoffs, innerhalb weniger Sekunden erhdht oder erniedrigt werden
kann. Mit Hilfe der Redox—-Regelung konnte dieses Verfahren, wie spiter
diskutiert, auch tatséchlich realisiert werden.

Zunidchst trat jedoch bei der sauerstofflimitierten Fermentation ein
anderes Problem auf: Obwohl die Katabolit—Repression der Xylanasesyn-
these durch die Sauerstofflimitierung des Wachstums der Organismen auf-
gehoben wurde und obwohl die Sauerstofflimitierung wihrend der konti-
nuierlichen Fermentation andauerte, liep die Xylanaseproduktion im
Verlauf der Fermentation nach und hérte schlieplich véllig auf.

Anfingliche Vermutungen {iber einen Zusammenhang mit der Morphologie
der Organismen (Ketten— und Flockenbildung oder Einzelzellen) oder gar
ein genetischer Verlust der Fahigkeit Xylanase zu produzieren, besti-
tigten sich nicht. Ein genetischer Verlust konnte nicht stattgefunden
haben, da die Xylanaseproduktion wieder einsetzte, wenn die Kultur
infolge von Biomasse—-Schwingungen erneut den Ubergang vom exponen-
tiellen Wachstum in die Sauerstofflimitierung durchlief. Der Zusammenhang
mit der Zellmorphologie blieb lidnger unklar: So wurden die Ketten und
Flocken zwar jeweils im Steady-state der Biomasse von den Einzelzellen
abgeldst, nach jedem Auswaschen wuchsen die Organismen jedoch zu-
néchst wieder in Kettenverbidnden heran. Erst bei den Versuchen mit
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geregeltem Redoxpotential zeigte sich, dap die Xylanaseproduktion nicht
an das Vorhandensein von Ketten oder Flocken gebunden ist.

Der Grund fiir den Riickgang der Xylanaseproduktion trotz Sauerstoff—
limitierung wurde erst erkannt, als zusidtzlich zur Messung des Sauer-
stoffpartialdrucks pOz das Redoxpotential in der Kulturfliissigkeit
bestimmt wurde. Das Redoxpotential erlaubt, wie spidter diskutiert vs}erden
soll, eine genaue quantitative Messung des Sauerstoffpartialdrucks auch
in den Bereichen, die unterhalb der Nachweisgrenze der polarographischen
Sauerstoffelektrode liegen. Dabei zeigte sich, daB sich der Sauerstoff-
gehalt in der Kulturfliissigkeit auch dann noch stark #Andert, wenn die
Sauerstoffelektrode nur noch den Wert Null anzeigt.

So sank der Sauerstoffpartialdruck in der Fliissigkeit, wenn die Ver-
weilzeit der Fermentation lédnger als 4.5 h war, jeweils zunidchst auf ca.
10-% bar ab, hielt sich dort iiber einige Stunden und sank dann, wihrend
die Kultur in einen Steady-state einlief, auf wesentlich niedrigere Werte
ab. Bei kiirzeren Verweilzeiten sank der Sauerstoffpartialdruck ebenfalls
zunichst fiir einige Stunden auf ca. 10-2 bar ab, stieg im Steady-state
aber wieder auf 2102 bar an. Ein stationdres Verweilen des Sauerstoff-
partialdrucks in dem Bereich um 10-® bar konnte bei keiner Verweilzeit
erreicht werden.

In allen Féllen zeigte sich, dap Xylanaseproduktion nur stattfindet, wenn
der Sauerstoffpartialdruck in der Kulturfliissigkeit in dem instationdren
Bereich um 10-% bar (1023 bis 10-35 bar) liegt. Bei hdheren Werten
unterliegt die Synthese der Xylanase wie gezeigt einer Katabolit—
Repression, bei niedrigeren Sauerstoffkonzentrationen kommt es dagegen
wahrscheinlich zu einer Umstellung des Energiestoffwechsels auf Girung,
wodurch ebenfalls die Synthese extrazelluldrer Enzyme unterdriickt ist.

Die Xylanaseproduktion ist demnach nicht an einen allgemeinen Zustand
der Sauerstofflimitierung gebunden, sondern findet nur statt, wenn der
Sauerstoffpartialdruck zwar niedrig ist, sich aber in dem definierten
instationdren Bereich um 10-% bar befindet, Sinkt er, wie es im Steady-
state bei Verweilzeiten 24.5 h stets geschieht, auf darunter liegende
Werte ab, oder steigt er, wie im Steady-state von Verweilzeiten <3.6 h,
so endet die Xylanaseproduktion wieder.

Da der erwdhnte Bereich optimaler Sauerstoffpartialdrﬁcke unter statio-
ndren Bedingungen nicht selbstédndig erhalten bleibt, mup dieser, will man
eine dauerhafte Enzymproduktion erreichen, durch eine wirksame Regelung
aufrechterhalten werden.

Auch Frankena et al. (1986) haben am Beispiel der Protease—Produktion
mit Bacillus licheniformis den positiven Effekt einer Sauerstofflimitierung

7. Diskussion
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auf das Aufheben der Katabolit—Repression beobachtet und die Katabolit—
Repression in einen Zusammenhang mit dem Energiestoffwechsel gestellt.
Bei konstantem Sauerstoffeintrag in die Kultur und fehlender Moglichkeit
zur Quantifizierung der Sauerstofflimitierung wurde von den Autcren
jedoch auch in diesem Fall beschrieben, dap die Proteasesynthese im
Steady-state bereits bei einer Wachstumsrate von py= 0.2 h-! weitgehend
reprimiert war.

7.5. Messung des Redoxpotentials

Vergleichende Messungen des mit der Platinelektrode gemessenen Redox-
potentials und des mit der polarographischen Sauerstoffelektrode be-
stimmten Sauerstoffpartialdrucks in der Kulturfliissigkeit zeigten, dap das
Redoxpotential in erster Linie vom Sauerstoffgehalt abhidngig ist. So
wurde das Redoxpotential stets mit sofortiger Wirkung positiver, wenn der
Sauerstoffeintrag OTR in die Fliissigkeit erh6ht wurde und wurde umge-
kehrt sofort negativer, wenn der Sauerstoffeintrag verringert wurde.

Der Grund fiir diese Abhdngigkeit ist, wie in Abschnitt 2.4.3. dargestellt,
dap die Austauschstromdichte der in der Fermentationsbrithe vorliegenden
organischen Redoxsysteme an der Platinelektrode sehr gering ist (Biihler,
1985), wihrend sich die Konzentrationen der Salze, deren Redoxsysteme
eine héhere Austauschstromdichte mit der Platinelektrode haben, im Ver-
lauf der Fermentation wenig dndern. Unter den Redoxsystemen mit hoher
Austauschstromdichte liegt einzig der Sauerstoff in stark verdnderlichen
Konzentrationen vor.

