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1-0 Einleitung i

1-0 Einlefiung

Im Zentrum der Untersuchungen zur Gewinnung der alkalischen Serin-
protease Subtilisin Carlsberg stand der Hochleistungsproduzent Ba-
cillus licheniformis DSM 641. Aufgabe war es, die Mechanismen der
Exoenzymausschiittung zu erkennen und in einem Produktionsverfahren
moglichst effektiv zu nutzen. Wichtigstes Instrument hierfiir war
die Online-Messung und -Regelung der bedeutendsten Einflufgrdfen.

1-1 Allgemeiner Uberblick {iber Proteasen

Seit 1864 erfolgt die Einteilung aller Enzyme nach dem mehrfach
aktualisierten Enzyme-Classification-System des Nomenclature
Committee of the International Union of Biochemistry. Zur Identi-
fizierung der katalytischen Aktivit#t werden viergliedrige EC-Num-
mern vergeben. Proteolytische Enzyme gehdren in die Hauptklasse 3
der Hydrolasen und in die Unterklasse 4 der auf Peptidbindungen
wirkenden Hydrolasen. Nach exo- und endo-Angriff auf die Peptid-
bindung unterscheidet man Peptidasen (Untergruppen il - 19) und
Proteasen (Untergruppen 21 - 24). Ein Schema gibt die Klassifizie-
rung in Untergruppen und die HNumerierung der zugehdrigen Enzyme
wieder {Tab. 1}:

LI S I D - R

EC~Nummexr Bezeichnung

3.4.11.1-14 a-Aminoacylpeptidhydrolasen
3.4.13.3-13 Dipeptidhydrolasen
3.4.14.1-5 Dipeptidylpeptidhydrolasen
3.4.15.1-3 Peptidyldipeptidhydrolasen
3.4.16.1-3 Serincarboxypeptidasen
3.4.17.1-~9 Metallocarboxypeptidasen
3.4.18.1-1 Cysteincarboxypeptidasen
3.4.19.1-3 Omegapeptidasen

3.4.,21.1-52 Serinproteasen

3.4.22.1-18 Cysteinproteasen
3.4.23.1-15 Asparaginsiureproteasen
3.4.24.1-24 Metalloproteasen
3.4.88.2-36 Proteasen mit unbekanntem Katalysemechanismus

Tab. l: Einordnung proteolytischer Enzyme nach dem HNomenclature
) Committee of the International Union of Biochemistry [87]

Aminopeptidasen l&sen wvom N-terminalen BEnde die Peptidbindung.
Bekannt sind 14 in der Regel intrazelluldre Enzyme, die von Bakte-
rien, Hefen und Pilzen gebildet werden. Sie bendtigen oft zweiwer-




2 1-1 Allgemeiner {Uberblick iiber Proteasen

tige Kationen zur Entfaltung ihrer vollen aktivitdt. Ihr pH-Opti-
mum liegt im leicht alkalischen Bereich. Einige Aminopeptidasen
sind hochspezifisch bei der Spaltung von Peptidbindungen [86,87].

Dipeptidasen greifen Dipeptide mit meist hoher Spezifitdt an. Sie
werden von Bakterien, Hefen und tierischen Zellen produziert [87].

Dipeptidvipeptidhydrolasen spalten N-terminal ven Polypeptiden
Dipeptide ab [87].

Pgptidyldipeptidhydrolasen dagegen spalten C-terminal von Poly-
peptiden Dipeptide ab [87].

Carboxypeptidasen greifen das C-terminale Peptidende an. In Abhin-
gigkeit vom aktiven Zentrum werden Serin-, Hetallo- und Cystein-
Carboxypeptidasen unterschieden:

Serincarboxypeptidasen besitzen ein weites Substratspektrum mit
optimaler Aktivitdt im pH-Bereich 4,5 - 6,0. Sie werden als extra-
zellulidre Enzyme von vielen Pflanzen, Tieren, Hefen, Penicillum
und Aspergillus species gebildet.

HMetallocarboxypeptidasen setzen meist sehr spezifisch einzeine
Aminosaduren frei, nach denen sie bezeichnet werden. Sie werden von
Tieren, Bakterien und Hefen erzeugt. Carboxypeptidase B und Aspar-
tatcarboxypeptidase bendtigen eine Aktivierung durch zn?*- oder
C02+—Ionen.

Cysteincarboxvpeptidase aus Lyosomen reagiert unspezifisch
[86,87].

Omegapeptidasen spalten N- oder C-terminal substituierte Amino-
sduren ab. Sie <treten z. B. in Pseudomonas species, Bacillus

subtilis und Rattenleber auf [87].