So ergab sich unter den bestehenden Bedingungen (pH-Wert, Temperatur)
nach Gl. 32 folgender Zusammenhang:

logie(pO2) = 0.0182 . Redox (mV) - 1.95

Der logarithmische Zusammenhang zwischen den beiden MeBsignalen ergibt
sich nach Radjai et al. (1984) aus der Nernst—Gleichung (Gl. 21):

R-T | | Ao
Ared

[mv]
Fir die Redox—-Reaktion:
%02 + 2H* + 2e¢- a2 H20
ergibt sich folgender Zusammenhang (mit Eo= 1.23 V und n= 2):

Er = 1.23 + 0.059/2 - (log (pO2%) -~ 2pH) (V)
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LO6st man diese Gleichung nach log pOz auf, so ergibt sich:
log pO2 = 4/0.059 . En + (1.23-2pH)

wobei 4/0.059 = 67.7 als Steigung und (1.23-2pH) als Achsenabschnitt
einer Geraden-Gleichung angesehen werden koénnen:

log pOz = a.Redox + b

Bezogen auf einen pH-Wert von 6.0 und eine Messung gegen eine
Ag/AgCl-Referenzelektrode (Erer= 198 mV) lautet der Zusammenhang:

log pO2 = 0.068 . Redox (mV) — 46.0

In dieser Arbeit wurden die Steigung a und der Achsenabschnitt b als
a= 0.0182 und b= 1.95 bestimmt (Gl. 32). Auffdllig ist dabei vor allem,
dap die Steigung a etwa um den Faktor 4 kleiner gefunden wurde, als es
der theoretische Zusammenhang nahelegt. Ahnliche Werte, wie die in
dieser Arbeit ermittelten, fanden Radjai et al. (1984) bei der Homoserin-
Fermentation mit Corynebacterium glutamicum mit 0.0157 fiir a und 0.071
fiir b. Sie weisen darauf hin, dap diese Konstanten nicht universal sind
und von Fermentationstyp zu Fermentationstyp differieren kdénnen.

Aufgrund des logarithmischen Zusammenhangs zwischen dem Sauerstoff-
partialdruck und dem Redoxpotential ist eine sehr viel genauere Messung
des Sauerstoffpartialdrucks bei niedrigen Werten méglich. So endet der
MeBbereich der polarographischen Sauerstoffelektrode etwa bei 102 bar
(vergl. Figur 43). Geht man davon aus, dap der in Gl. 32 dargestellte
Zusammenhang auch bei Redoxpotentialen um -350 mV gilt, so entspricht
das einem Sauerstoffpartialdruck von weniger als 10-8 bar. Da Gl. 32
aber nur anhand von Sauerstoffwerten aus dem Bereich von 0.25 bis
10-3 Dbar bestimmt werden Kkonnte, ist eine gewisse Vorsicht bei der
linearen Extrapolation bis zu den ganz niedrigen Redox-Werten geboten.

Der Frage der Interpretation des Verlaufs des Redoxpotentials fiir den
Stoffwechsel der Organismen ist Jacob (1970) nachgegangen. Der Autor
unterscheidet dabei deutlich den Verlauf des Redoxpotentials wihrend
Batch—-Fermentationen bei aeroben, fakultativ anaeroben und anaeroben
Organismen. Den in dieser Arbeit beobachteten, charakteristisch stufen-
féormigen Verlauf des Redoxpotentials beschreibt Jacob (1970) fiir die
fakultativ anaeroben Organismen wie beispielsweise Proteus vulgaris.
Auch dort sinkt das Redoxpotential zunidchst mit dem pOz2. Nachdem der
pOz auf Null gesunken ist, verlangsamt sich die Rate des Negativwerdens
fir eine Weile und sinkt dann wie in dieser Arbeit beschrieben sehr
schnell auf stark negative Werte ab. Fiir strikt aerobe Organismen
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beschreibt der Autor dagegen, dap das Redoxpotential nach Erreichen des
Plateaus schwach negativer Werte nicht weiter abnimmt.

Als Grund fiir den stufenfdrmigen Verlauf des Redoxpotentials bei fakul-
tativen Anaerobiern vermutet Jacob (1970) das Umstellen des Stoff-
wechsels auf die Bedingungen der Sauerstofflimitierung. Diese Inter-
pretation deckt sich mit den Beobachtungen in dieser Arbeit, die zeigten,
daPp mit Absinken des Redoxpotentials auf Werte um =350 mV eine
verstirkte Produktion von Géarungsprodukten und organischen Siuren ein-
setzt. So blieben die Konzentrationen von Essigsdure, Acetoin, 2,3-
Butandiol, Formiat und Succinat sowohl im Bereich positiver Redox-Werte,
als auch wihrend dem Plateau des Redoxpotentials nahezu konstant. Ab
dem Zeitpunkt, wo das Redoxpotential auf seine negativsten Werte ab-
sank, nahmen die Konzentrationen dieser Komponenten teilweise erheblich
zu (vergl. Figur 44 und Tabelle 10).

Daraus kann man schlieBen, dap Bacillus wihrend des Plateaus des
Redoxpotentials zwar bereits sauerstofflimitiert ist, sodap Xylanasepro-
duktion resultiert, seinen oxidativen Stoffwechsel jedoch noch weiter
aufrechterhilt. Zeitgleich mit dem raschen Absinken des Redoxpotentials
stellen die Organismen dann ihren Stoffwechsel auf einen fermentativen
Stoffwechsel um, sodaf die Ausscheidung der erwdhnten Stoffwechsel-
produkte einsetzt widhrend die Xylanaseproduktion endet.

Die kausale Reihenfolge dieser Stoffwechselumstellung konnte dabei nicht
gekldrt werden. So ist nicht bekannt, ob das Absinken des Redoxpoten-
tials die Umstellung des Stoffwechsels verursacht, oder ob die Stoff-
wechselumstellung zur Absenkung des Redoxpotentials fiihrt. Im ersten
Fall bleibt wunklar, weshalb es bei nahezu konstanter Biomassekonzen-
tration zu dieser dramatischen Absenkung des Redoxpotentials und damit
des Sauerstoffgehalts kommt. Im zweiten Fall stellt sich die Frage,
weshalb das Umschalten auf einen vermutlich fermentativen Stoffwechsel
zu einer Absenkung des Sauerstoffgehalts fiihrt.

Tatsache ist jedoch, dap bei den Versuchen, bei denen das Redoxpotential
mittels einer Regelung auf dem Plateau méPig negativer Werte festge-
halten wurde, die Konzentration der Essigsiure unter 2 mmol/]l blieb und
die anderen in Tabelle 10 genannten Substanzen gar nicht nachweisbar
waren. Ein Umschalten des Stoffwechsels konnte also durch das Festhal-
ten des Sauerstoffpartialdrucks in dem Bereich um 10-2 bar verhindert
werden.
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7.6. Regelung des Redoxpotentials

Wie bereits teilweise in den entsprechenden Abschnitten des Ergebnisteils
diskutiert, soll die Regelung des Redoxpotentials einerseits eine quanti-
tative Beeinflussung des Sauerstoffpartialdrucks in der Kulturfliissigkeit
in jenem engen Bereich um 10-* bar erméglichen, der einer maximalen
Xylanaseproduktion entspricht.

Weiterhin muf die Regelung in der Lage sein, diesen stationidr nicht mdg-
lichen Bereich auf Dauer zu halten und zudem 2zu verhindern, dap das
Redoxpotential stationdire Werte im positiven oder stark negativen Bereich
einnimmt, da es dort aufgrund langer Totzeiten nur noch schwer beein-
fluBbar ist.

Aufgrund des trédgen und erst im Stationdren wirksamen Einflusses der
Verweilzeit auf den Sauerstoffgehalt (Gl. 20) hat sich die Regelung des
Redoxpotentials durch Variationen der Verweilzeit als ungeeignet er-
wiesen. Der Einflup einer Anderung des Sauerstoffeintrags OTR auf den
Sauerstoffgehalt (Gl. 13) hat dagegen keinen Einflup auf die stationire
Sauerstoffkonzentration, ist aber sofort wirksam.

Zur Regelung des Redoxpotentials gibt es in der Literatur bereits einige
Ansétze. So schlagen Thompson & Gerson (1985) eine elektrochemische
Regelung des Redoxpotentials in Batch—Fermentationen mit E. coli vor,
wihrend Kjaergaard & Joergensen (1979) fiir die Sﬁureproduktién mit
Bacillus licheniformis eine Beeinflussung des Redoxpotentials durch
geregelte Glucosezugabe in der glucoselimitierten Kultur vorschlagen.
Radjai et al. (1984) und Jacob (1970) berichten dagegen ebenfalls iiber
eine Regelung des Redoxpotentials i{iber eine Variation des Sauerstoff-
eintrags OTR in die Kulturfliissigkeit. Hierbei wird der OTR entsprechend
Gl 15:

OTR = k.-a + (Cos-Co,) [mmol/(I-h)]

entweder tliber die Riihrerdrehzahl (—ki.a) , die Beliiftungsrate (—k:i.a)
oder die Gaszusammensetzung der Zuluft (—C*) veridndert.

Jacob (1970) und Kjaergaard & Joergensen (1980) weisen dabei bereits
auf das Problem hin, dap eine solche Regelung zu Instabilitdten in der
Biomassekonzentration fiihrt, das heipt: ist der Redox-Sollwert positiver
als das sich ohne Regelung einstellende Redoxpotential, so kommt es zu
einem unkontrollierten Anstieg der Biomassekonzentration, ist der Redox-
Sollwert niedriger, kommt es zu einem starken Riickgang der Biomassekon-
zentration.
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Figur 53: Kinetischer Regelkreis fiir Drehzahlregelung
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Figur 64: Kinetischer Regelkreis fiir Redoxregelung
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Folgende Uberlegung soll dieses Problem erldutern: Wird die Drehzahl und
damit ki.a in einer sauerstofflimitierten Kultur mit Hilfe eines Dreh-
zahlreglers erhéht und dann festgehalten (Figur 53), so fiihrt das zwar
im ersten Augenblick zu einer Erhéhung des Sauerstoffpartialdrucks pOz,
das fithrt aber in der ‘weiteren Folge zu einer Erhdhung der Wachstums-—
rate y und damit der Biomassekonzentration X. Da sich dadurch auch der
Gesamt—Sauerstoffverbrauch Qoz = qo2:X vergrofert, kommt es wieder zu
einer Abnahme des pOz, sodaB sich effektiv nur die Biomassekonzen-
tration, nicht aber der Sauerstoffpartialdruck erhdoht hat. Dieser Regel-
kreis ist in sich stabil, alle Konzentrationen laufen wieder in stationire
Zustédnde ein.

wird dagegen durch eine Redox—-Regelung iber die Rithrerdrehzahl das
Redoxpotential und damit der Sauerstoffpartialdruck pOz in einer. sauer-
stofflimitierten Kultur erh8ht und dann festgehalten (Figur 54), so fiihrt
das auch zunidchst, wie im vorangegangenen Beispiel, zu einer Erhéhung
von g, X und gqoz-X, die Riickkopplung iiber eine Erniedrigung des pO2z
ist jedoch durch die Redox-Regelung verwehrt. Da p= f(pOz) dadurch
stets groPer als D ist, fiihrt dies zu einer fortwihrenden Vergrdferung
der Biomasse X bei gleichzeitig stdndig groBer werdender Riihrerdrehzahl.
Dieser Regelkreis ist folglich instabil und hat seine Grenzen vermutlich
erst in der maximalen Drehzahl des Fermenter—Riihrers. Im umgekehrten
Fall, wenn der gewidhlte Redox—Sollwert negativer als das natiirliche
Redoxpotential ist, kommt es, da uy= f(pO2) jetzt stets kleiner als D ist,
zu einer Abnahme der Biomassekonzentration, begleitet von einer immer
niedriger werdenden Rithrerdrehzahl. In beiden Féllen wird das Redox-
potential in dem Augenblick nicht mehr regelbar, in dem die Riihrerdreh-
zahl nicht mehr steigen (max. Drehzahl) oder sinken (Drehzahl Null)
kann.