Mit 52 aufgefiihrten Einzelenzymen bilden die Serinproteasen die
grbfte Untergruppe, zu der so bekannte Enzyme wie Chymotrypsin und
Trypsin =zdhlen. Bei diesen Endoproteasen sind vor allem Serin und
Histidin am katalytischen Prozef beteiligt:

Unter &Skonomischen Gesichtspunkten sind die alkalischen Proteasen
am wichtigsten. Sie werden wvon verschiedenen Bakterien und Pilzen
ergeugt. Wie ihr Name andeutet, sind sie im alkalischen Bereich
bei pH 10 aktiv. Ahnlich dem Chymotrypsin zeigen sie eine Spezi-
fitdt gegeniiber aromatischen und hydrophoben Aminosduren. Hierzu
gehSren die Subtilisine, die als Waschmittelzusdtze die wirt-
schaftlich bedeutendsten Enzyme sind. Alkalische Proteasen werden
auch zum Enthaaren von H8uten genutzt [86,87].

Cvystein-(Thiol-)Proteasen besitzen C(Cystein im katalytischen Zen-
trum und sind im Neutralen am aktivsten. In diese Untergruppe
f&811t als bekanntestes Enzym Papain [87].

Bei Asparaginsdure-(Carboxyl-)Proteasen steht Asparaginsdure oder
auch ‘Glutaminsdure im aktiven Zentrum. Das pH-Optimum liegt im

(RN




1-1 Allgemeiner Uiberblick iiber Proteasen 3

Sauren. Bekanntestes Einzelenzym ist das Pepsin. Wirtschaftliche
Bedeutung haben die mikrobiellen Asparaginsdureproteasen gefunden:

Pepsindhnliche saure Proteasen werden von Aspergillus, Rhizopus
und Penicillium Arten gebildet. Aspergillus satoi Carboxylprotease
wird zum Vorverdauen von Nahrungsmitteln genutzt. Aspergillus ory-
zae saure Protease findet breite Anwendung bei der Sojasofenberei-
tung und beim Aufschluf von Gluten besim Backen und Getreidemahlen.

Labfermentdhnliche saure Proteasen von Endothia parasitica, Mucor
pusillus und Mucor miehei haben in Molkereien Einzug gefunden und
dort bel der Quarkbildung zum Teil Kalbslab ersetzt. Calcium wird
fiir die volle Entfaltung katalytischer Aktivit#t bendtigt [86,87].

Metalloproteasen bendtigen meist Zink essentiell im aktiven Zen-
trum. Oft ist auch Calcium fiir die Stabilitdt notwendig. Im Gegen-
satz zu den hdufig zugleich auftretenden Serinproteasen besitzen
Metalloproteasen keine Amidase~ und esterolytische Aktivitdt:
Okonomische Bedeutung haben nur die neutralen Metalloproteasen
gefunden, die von vielen Mikroorganismen gebildet werden. Wie ihr
Name andeutet, liegt ihr pH-Optimum bei pH 7. Sie spalten die Pep-
tidkette bevorzugt bei aromatischen Aminosduren. Sie werden u. a.
in Brauereien zum Malzaufschluf verwendet [86,87].

In die Untergruppe Proteasen mit unbekanntem katalytischen Mecha-
nismus werden Enzyme nur bis zur Kl&rung ihres Hydrolyseprozesses
eingeordnet,

i-2 Einsaiz von Proteasen in Waschmitteln

Eine Ubersichtstabelle zeigt die iiberragende Bedeutung mikrobiel-
ler Proteasen im Vergleich zu anderen Enzymen {Tab. 2}:

Industrielle Enzyme Produktion HMarktanteil
1876 [t} [%]
Bakterielle alkalische Protease 500 30
Mikrobielle Labfermente 20 5
Andere mikrobielle Proteasen 3
Tierische Labfermente 9
Andere tierische Proteasen 2
flanzliche Proteasen g
Bakterielle w-Amylasen 300 i0
Pilzliche a-Amylase 16 2
Glucoamvliase 300 11
Glucoseisomerase 50 10
Pectinase 10 8

Tab. 2: Weltproduktion der wichtigsten industriellen Enzyme [2]
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4 1-2 Rinsatz von Proteasen in Waschmitteln

Die mengenm&fig wichtigste Anwendung von Enzymen ist der Einsatz
von Proteasen in Waschmitteln. Ihr Zusatz verbessert die Reini-
gungskraft durch hydrolyvtischen Abbau problematischer, eiweifi-
haltiger Verschmutzungen wie Blut, Bi, Kakao u. &.. Zudem
verstdrkt sich die Schmutzablésung von Fasern, da in Abwesenheit
von Proteinen Dreck schlechter haften bleibt [47].

Erstmals setzte 1913 Rohm von der Firma Rohm und Haas Protease aus
Pankreas im Waschmittel »Burnus« ein [86]. Seitdem werden preis-
werte Enzyme fiir den Waschprozef gesucht, die widhrend der Lagerung
gegeniiber Tensiden, Bleichmitteln und Komplexbildnern stabil sind
und unter den pH- und Temperaturbedingungen des Waschprozesses
eine gleichbleibend hohe Aktivitdt und niedrige Spezifitdt gegen-
iiber Peptidbindungen aufweisen [47,86].