In dem in Abschnitt 6.6.2. beschriebenen Versuch zur Regelung des
Redoxpotentials ist diese Instabilitdt der Biomassekonzentration deutlich
zu erkennen. Eine Lésung dieses Problems wurde in der gleichzeitigen
Regelung der Biomassekonzentration durch Variation der Verweilzeit bzw.
der Durchflufrate gesucht. Dieses Verfahren setzt voraus, dap ein
exaktes kontinuierliches Mepsignal fiir die Biomassekonzentration zur
Verfilgung steht. Dafiir bietet sich im Prinzip das Signal der konti-
nuierlich gemessenen optischen Dichte der Kulturbriihe an. Dieses Signal
war jedoch stets einigen Stdrungen unterworfen, die einerseits von einem
teilweise erheblichen "Rauschen" des MePwertes, andererseits von einem
Drift des Mepwertes aufgrund von Bewachsen der Photometerkiivette her-
rithrten. Ein alternatives Mefgerdt, die Triibungsmefsonde der Firma Eur-
Control stand wihrend der Versuche noch nicht zur Verfiigung, zeigte in
anderen Fermentationen aber so gute Eigenschaften, dap sie fiir die
genannte Verwendung geeignet erscheint.
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In den beschriebenen Fermentationen mit Redox—-Regelung wurde daher
versucht, die Biomassekonzentration nicht mit einer automatischen
Regelung, sondern iiber Eingriffe in die Verweilzeit mittels Handver-
stellung in einem vertretbaren Rahmen zu halten. Dadurch kam es, wie in
Abschnitt 8.6.2 beschrieben, zu deutlichen Schwankungen in der Bio-
massekonzentration. Durch Handverstellungen der Durchflufrate iiber die
Pumprate der Dosierpumpe konnte jedoch ein Instabilwerden der Regelung
infolge eines Ausuferns der Biomassekonzentration verhindert werden.

7.7. Rechnersimulation des Regelungskonzepts

Da die doppelte Regelung des Redoxpotentials iiber die Riihrerdrehzahl
(~ki-a) und der Biomasse ilber die DurchfluBrate D mit ihren gegen-
seitigen Abhiéingigkeiten nur schwer zu iiberblicken ist, wurde das Regel-
verhalten anhand einer Rechner—Simulation mittels numerischer Integra-
tion nach Runge-Kutta analysiert. Dazu wurden die in Abschnitt 2.1.
erliduterten Gleichungen:

Co

R [h-] (Gl. 12)

OTR = ki-a - (Coi-Cop) [mmol/(1-h)] (6L 16)
Co

9oz = Aogmay * —K;Tégz [ mmol/(gTS-h)] (GL. 18)

log (pO,;) = 0.0182 - Redox - 1.95 (GL. 32)

sowie die Differentialgleichungen:

dC

d—tO? = OTR - qgg,* X [mmol/(1-h)] (Gl. 13)
LK - (u-D) -x [o/1] (Gl. 6)

verwendet.
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Zur Beschreibung der zeitlichen Anderung der Stellgréfen ki.a und D
wurden auperdem die Differentialgleichungen:

d(k.-a) _ r Coz,, ~ Co2

= . . kL-a [_] (Gl. 383)
dt CO2soll
d D X - Xsol!
Y - 8 .—2" . D - (Gl. 34)
dt Xsoll [ ]
mit Xson = Sollwert der Biomassekonzentration
Coz,s011 = Sollwert der Sauerstoffkonzentration

zugefiigt. Die Faktoren r und s sind die Proportionalfaktoren des Reglers.
GroBe Werte fiir r und s bedeuten ein starkes Ansprechen des Reglers,
kleine Werte entsprechend eine nur schwache Reaktion des Reglers auf
Abweichungen von den jeweiligen Sollwerten.

Fiir die fermentationskinetischen Konstanten wurden entweder aus den
Ergebnissen abgeleitete Werte verwendet, oder Angaben aus der Literatur
entnommen:

Hmax = 0.77 h-1  (vergl. Abschnitt 6.2)
qoz,max = 189 mg/(g-h) (Reup (1979 b) fiir Bacillus subtilis)

Co2* = 7 mg/l (vergl. Abschnitt 2.4.2)

Ko 0.036 mg/1 (vergl. Abschnitt 6.2)

Kq 0.23 mg/l (siehe unten)

Fiir die Simulation der Fermentationsabschnitte ohne Redoxregelung wurde
analog der Berechnung in Abschnitt 6.5.1. ein Wert fir ki-a von 10 h-t
verwendet. Anstelle des Zusammenhangs nach Gl. 16 wurde fiir ki-a ver-
einfachend eine lineare Abhidngigkeit von der Riihrerdrehzahl n angenom-
men.

Um einen Wert fiir die Konstante Kq abzuschidtzen, wurden die Glei-
chungen 18 und 19 vereinfachend zusammengefaBt zu:

Xstat * Cop gyay
»
002 * kL. a

Kq = Qmax (Gl. 35)

Aus dem praktisch stationdren Abschnitt um t= 65 h-! in Figur 48 wur-
den der Wert Xstat = 2.8 g/l und aus dem Wert des Redoxpotentials von
-60 mV ein Cozstat = 0.03 mg/l ermittelt. Setzt man diese Werte sowie
die oben genannten Werte fiir Coz*, Qoz.max und ki-a in die Gleichung
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ein, so ergibt sich fiir Kq ein Wert von 0.23 mg/l, also ein um etwa eine
Gropenordnung gréBerer Wert als der fiir Ko = 0.036 mg/l.

Da angenommen werden kann, daB die Limitierung sowohl des Wachstums
als auch der Sauerstoffaufnahme durch den Sauerstoff in gleicher Weise
an den respiratorischen Enzymen wirksam wird, lassen sich fiir Ko und
Kq theoretisch Werte gleicher GréBenordnung erwarten. Ein von Reup
(1979 b) zitierter Wert filir Bacillus subtilis nennt mit K¢= 0.060 mg/!
einen Wert, der in der GréBenordnung besser mit dem hier ermittelten
Wert fiir Ko ibereinstimmt. Fiir die hier durchgefiihrte Simulation spielt
der Wert fiir Kq jedoch nur eine untergeordnete Rolle. Der aus Figur 48
ermittelte Wert von Kq= 0.23 mg/l wurde daher beibehalten.

Mit dem Integrationsverfahren nach Runge—-Kutta wird zunichst das freie
Einlaufen des Systems in einen stationiren Zustand bei konstanten
Werten fiir D und ki-a simuliert. Ist der stationdre Zustand in der
Simulation nahezu erreicht, wird unter zusitzlicher Verwendung der
Differentialgleichungen 33 und 34 die Regelung des Redoxpotentials und
der Biomassekonzentration auf festgesetzte Sollwerte simuliert.

Die simulierten Beispiele gehen dabei von der Annahme aus, dap die
Organismen (z.B. nach dem Auswaschen durch pH-Absenkung) von der
niedrigen Biomassekonzentration von 0.01 g/l und der entsprechend hohen
Sauerstoffkonzentration von 6.99 mg/l zunidchst ohne Redox—-Regelung
gegen eine Durchflufrate von D= 0.4 h-! (= T1=2.5 h) heranwachsen.
Ohne eine Regelung lauft die Kultur in einen Steady—state ein.

Die stationdren Konzentrationen der verschiedenen Komponenten lassen
sich nach den Gleichungen 6, 18 , 19 und 20 berechnen und ergeben fir:

Xstat = 2.546 g/l

Coz,stat = 0.0389 mg/l (= Redoxpotential von -54 mV)
Ustat = 0.4 h-t

qoz = 27.34 mg/(gTS-h)

Nach 30 Stunden, wenn die Kultur nahezu ihren Steady-state erreicht
hat, wird die Regelung aktiviert. Als Sollwert wird dabei eine Sauer-
stoffkonzentration von 0.1 mg/l (= Redoxpotential von -81.5 mV) fest-
gesetzt,

Wird dabei einzig eine Regelung des Redoxpotentials durchgefiihrt, kommt
es zu der beschriebenen Instabilitdt durch ungehemmtes Ansteigen der
Biomassekonzentration (Figur 55). Dabei wurde in diesem Beispiel der
Wert von ki-a nach oben auf 1000 h-! begrenzt, um eine maximale
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Rilhrerdrehzahl zu simulieren. Dabei zeigt sich, dap der Redox-Sollwert
nur so lange aufrechterhalten werden kann, wie die Riihrerdrehzahl
mitsteigen kann. Wird eine maximale Drehzahl (= ki.a = 1000 h-1)
erreicht, geht das Redoxpotential wieder auf seinen stationiren Wert von
-54 mV zuriick.

Durch gleichzeitiges Regeln der Biomassekonzentration, z.B. auf 5 g/l, 14t
sich dagegen eine stabile Regelung von Redoxpotential und Biomasse
erreichen. Dabei kann es jedoch je nach den verwendeten Proportional-
faktoren zu erheblichen Schwingungen sowohl von ki-a und D als auch
von X und Coz kommen. Dabei zeigt sich, daB die Schwingungen vor
allem bei groBen Proportionalfaktoren (s= 100, r= 25) sehr heftig und
stabil sind (Figur 56).

Wahlt man entsprechend kleinere Faktoren, klingen die Schwingungen
schneller ab (Figur 57 und 68). Das geht jedoch auf Kosten des Redox-
potentials, das nun seinerseits stirkere Schwingungen zeigt, widhrend es
bei grofen Proportionalfaktoren sehr konstant ist. Werden die Propor-
tionalfaktoren z.B. extrem klein gewidhlt (s= 0.1, r=0.1), so zeigen die
beiden StellgréBen ki.-a und D zwar nur noch sehr gedimfte Schwingun-
gen, die Regelung wird dabei aber sehr trige und das Redoxpotential wird
zunidchst negativer, anstatt wie gewiinscht positiver.

Aus den Erfahrungen der praktischen Versuche mit dem sich teilweise
sehr plétzlich #ndernden Redoxpotential erscheint sowohl eine solche
trige Regelung als auch das heftige Schwingen von ki-a und D als un-
tauglich. Eine Verbesserung der Situation 14Bt sich erreichen, wenn die
Startbedingungen von Anfang an bereits so gewﬁhlt werden, dap die
Steady—-state—Werte ndher an den spédteren Sollwerten liegen. Dies 14pt
sich in diesem Beispiel fiir das Redoxpotential mit einer Erhéhung der
festen Durchfluprate D erreichen (Gl. 20) und fir die Biomassekonzen-
tration mit einer Vergroperung von ki-a (Gl. 19). In Figur 59 ist dies am
Beispiel eines auf 21 h-! erhohten Start—ki-a bei unverdndertem D= 0.4
h-t dargestellt. Dabei zeigt sich bei groBen Proportionalfaktoren (r= 100,
s= 25), dap Schwingungen zwar immer noch sehr langsam ausklingen, in
ihrer Amplitude jedoch stark verringert sind.

Die schlechte D#émpfung der Schwingungen hat ihre Ursache in der
Phasenverschiebung zwischen Coz und X. Diese rithren daher, daB die
Biomasse zwar iiber die Durchflufrate D und das Redoxpotential (bzw.
Coz) iiber die Riihrerdrehzahl (bzw. ki.-a) geregelt werden (Gl. 33 wund
34), dap die resultierenden Konzentrationen von X und Coz aber nach Gl.
19 und 20 genau entgegensetzt von ki-a und D abhingen. Wenn in Gl. 43
die Biomassekonzentration X genau mit dem Sollwert Xson {ibereinstimmt,
ist dD/dt= 0, das heipt: die Durchfluprate hat gerade ihren Maximal-
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oder Minimalwert in einer Schwingung und die Sauerstoffkonzentration
Coz nimmt gerade mit maximaler Rate zu oder ab.

Mit einem einfachen Verfahren lassen sich die Schwingungen jedoch so
stark verringern, dap sie in der Praxis nicht mehr ins Gewicht fallen
diirften. Dabei wird die Simulation zunichst so gestartet, wie in Figur 59
dargestellt und nach 30 Stunden ebenfalls zunichst die doppelte Regelung
aktiviert. Aus den nun resultierenden Schwingungen der Durchflufrate
und der Riihrerdrehzahl kdénnen innerhalb weniger Stunden die Mittelwerte
der Schwingungsamplituden ermittelt werden. Wird die Regelung in einem
Augenblick, wo die gegenldufigen Konzentrationen von X und Coz gerade
dicht an den Sollwerten liegen, ausgeschaltet und die errechneten Mittel-
werte der Riihrerdrehzahl und der Durchflufrate fest eingestellt, so enden
die Schwingungen sofort und das System beruhigt sich bei Konzentra-
tionen, die den gewiinschten Werten sehr nahe sind (Figur 60). Wird die
Regelung dann nach kurzer Zeit (% bis 1 Stunde) wieder eingeschaltet,
sind die resultierenden Schwingungen bedeutend geringer als zuvor. Wird
diese Prozedur im Bedarfsfall noch einmal wiederholt, so werden die
resultierenden Schwingungen praktisch nicht mehr wahrnehmbar. Durch
dieses einfache Verfahren sollte sich das System also in kiirzester Zeit
stabilisieren lassen. Die Proportionalfaktoren sind in diesem Modell-
beispiel mit r= 100 und s= 25 so grof, daB die Regelung sehr spontan
auf jede Stérung reagieren kénnte.

Eine andere Mdglichkeit die Schwingungen innerhalb quzer Zeit zu elimi-
nieren ist in Figur 61 gezeigt. Bei diesem Verfahren wird im Gegensatz
zu dem vorigen Verfahren die Abklingzeit der Schwingungen durch das
Einfiihren eines Verzogerungsterms (D-Ds) in die Regelung der Biomasse-
konzentration durch die Durchfluprate stark verkiirzt. Dieses in der
Regelungstechnik giéngige Verfahren (Pressler, 1967) beruht darauf, dap
die erwihnte Phasenverschiebung der Durchflufrate gegeniiber der Rege-
lung des Redoxpotentials aufgehoben wird, sodap eine sofortige Dampfung
der Regelschwingungen eintritt.