In dieser Hinsicht brachte die Entdeckung der bakteriellen alkali-
schen Serinproteasen Subtilisin Carlsberg {30] und Subtilisin BPHN’
{31] bzw. Novo [62] einen grofen Fortschritt. Das Carlsberg-Enzym
besitzt die gr&fiere wirtschaftliche Bedeutung, da es aktiver ist
und reiner anfdllt [86]. Es wixd seit 1960 Waschpulvern in einer
Konzentration von 0,015 - 0,1 % zugefligt [47,83]. Die Subtilisine
sind im pH-Bereich 8 - 11 und bei Temperaturen bis 70°C einsetz-
bar. Da ihre Stabilitdt nicht von Metallionen abhdngt, stdren
komplexierende Zusdtze wie Polyphosphate oder EDTA in Waschmitteln
kaum. Die enzymatische Aktivitdt nimmt in Gegenwart von Perborat
nur langsam ab. Das wdhrend des Waschvorganges aus diesem Bleich-
mittel freigesetzte H207 desaktiviert das Enzym Jedoch rasch.
Weiterhin wirken auch anionische Tenside denaturierend. Dem Staub-
problem und der damit verbundenen Allergiegefahr wird seit Anfang
der siebziger Jahre durch Einbetten (Prills) oder Uberziehen
(Marumerizer) des Proteasepulvers mit Fettalkoholethylenoxidadduk-
ten oder bei 50 -~ 70°C schmelzenden Polyethylenglykolen u. &. und
anschiiefender Formgebung begegnet. Diese Koniektionierungsart
verbessert dariiber hinaus die Lagerstabilitdt des Subtilisins [47].

Seit einigen Jahren werden auch Serinproteasen von alkalophilen
Bacillus species verwendet; die bis pH 12 besténdig sind [47].

1-3 Subtilisin und sein Katalvsemechanismus

Saguenzanalysen haben gezeigt, daBf nur zwei Subtili a

det werden [78]. Bacillus subtilis, Bacillus amvicliiguefacien
Bacillus stearothermophilus erzeugen Subtilisin BPN', wihrend
Bacillus licheniformis und Bacillus pumilus S8ubtilisin Carlsberg
herstellen [86]. Beide Enzyme sind zu 69 % homolog und unter-
scheiden sich nur in 84 Positionen. Zusdtzlich besteht beim Carlis-
berg-Enzym eine Deletion an Stelle 56 {in Abb. 2 mit | markiert}
[78]. Subtilisin BPN’ besteht aus 275 Aminosduren und hat ein
Molekulargewicht von 27532 g/mol, wihrend Subtilisin Carlsberg mit
274 Aminos8uren ein Molekulargewicht von 27287 g/mol besitzt [63].
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1-3 Subtilisin und sein Katalysemechanismus 5

Die dreidimensionale Struktur ist durch ROntgenbeugung bekannt.
Die Peptidkette ist in 3 Teile gefaltet, an deren Verbindungsstel-
le das aktive Zentrum liegt. Es ist bis auf Position 31 (Isoleucin
/Leucin) in beiden Enzymen identisch. Die Sequenzunterschiede
betreffen ansonsten nur &dufere Segmente. Entscheidend <£fir den
katalytischen Prozef sind die Aminos8uren Serin 221/220, Histidin
64/63 und Asparaginsdure 32 {Abb. 2, fett und unterstrichen
markiert} [75]. Wdhrend das Serin die Bindung zum Protein kniipft,
wirkt das Histidin unterxr Stabilisierung durch die Asparaginsdure
als reversibles »Protonenrelais« [22,42] {Abb. 1}:

#Rapelis
it
g

Ri’

Protein

1.5pals-
peptid

Abb. 1: Reaktionsmechanismus der Proteinhydrolyse durch Subtilisin
Carisbery [nach 42]. ,

1-4 DNA- und Aminosdureseguanz von Subtilisin Carisberg

Gegeniiber der zuerst nach einer Proteinanalyse referierten Amino-
sdureseguenz von Subtilisin Carlsberg {[78] sind im Gen von
Bacillus licheniformis DSM 641 die Positionen 157 und 160 anders
kodiert {abb. 2}. Diese Stellen betreffen Serin- und Asparaginre-
ste, die nur schwer zu unterscheiden waren [78]. Diese Differenzen
kdnnen aus Punktmutationen folgen, in denen sich die einzelnen
Stdmme unterscheiden, die jedoch die Aminosdureseguenz meist nicht
dndern. So zeigen die Gene des maturierten (reifen) Enzyms von Ba-
cillus licheniformis DSM 641 [4] und NCIB 6816 [40] bei 25 Nucleo-
tiden eine Abweichung {kursiv markiert}, die nur an den Positionen
102, 128 und 211, nicht aber an den strittigen Stellen 157 und 160
zum Einbau einer anderen Aminosdure fithren. Daher ist anzunehmen,
dap das folgende Schema die Sequenz korrekt wiedergibt:
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6 1-4 DNA- und Aminosduresequenz von Subtilisin Carlsberg

=35
5 ... TTA ACA GAA TAA TTG GAA
Erkennungssatelle

»8ignalpeptidy 60
GTA ATG ATG AGG AAA AAG AGT TIT
fMet Met Arg Lys Lys Ser Phe
=105 =160
»Proregion» 150
TCT GCT GCT CAA CCG GCG AAA AAT
Ser Ala Ala Gln Pro Ala Lys Asn
-76

GAC ATC ATC AAA GAG AGC GGC GGA
Asp Ile Ile Lys Glu Ser Giy Gly
~-50

300
CTT AAG GAA GTC AAA AAT GAT CCG
Leu Lys Glu Val Lys Asp Asp Pro

390
GGC ATT CCT CTC ATT AAA GCG GAC
Gly Iie Pro Leu lle Lys Ala Asp
10
480
ATC CAA GCT TCT CAT CCG GAC TTC
Ile Gin Ala Ber His Pro Asp Leu
40
570
CAC GGC ACA CAT GTT GCC GGT ACA
Bis Gly Thr His Val Als Gly Thr
63 70

GCG GTT AAA GTA CTC AAT TCA AGC
Ala Yal Lys Val Les Asp Ser Ser

720

=10
TAG

TGG
Trp

GTT
Val
=70

Lys

GAT
Asp

Lys

AAC
Asn

GTA
Val

GBA
Gly

GAT GTT ATC AAT ATG AGC CIT GGG GGA

Asp Val Ile Asn Met Ser Lau Gly
120
810
GTC GTT GT4A CCT GCA GCA GGC AAC
Vel Val Val Alz Ala Ala Gly Asn
150
900
GCF GTT GGT GCG GTA GAC TCT AaC
Ala Val Gly Ala Val Asp Ser Asn
180
290

Gly

AGC
Ser

AGC
Ser

GGC GT4 TAC AGC ACT TAC CCA ACE A4C
Gly Vel Tyr Ser Thr Tyr Pro Thr Asn Thr Tyr Ale

210

-1
ATT ATA TTA

Pribnow-Box

CIT GGG ATG
Leu Gly Met

GAA AAG GAT
Glu Lys Asp

240
GIC GAC AAG
VYal Asp Lys
=40
330
GTC GCT TAT
Val Ala Tyr

GTG CAG GCT
¥al Girn Ala

GTA GTC GGC
Val Val Gly

GCT GGG CTT
Ale Ala Leu

660
AGC GGA FTA
Sar Gly Ser
100
750
&CA TCA GGG
Ala Ser Gly
130

GGA TCT TCA
Gly Ser Ser
(&sn)
AAC AGA GCT
Asn Arg Ala

ACT TAT GCA

1080

GCT TT0 ATC TTG TCA AAA CAT GCG AAC CIT TCA GCT
Ala Leu Ile Leu Ser Lys Bis Pro asn Leu Ser Ala

.1140

240
1170

TCC TIC TAC TAT GG& Ad4 GGT CTG ATC AAT GTC GAA

Ser Phe Tyr Tyr Gly Lys GLy Leu Ile Asn

260

der 1230 Transkription

270

GTG TTT TTA GCA CTA GCT TET TCT ... 37

1 30

TCC TTC TAT ‘TTA AAT TAT TCT GAA TCT GAA TAA ACA CGGA GGA GAG TGA
Riboscmeabindungsstelle

sHichtkodierungssequenzy

90
CTG ACG GCC TTC ATG CTC GTG TIC ACG ATG
Leu Thr Ala Phe Met Leu Val Phe Thr Met

180
TAT ATT GTC GGA TTT AAG TCA GGA GIG Asa
Tyr Ile Val Gly Phe Lys Ser Gly Val Lys
-60
270
CAG TTT AGA ATC ATC AAC GCG GCA AAA GCG
Gln Phe Arg Ile Iie Asn Ala Ala Lys Ala
=30
360
GIG GAA GAG GAT CAT GTG GCC CAT GCC TIG
Val Glu Glu Asp His Val Ale His Ala Leu