Die Differentialgleichung 34 erhilt dazu folgende Form:

dD _ g. X=Xl b _ s5.(D-De) [-
It X s/ [-] (GL. 36)

mit & = Faktor
Ds = Schitzwert der resultierenden Durchflufrate
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Der Schitzwert Ds kann entweder aus Gl. 20 unter Einsetzen der kine-
tischen Konstanten oder aus dem Mittelwert der Schwankungen von D im
Experiment leicht bestimmt werden. Fiir den Faktor & wurde in der
Rechnung der Wert 1 eingesetzt.

Obwohl die Modellrechnung in diesem Beispiel nur mit einem ki-a von
10 h-t gestartet wird und die stationdre Biomassekonzentration dadurch
nur etwa halb so grofp wie der Sollwert von 5 g/l ist, schwingen die
Konzentrationen von X und Coz 8ehr schnell auf die Sollwerte ein und
bleiben danach konstant.

In welchem MaBe in der Fermentation tatsichlich Schwingungen auftreten,
welche der beiden Methoden zur Ddmpfung der Schwingungen erfolgreicher
ist und welche Proportionalfaktoren fiir die Regelung die geeignetsten
sind, mup in praktischen Versuchen untersucht werden. Die Modellrech-
nungen konnten aber bereits zeigen, mit welchen Problemen aufgrund der
doppelten Regelung von Redoxpotential und Biomasse zu rechnen ist und
mit welchen Mapnahmen diesen Problemen begegnet werden kann. So
scheint es in jedem Fall sinnvoll zu sein, moéglichst groBe Proportional-
faktoren in der Regelung 2zu verwenden, moéglicherweise auftretende
Schwingungen lassen sich dann durch eine der beschriebenen Methoden
eliminieren.

Weiterhin konnte durch die Rechnersimulation gezeigt werden, dap eine
simultane Regelung des Redoxpotentials durch Variation des Sauerstoff-
eintrags und der Biomassekonzentration durch Variation der Verweilzeit
prinzipiell méglich ist. Durch dieses Verfahren lassen sich dabei inner-
halb der Grenzen, in denen die Kultur einer Sauerstofflimitierung unter-
liegt, unabhingig voneinander beliebige Sollwerte des Redoxpotentials und
der Biomassekonzentration einstellen. Durch Wéhlen passender Substrat-—
konzentrationen im N#dhrmedium 14pt sich erreichen, dap der von den
Organismen nicht genutzte Substratanteil sehr gering ist.

7. Diskussion
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Figur 65: Simulation instabiler Redoxregelung, wenn keine simultane

Biomasseregelung stattfindet
Ungeregelt bis t= 30 h mit ki.-a= 10 h-t
Redoxregelung mit Redoxson= =-31.6 mV, r= 10, Kir-amax=

1000 h-t

h-

h—1
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Figur 56: Simulation starker Regelschwingungen bei doppelter Regelung
mit grofen Proportionaifaktoren r und s

Ungeregelt bis t= 30 h mit kic-a= 10 h-!

Redoxregelung mit RedoXxson= =31.56 mV, r=100

Biomasseregelung mit Xson= 6 g/l, s= 26

7. Diskussion
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Figur 57: Simulation gedimpfter Regelschwingungen bei doppelter Regelung
mit gemédPigten Proportionalfaktoren r und s

Ungeregelt bis t= 30 h mit kr-a= 10 h-t

Redoxregelung mit Redoxson= =31.56 mV, r= 1

Biomasseregelung mit Xson= 5 g/l, s= 1
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Figur 58: Simulation sehr trigen Regelverhaltens bei doppelter Regelung

mit sehr kleinen Proportionalfaktoren r und s

Ungeregelt bis t= 30 h mit ki.a=

10 h-t

Redoxregelung mit Redoxson=
Biomasseregelung mit Xsonu=

-31.6 mV, r= 0.1
5 g/l, s= 0.1

7. Diskussion
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Figur 59: Simulation verringerter Amplitude der Regelschwingungen bei
doppelter Regelung, wenn mit héherem k..a gestartet wird.

Ungeregelt bis t= 30 h mit ki.a= 21 h-t

Redoxregelung mit Redoxsen= =31.5 mV, r= 100

Biomasseregelung mit Xson= 5 g/l, s= 25




162

—100 200 —

r =100

80 s= 25 150

60 | - Redoxpotential [mV]

L. 100
40

/kL'a [h1]— 50 T

20 4 va* <

mV

-20

=40

g/t

~ X [on
= [9/1]

h-l

-— D [h-1]
Mﬁ' /
1 ! I ] | 1 1 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Zeit [h]

Figur 60: Simulation wirksamer Schwingungsdidmpfung bei doppelter
Regelung mit Mittelwertverfahren (siehe Text), gleiche Startbedingungen
wie in Figur 56

Ungeregelt bis t= 30 h mit ki.a= 21 h-t

Redoxregelung mit Redoxson= -31.56 mV, r= 100

Biomasseregelung mit Xson= 56 g/l, s= 256

7. Diskussion
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Figur 61: Simulation gedampfter Regelschwingungen durch Einfiihren eines
Démpfungsgliedes in den Regelalgorithmus der Biomasseregelung (Gl. 36).
Ungeregelt bis t= 30 h mit ki-a= 10 h-t

Redoxregelung mit Redoxson= -381.5 mV, r= 100

Biomasseregelung mit Xsou= 5 g/l, s= 25
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7.8. Vorschlédge fiir weitere Untersuchungen

Neben der praktischen Verwirklichung des doppelten Regelungskonzeptes
fir das Redoxpotential und die Biomassekonzentration unter Verwendung
zweier automatischer Regler sind in dieser Arbeit folgende Fragen
offengeblieben:

a) Ldpt sich der vermutete Zusammenhang zwischen der Katabolit—
Repression der Xylanasesynthese und dem Energiezustand der Organismen
mit Hilfe weiterer MePmethoden verifizieren?

Denkbar sind hier einerseits die Bestimmung des energy charge EC durch
Messung der Konzentrationen der intrazelluliren Adenosinnukleotide.