420
CAA GGC TIT AAG GGA GCG AAT GTA AAA GTA
Gle Gly Phe Lys Gly Ala Asn Val Lys Val
20
510
GGA GCA AGC TTT GTG GCT GGC GAA GCT TAT
Gly Ala Ser Phe Val Ala Gly Glu Ala|Tyr
50
600
GAC AAT ACA ACG GGT GTA TTA GGC GTIT GCG
Asp Asn Thr Thr Giy Val Leu Gly Val Ala
80
690
TAC AGC GBC ATT GTA AGC GGA ATC GAG TGG
Tyr 8er Gly Ile Val Ser Gly Ile Glu Trp
lio
780
TCS ACA GCG ATG AAA CAG GCA GTC GAC AAT
Ser Thr Ala Met Lys Gin Ala Val Asp Asn
140
840
GGA AAC ACG AAT ACA ATT GGC TAT CCT GCG
Gly Asn Thr Asn Thx 1lle Gly Tyr Pro Als
(Ser)
930
TCA TTT TCC AGC GTC GGA GCA GAG CIT GAA
Ser Phe Ser Ser Vel Gly Ala Glu Leu Glu
190
1020
ACA TG AAC GGA ACG TCA ATG GCT TCT CCT
Thr Leu Asn Gly Thr Sax Met Ala Ser Pro
220
1110
TCA CAA GTC CGC AAC CGT CIC TCC AGLC ACG
8er Gln Val Arg Asn Avg Leu Ser Ser Tar
250
raiche kodieren 1200
GCT GCC GCT CAA TAA CAT ATT CT4 ACA AAT

Vel Giu Als Als als Gin

274

GCA TTIC AGC
Ala Phe Ser

ACC GCA TCT
Thr Ala Ser

AAG CTA GAC
Lys Leu Asp

»Subtilisin
GCG CAA ACC
Ala Gin Thr
+1
430
G6CC GIC CTG
Ala Vgl Lesu
30

AAC ACC GAC

Asn Thr Asp

CCA AGC GTA
Pro Ser Val

GCE& ACA ACA
Alza Thr Thr

GCA TAT GCa
Ala Tyr Ala

870

120
GAT TCC GCT
Asp Ser Ala
-80
210
GTC AMA AACG
¥al Lys Lys

AAA GAA GCG
Lys Glu Alas

Carlsbergs»
GTT CCT TAC
Val Pro Tyr

GAT ACA GGA
Asp Thr Gly
32
540
GGC AAC GCGA
Gly Asn Gly
&0
530
TCC TTG TAC
Ser Leu Tyr
20

AAC GGC ATG

Asn Gly Het

AGA GGG GTT
Arg Gly Val

AAA TAC GAT TCT GIC ATC

Lys Tyr Asp
170

GTC ATG GCT
Val Met Als

CAT GTA GCG
Bis Val Als

GCG ACT TAT
Ala Thr Tyr

Sar Val Ile

9560
CCT GGC GCA
Pro Gly ils
200
1050
GGA GCA GCA
Gly Ala Ala
230

TTG GBA AGC
Lsu Giy Ser

Abbruchschleife
AAL AAG CTA

GGC ATA TAG

Abb. 2: DNA- und Aminosiuresequensz
i 'Bacillus licheniformis

[maturiertes

von Subtilisin Carisberg aus
Enzym aus Stamm

DSH

641 nach 4, andere Seguenzen aus Stamm NCIB 6816 nach 40].
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1-5 Allgemeine Regulationsmechanismen der Biosynthese

Mikroorganismen verfiligen {iber effektive Regulationsmechanismen,
die es ihnen erméglichen, ihre Stoffwechselleistungen schnell an
verdnderte Umweltbedingungen anzupassen. Die Wirkung kann bei der
Enzymaktivitdt und der Enzymsynthese einsetzen.

Die Regulierung der Enzymaktivitdt ist im allgemeinen ein schnel-
ler allosterischer Prozef, bei dem ein positiver oder negativer
Effektor an ein Enzym anlagert und damit dessen Aktivitdt verdn-
dert. Diesem Regulationsmechanismus unterliegen vorwiegend die
Schliisselenzyme innerhalb des Intermedidrstoffwechsels,; wihrend er
bei extrazelluldren Enzymen keine Rolle spielt [74].

Die Regulation der Enzymsynthese ist dagegen eine langfristige
Stoffwechselanpassung. Ganz im Sinne der (konomie setzt sie in der
Regel beim ersten Teilschritt, der Transkription, ein. Hierbei
wird eine Folge von Desoxyribonucleotiden unter der enzymatischen
Wirkung von RMNA-Polymerase in eine Folge von Ribonucleotiden umge-
schrieben. Die Initiation der Transkription beginnt mit dem Kon-
takt der RNA-Polymerase mit dem Sinnstrang der DNA im Bereich der
Erkennungsstelle, die etwa 35 Nucleotidpaare vor dem Start der
RNA-Biosynthese liegt. Die -35-Region gleicht hiufig der Standard-
sequenz 5’'~TTCACA-3’. Die RNA-Polymerase bewegt sich zuxr Bindungs-
stelle, die etwa 10 Nucleotidpaare vor dem Start der RNA-Synthese
liegt, wund bindet hier. Die nach ihrem Entdecker Pribnow-Box
genannte Nucleotidfolge &hnelt der Standardsequenz 5/-TATAAT-3'.
Die gebundene RNA-Polymerase entwindet etwa 40 Nucleotidpaars der
DNA-Doppelhelix und beginnt mit der Transkription der 5'-Nicht-
kodierungssequenz, der Kodierungsfolge, die die Information zur
Herstellung des Proteins trégt, und der 3’-Nichtkodierungssequenz.
Hdufig nimmt dieser Bereich wegen einer palindromen (inversen)
Symmetrie eine haarnadelfdrmige Sekunddrstruktur ein {Abb. 2}, die
die Genexpression beendet. Andere Gene bendtigen zur Abspaltung
der Polymerase die Aktivitdt eines Terminationsfaktors [437].

Erkennungs- und Bindungsstelle gehdren zum Promoter {Tab. 3}. Je
mehr die Nucleotidfolgen den beiden Standardsequenzen gleichen, um
so stdrker ist der Promoter [43]. Das Subtilisin-Gen von Bacillus
licheniformis weicht nur Jjewelils an einer Position in der -35 und
=10-Region ab {Abb. 2} und wird somit hdufig transkribiert.

Die Kontrolle der Transkription kann schon bei der Ankniipfung dexr
RNA-Polymerase exrfolgen. Die Transkriptionshiufigkeit kann durch
die Bindung eines Xomplexes aus Induktor und catabolite activator
Protein (CAP) an einen DNA-Abschnitt kurgz vor der Erkennungsstelle
erhéht wexden. Bei Escherichia coli ist dieser Induktor cyclisches
Adenosin=3’,5'-monophosphat (cAMP), dessen Konzentration in Anwe-
senheit leicht verwertbarer C- und N-Quellen sinkt [43]. Daraufhin
wird die Produktion aller Proteine reprimiert, die £fiir ihre
Expression die Aktivierung durch den cAMP-CAP-Komplex bendtigen.
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8 1-5 Allgemeine Regulationsmechanismen der Biosynthese

Da hiervon vorwiegend Enzyme betroffen sind, die den Abbaun
ungiinstigerer Substanzen katalysieren, spricht man von einer
KRatabolit-Repression durch leichter verwertbarere Substrate. Die
CAMP-Bildung ist ein unspezifisches Signal dafiir, daf in der Zelle
keine optimalen Bedingungen herrschen. So wird auch in Gegenwart
einer leicht metabolisierbaren C-Quelle cAMP synthetisiert, wenn
z. B. der Sauerstoffnachschub [54] oder der Gehalt an Stickstoff-
bausteinen [67] limitierend wirken. In diesem Fall findet eine
Dereprimierung der Xatabolit-Repression statt {Teb. 3}. Dem
Gesamtmechanismus wird eine wichtige Rolle bei der Regulation der
Synthese extrazelluldrer Enzyme zugeschrieben, auch wenn bei
Bacillus species cAMP nicht nachgewiesen werden konnte [67].
Eigene Versuche mit cAMP zeigten ebenfalls keinerlei Wirkung auf
die Proteasebildung {[7]. Ein &hnlicher FEinflup wird aber von
anderen Nucleosid-(poly~)phosphaten vermutet [69].

Die RHNA-Elongation kann durch die Assoziation eines Regulator-
proteins an den Operator, das ist eine DNA-Folge zwischen Promoter
und Kodierungsseguenz, blockiert werden [43]. Die Bindungsfdhig-
keit wird durch negative oder positive Effektoren gesteuert.
Negative Effektoren (Corepressoren) sind meist niedermolekulare
Endprodukte anabolischer Enzyme [29], die durch Bindung an das
Regulatorprotein (Aporepressor) dessen Komplexbildung mit dem
Operator erst ermbglichen. Man spricht daher auch von Endprodukt-
Repression. Positive Effektoren (Induktoren) sind dagegen in der
Regel Substrate katabolischer Enzyme, die durch ihre aAnheftung an
das Regulatorprotein (Repressor) dessen Komplex mit dem Operator
1dsen [74] {Tab. 3}. Bei extrazelluldren Enzymen, deren polymere
Substrate nicht in die Zelle gelangen kdnnen, kOnnen auch niedex-
molekulare Abbauprodukte als Indukitoren wirken {89].

Gen: CAP-Region Promoter Cperator Rodierung
Funktion Stérkung Anheftung Regulation Bildung
des der dexr von RNA
Promoters Polymerase Elongation
primire CcRMP Regulator-
Regulation protein
sekundire giinstige Repressor,
Regulation C-Quelle, Induktor
N-Mangel
b
Effekt Katabolit- Endprodukt-]
N ' Repression, Repression,
Derepression Induktion

Tab. 3: Elemente eines Gens
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Bei Escherichia coli befinden sich an den Kontrollelementen der
DNA-Doppelhelix lange Sequenzen mit inverser Symmetrie, die
vermutlich fiir die Anheftung der Regulatorproteine von Bedeutung
sind. Das Subtilisin-Gen von Bacillus licheniformis {Abb. 2} weist
keine derartigen Folgen in der N&he des Promoters auf. BAus der
Abwesenheit palindromer Strukturen kann aber nicht auf ein Fehlen
der oben beschriebenen Regulationsmechanismen bei der Protease-
synthese geschlossen werden.