Eine weitere vielversprechende Mdglichkeit ist die on-line—-Messung des
intrazelluliren NADH-Gehalts der Zellen mit einer Fluorometer—Sonde.
Bestétigt sich dabei ein mutmaPlicher Zusammenhang zwischen der Regu-
lation der Xylanasesynthese und der NADH-Konzentration, so l&Bt sich
dieses Mepsignal mdglicherweise auch, #hnlich wie das des Redoxpoten-
tials, zur Regelung einer definierten limitierenden Sauerstoffkonzentration
in der Kulturfliissigkeit verwenden.

b) Gelten fiir das Aufheben der Katabolit—Repression anderer extrazellulidrer
Enzyme wie Protease oder Amylase bei Bacillus amyloliquefaciens die
gleichen Sauerstoffkonzentrationen bzw. Redoxpotentiale oder sind die
Grenzen, innerhalb derer eine maximale Enzymproduktion stattfindet, von
Enzym zu Enzym individuell leicht verschieden?

Die generelle Gemeinsamkeit in der Regulation der genannten Enzyme
konnte in dieser Arbeit festgestellt werden, eine Optimierung des
Verfahrens wurde jedoch nur in Hinblick auf eine maximale Xylanase-
produktion unternommen.

c) Wieweit lassen sich die in dieser Arbeit gefundenen Zusammenh#nge zur
Regulation der Xylanasesynthese verallgemeinern und auf andere Arten
der Gattung Bacillus, bzw. auf andere Bakteriengattungen iibertragen?

Eine wichtige Rolle wird dabei wahrscheinlich immer die Frage spielen, in
wieweit die Enzymsynthese katabolitreprimiert ist. Dabei kann vermutlich
davon ausgegangen werden, dap das hier beschriebene Verfahren bei
jenen Organismen besonders gut funktioniert, deren konstitutive oder
induzierte Exoenzymsynthese einer Katabolitrepression unterliegt.

7. Diskussion
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d) Welche anderen C-Quellen als Glycerin lassen sich fiir die Verfahren mit
schwingenden Kulturen bzw. mit Regelung des Redoxpotentials verwenden?

Aufgrund der konstitutiven Xylanasesynthese kénnen, wie gezeigt wurde,
prinzipiell auch andere C-Quellen wie Glucose, Lactose oder Xylose
verwendet werden. Zu dem fiir die Schwingungen der Biomasse charakter-—
istischen Auswaschverhalten kommt es jedoch moglicherweise nur bei
Verwendung von Glycerin, das als mutmapliches gleichzeitiges Girungs-
produkt eine wichtige Rolle beim Zusammenbrechen des Stoffwechsels und
Auswaschen der Zellen zu haben scheint.

Fir das Verfahren mit Redoxregelung solite die Art der C~Quelle dagegen
keine Rolle spielen. Sofern das Redoxpotential hier auch noch eine Aus-
sage iiber den Sauerstoffpartialdruck in der Kulturfliissigkeit erlaubt,
sollte dieses Verfahren auch in technischen Medien moéglich sein.

e) Welchen Einflup hat eine zusitzliche Biomasseriickhaltung auf die En-
zymausbeute und auf das Regelkonzept der simultanen Regelung des
Redoxpotentials und der Biomassekonzentration?

Wie anhand der Rechnersimulationen (vergl. Abschnitt 7.7) gezeigt werden
konnte, lassen sich durch die doppelte Regelung theoretisch nahezu be-
liebige Biomassekonzentrationen einstellen, ohne daB es zu Stérungen in
der Regelung einer definierten Sauerstofflimitierung der Organismen
kommt. Inwieweit durch eine Verweilzeitentkoppelung dgs Biomassewachs~
tums eine Steigerung der Raum-Zeit-Ausbeute oder der Substratausnut-
zung zu erreichen ist, ohne dap es andererseits zu einer Stérung des
komplexen Regelkonzeptes kommt, muf in der Praxis untersucht werden.
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8. ZUSAMMENFASSUNG

Ziel dieser Arbeit war es, ein Verfahren zur kontinuierlichen Produktion
einer Xylanase zu entwickeln. Dazu sollte ein Organismus gesucht
werden, der Xylanase mit hohen Raum-Zeit—Ausbeuten in einem mdglichst
unkomplizierten N&hrmedium produziert. Insbesondere war beabsichtigt,
auf die Verwendung mycelbildender Schimmelpilze und feststoffhaltiger
Medien zu verzichten. Es wurde daher der Stamm DSM 7 von Bacillus
amyloliquefaciens ausgew#dhlt, der auf Glycerin als C-Quelle geziichtet
wurde.

Im einzelnen konnten dabei folgende Ergebnisse erzielt werden:

Bacillus amyloliquefaciens Stamm DSM 7 ist zu einer konstitutiven Syn-
these der extrazelluliren Xylanase fihig und zeigt in Schiittelkolben mit
Glycerin, Glucose oder Lactose als C-Quelle Xylanaseaktivitidten zwischen
10 und 15 U/ml Kulturfiltrat.

In der Batchfermentation findet eine Xylanaseproduktion erst nach
Abschlup des exponentiellen Wachstums statt. Der Grund dafiir ist eine
Katabolit-Repression der Xylanasesynthese, die erst aufgehoben wird,
wenn das Wachstum der Organismen durch einen Substratmangel limitiert
wird. Das limitierende und dadurch die Katabolit-Repression aufhebende
Substrat war unter den gegebenen Fermentationsbedingungen der mit der
Belliftung zugefiihrte Sauerstoff. Ursache ist der schlechte Sauerstoff-
eintrag in die Kulturfliissigkeit. Der Wert von ki-a wurde als 10 h-t
bestimmt.

Im chemostatischen Betrieb der kontinuierlichen Fermentation geht die
Xylanaseproduktion trotz Sauerstofflimitierung nach anfangs hohen Akti-
vitdten von 6 bis 15 U/ml bis auf geringe Restaktivititen unter 1 U/ml
zuriick. Der Grund dafiir wurde erkannt, als zusétzlich zum pOz2—-Wert der
polarographischen Sauerstoffelektrode das Redoxpotential mit einer
Platinelektrode gemessen wurde. Dabei zeigte sich, dap eine Xylanase-
produktion nur stattfindet, wenn das Redoxpotential in der Kultur-
flissigkeit um —-50 mV (+30 mV) liegt. Nach Eichmessungen zwischen der
pOz— und der Redoxelektrode entspricht das Sauerstoffpartialdriicken von
ca. 103 bar bzw. ca. 0.4% der Sauerstoffsittigung. Bei h8heren Sauer-
stoffkonzentrationen unterliegt die Xylanasesynthese der Katabolit—
Repression, bei tieferen Sauerstoffkonzentrationen findet ein Umschalten
des Stoffwechsels statt, in dessen Folge vermehrt organische S#iuren aber
keine Xylanase produziert wird.