Eine Kontrolle der Transkription kann aber auch durch vorzeitigen
Abbruch der Genexpression bewirkt werden {Abb. 3}. Die Attenuation
ist das wichtigste Regulationselement fiir Enzyme des Aminosdure-
Stoffwechsels. Die Regulation folgt aus einem Zusammenspiel von
Transkription und Translation. An die entstehende RNA heften sich
Ribosomen und beginnen mit der Peptidsynthese. Vor dem Gen fiir das
anabolische Enzym der jeweiligen Aminosiure liegt eine Leitse-
guenz, die relativ h&ufig fiir die betreffende Aminosiure kodiert.
Herrscht an dieser Aminos8ure Mangel, so kann das Ribosom der RNA-
Polymerase nicht mehr direkt folgen. Das hat Auswirkungen auf die
Schleifenbildung der RNA. Die Sekundirstruktur der RNA enthilt
keine Haarnadelstruktur mehr, die von der RNA-Polymerase als
Terminationssignal erkannt wird und zum vorzeitigen Abbruch der
Translation fithrt [43]. Allerdings tr&gt die DNA von Subtilisin
Carxlsberg keinen Genabschnitt fiir ein separates Leitpeptid.

Die Stabilit#dt der messenger RNA (mRNA), die die Information fiir
die Proteine tr&gt, ist bei Prokaryonten mit einer mittleren Halb-
wertzeit von 2 min gering [50]. Dies ist eine Voraussetzung fir
die Regulation der Biosynthese auf Transkriptionsebene.

Daneben kodiert die DNA auch fiir transfer RNA (tRNA) und ribosoma-
le RNA (rRNA), die eine Lebensdauer von mehreren Zellgenerationen
besitzen konnen [43].

Die verschiedenen tRNAs dienen als spezifische Aminosiurecarrier
bei der Proteinbiosynthese. 8Sie werden unter ATP-Verbrauch wvon
Aminoacyl-~tRNA~-Synthetasen mit ihren individuellen Aminosduren
beladen.

Die Translation der mRNA findet an den rRNA enthaltenden Ribosomen
statt. Sie beginnt unter GTP-Verbrauch mit der Anlagerung der mRNA
beim Startcodon AUG an die durch Initiationsfaktoren aktivierte
30 S-Untereinheit der Ribosomen {siehe Abb. 4}. Die Orientierung
wird durch Basenpaarung einer nichttrvanslatierten leader-Sequenz
an die ribosomale RNA gewdhrleistet [42]. Die zuerst angelagerte
tRNA ist stets Methionyl-tRNA. Bei Eubakterien ist das Methionin
an der Aminogruppe formyliert {siehe Abb. 2}. Die Initiation endet
mit der Abspaltung der Initiationsfaktoren und der Anlagerung der
50 S-Untereinheit der Ribosomen. Bei der Kettenverlingerung wird
die mRNA unter Mitwirkung von Elongationsfaktoren am Ribosom ent-
lang bewegt. An jedes Codon wird die entsprechende Aminoacyl-tRNA
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10 1-5 Allgemeine Regulationsmechanismen der Biosynthese

angelagert. Die ZKniipfung der Peptidbindung erfordert keine Ener-
gie, da die Aminosdure bereits in aktivierter Form vorliegt. Zur
Translokation der mRNA am Ribosom und zur Anlagerung der Amino-
acyl~tRNA wird jedoch jeweils ein GTP bendtigt. Der Kettenabbruch
erfolgt beim Erreichen eines der Stopcodons UAG, UAA oder UGA
unter Beteiligung eines Terminationsfaktors [42].

Eine Kontrolle der Proteinsynthese auf Translationsniveau konnte
nur in seltenen Fdllen becbachtet werden, wenn z. B. nur die
ersten Gene polycistronischer mRNA translatiert wurden [507].

Wahrend die mRNA spezifisch fiir ein Protein kodiert, stehen rRNA
und tRNA allen ribosomalen Synthesen zur Verfiligung. Deren Auto-
regulation beeinfluft den gesamten Syntheseapparat der Zelle. Der
Mechanismus ist als stringent control bekannt [80]. Beim Ubergang
vom ungehemmten exponentiellen Wachstum in der Trophophase in die
stationdre Idiophase tritt Mangel an Aminos8uren auf, der zu unbe-
ladenen tRNA-Molekiilen fiihrt. Diese stimulieren die Umsetzung von
ATP und GTP zu Guanosin-5'-triphosphat-3’'-diphosphat (pppGpp).
Burch unmittelbare Abspaltung eines Phosphatrestes entsteht das
labile Guanosin-5‘-diphosphat-3’~diphosphat {(ppGrp) das als
second messenger die Synthese von tRNA, rRNA, ribosomalen Pro-
teinen, Elongationsfaktoren und der RNA-Polymerase hemmt [43,69].