8. Zusammenfassung
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Um eine Xylanaseproduktion auch in der kontinuierlichen Fermentation zu
erreichen, wurden zwei unterschiedliche Verfahren entwickelt:

1) Versetzt man die Kultur in Schwingungen der Biomassekonzentration,
durchlaufen die Organismen immer wieder die Ubergangszustinde vom
exponentiellen zum sauerstofflimitierten Wachstum, sodaB eine immer
erneut angeregte, quasikontinuierliche Xylanaseproduktion resultiert.
Diese Schwingungen der Biomassekonzentration lassen sich erzeugen,
indem:

a) die Fermentation bei pH-Werten zwischen pH 6.5 und 6.0 durchgefiihrt
wird, wobei sich stabile Eigenschwingungen der Biomasse ergeben, oder
b) der Steady-state der Biomasse durch kurzfristige Absenkungen des
pPH-Werts auf pH 5.0 gestdrt wird. In diesem Fall erhidlt man eine
induzierte Schwingung.

2) Mit Hilfe einer Regelung des Redoxpotentials kann der Bereich des
Sauerstoffpartialdrucks um 10-* bar aufrechterhalten werden, in dem
eine maximale Xylanaseproduktion stattfindet. Dazu wird das Redox-
potential durch eine geregelte Variation des Sauerstoffeintrags OTR in
die Kulturfliissigkeit auf einem Sollwert konstant gehalten. Durch eine
gleichzeitige Regelung der Biomassekonzentration durch Variation der
Verweilzeit kann dabei ein Instabilwerden der Kultur durch ungehinderte
Zu- oder Abnahme der Biomasse verhindert werden.

Die biomassespezifische Produktivitit der Xylanaseproduktion in der
chemostatischen Kultur ohne Biomasseschwingungen oder Redoxregelung
ist praktisch Null, da die Organismen nach einer Anfangsphase keine
Xylanase mehr produzieren. Dagegen konnte in der Fermentation mit
freien Schwingungen iiber die gesamte Versuchszeit eine Produktivitit
von 32 U/(gTS-h) erreicht werden. Durch das Verfahren der Schwingungs-
induktion konnte die Schwingdauer gegeniiber den freien Schwingungen
optimiert werden, wodurch sich eine Steigerung der Produktivitit auf
110 U/(gTS-h) ergab. Nahezu eine Verzehnfachung gegeniiber diesem Wert
konnte durch das Verfahren der Redoxregelung erreicht werden. Bei einer
durchschnittlichen Verweilzeit von 2.84 h wurde iiber fast 30 Verweil-
zeiten eine konstante spezifische Xylanaseaktivitit von ca. 2800 U/gTS
und eine biomassespezifische Produktivitit von 986 U/(gTS-h) erzielt.

Durch eine Rechnersimulation der Redoxregelung mittels numerischer
Integration nach Runge-Kutta konnte gezeigt werden, daf das Konzept
der gleichzeitigen Regelung des Redoxpotentials und der Biomasse-
konzentration prinzipiell durchfiihrbar ist, wenn geeignete Vorkehrungen
zur Dampfung eventueller Regelschwingungen getroffen werden.
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B. lL.iste der verwendeten Chemikalien

Merck AG, Darmstatt:
Ammoniumsulfat p.A.
Calciumclorid - 2 H20 p.A.
Citronensdure - 1 Hz20 p.A.
Dikaliumhydrogenphosphat p.A.
Eisen(II)sulfat - 7 H20 p.A.
Glycerin 87% reinst
Hefeextrakt, gepulvert
Kaliumdihydrogenphosphat p.A.
Magnesiumnitrat . 6 Hz0 p.A.
Maleinsdure z. Synth.
Mangan(Il)suifat - 1 Hz0 p.A.
Natriumhydroxid Plitzchen p.A.
Natriumnitrat . 7 Hz20 p.A.
ortho~Phosphorséiure 85% p.A.
Stirke ldslich (nach Zulkowsky) p.A.
Trichloressigsidure p.A.
D(+)-Xylose f. Biochem. Zwecke

Boehringer, Mannheim:
Adenosin-6'-triphosphat . 3 H20, krist. Dinatriumsalz
Albumin aus Rinderserum, lyophilisiert
Glycerokinase aus Candida Mycoderma, Suspension
Myokinase aus Schweinemuskel, Suspension
NADH Dinatriumsalz, Grad II, 98%
. Phosphoenolpyruvat Monokaliumsalz, kristallin
Pyruvatkinase/Lactat-Dehydrogenase aus Kaninchenmuskel, Susp.
Tridthanolamin—-hydrochlorid, kristallin

Serva, Heidelberg:
Azocasein Natriumsalz, lyophilisiert, reinst
Silicon—Antischaum—-Emulsion M 30
Tris—(hydroxymethyl)aminomethan, rein, >99%

Roth, Karlsruhe:
Xylan aus Haferspelzen 95%, Charge 2133601
Polypropylenglycol P 2000

Bio—Rad, Miinchen:
Protein assay kit
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C. Liste der verwendeten Geri#ite

Fermenter Biostat ER-5:
B.Braun Melsungen AG, Melsungen

Pilot-Shake (System Kiihner)
B.Braun Melsungen AG, Melsungen

ProzePregelsystem 99 UCB
Foxboro GmbH, Diisseldorf

Elektronischer Kompaktregler Typ SD
Hartmann & Braun AG, Frankfurt

Waage~-Fiillstandsregelung Typ 3520.03
Toledo GmbH, Kéln

Dosiersystem YPPO1
Sartorius AG, Gottingen

Magnetisch-induktiver Durchflupmesser Altoflux X-1000
‘ Krohne MeBtechnik GmbH, Duisburg

Schlauchpumpe 5§01 US50, U100, U170
Watson—~Marlow Ltd., Falmouth, GB

Zweistrahl-Spektralphotometer UV-150-02
Shimadzu Co. Kyoto, Japan

Spektralphotometer PMQ II
Zeiss AG, Oberkochen

Spektralphotometer PM 6
Zeiss AG, Oberkochen

Multiple Gas Analyzer 1200
, Perkin-Elmer, Pomona, Calif., USA

Kithlzentrifuge J2-21
Beckman Instruments, Miinchen

Laborzentrifuge Biofuge A
Heraeus—Christ GmbH, Osterode

Gaschromatograph 5790 A
Hewlett Packard, USA

HPLC~Fliissigchromatograph 1084 B
Hewlett Packard, USA

Tachophor 2127
LKB, Bromma, Schweden

Ultraschallgerdt Cell Disruptor B15 mit Standard %"-Horn
Branson Sonifier, USA