Dariiberhinaus bewirken Guanosintetraphosphat und andere unge-
wohnliche Nucleotide als positive oder negative Effektoren der
Transkription eine Umstellung des Gesamtstoffwechsels {Abb. 3}.
Aminosdureverbrauchende Vorgdnge wie z. B. das Wachstum werden
reduziert. Hingegen werden aminosdureliefernde Prozesse wie z. B.
Proteasebildung und Aminosdurebiosynthese stimuliert [69].

stringent control

{Stoffwechsel-
unstellung)
\
TRMA,; tRNA Translation
DNA Transkription + > Protein
= MRNA A
T\ Attenuation

Abb. 3: Binfluf von Attenuation und stringent control auf die
'~ Biosynthese

Bei allen bisher referierten Regulationsmechanismen beeinflussen
nur zellinterne Konzentrationsverhdltnisse die Biosynthese. In der
Cytoplasmamembran wurden jedoch Signalproteine entdeckt, die unter
extrazellulirer Stimulation mit einer intrazellulBren Kinaseakti-
vitdt ein Regulatorprotein in seiner Wirkung modulieren [28].
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1-6 Regulation der Proteaseprodukiion

Die Mechanismen der Proteasebildung in Bacillus species sind
bislang noch weitgehend unbekannt. Die Biosynthese extrazelluldrer
Proteasen startet erst mit dem Ubergang von der Periode exponen-
tiellen Wachstums, der Trophophase, in die ndhrstofflimitierte
Idiophase [17,68]. Die Enzymbildung setzt sowohl bei C- als auch
N~Mangel ein [24,25,93]. Dies ist verstdndlich, da Proteasen
Aminosduren freisetzen, die als (- und N-Quelle genutzt werden
kénnen. In allen Fdllen bewirkt eine N-Limitierung eine stérkere
Proteaseausschiittung als C-Mangel ([35}. Die Proteaseproduktion
hdngt in starkem Mafe auch von den Medienkomponenten ab.
Energisereiche C-~ und N-Substrate erlauben ein schnelles Wachstum,
reprimieren aber die Exocenzymbildung stark [25]. Erst wenn die
glinstigen Substrate knapp werden und sich das Wachstum verlang-
samt, kommt die Proteasebiosynthese in Gang. Vielfach wird sogar
angenommen, dafl die Wachstumsbegrenzung der Schliissel fiir die
Regulation ist [35].

Wie bei nahezu allen extrazelluldren Enzymen 1a8t sich dies als
unspezifische Dereprimierung der Katabolit-Repression deuten.
Ndheres ilber ein catabolite activator Protein und seinen Induktor
ist bei Bacillus species aber nicht bekannt [16,68].

Die Ursache kann aber auch in der Aufhebung einer Endprodukt-~
Repression liegen ([74]. Dieser Regulation unterliegen sonst nur
anabolische Enzyme. Die Vielfalt stickstoffhaltiger Substrate, die
eine Protease-Repression verursachen, war lange Zeit mnit dexr
grofen Spezifit&8t von Operator-Regulatorproteinen kaum vereinbar.
Kiirzlich wurde jedoch ein ca. 40000 g/mol grofes membrangebundenes
Protein entdeckt, das bei Anwesenheit gut metabolisierbarer Stick-
stoffquellen reversibel methyliert wurde. Dieser Sensor hat als
Regulatorprotein wvermutlich weitreichenden Einfluf auf die Anpas-
sung des Gesamtstoffwechsels [6]. Eine unspezifische Endprodukt-
Repression k&nnte ebenfalls in einem der Attenuation &hnlichen
Mechanismus liegen, wenn bei schneller Folge von Transkription und
Translation die mRNA-Bildung vorzeitig abgebrochen wird [68].

Auch wird eine Xopplung beider Mechanismen diskutiert. Danach wixrd
die Proteaseproduktion initiiexrt, wenn wichtige N&hrstoffe im
Medium verbraucht sind (Derepression der Katabolit-Repression),
die Synthese Jjedoch reprimiert, wenn durch die Wirkung der Pro-
tease die Aminosdurekonzentration ansteigt (Endprodukt-Repression)
[15,19,35].

Die Xontrolle derxr Pgoteasebildung kann aber auch im Zusammenhang
mit einer stringent response gesehen werxrden. Die Akkumulation von
Guanosintetraphosphat beli Aminosduremangel £ihrt zu einer Umstel-
lung des Gesamtstoffwechsels. Dieser Vorgang wirkt oftmals als
Schalter bei der Anpassung der Zelle an neue Lebensphasen [69].
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12 1-6 Regulation der Proteaseproduktion

Untersuchungen bei einem &hnlichen Mikroorganismus zeigten, daf
Bacillus licheniformis S51684 diesbeziiglich einen Defekt aufweist
und »relaxed« reagiert [13,24). Bei Aminosiuremangel kann sich der
Stamm nicht anpassen. Es kommt zu Fehlern bei der Biosynthese, die
zum Absterben und zur Zellysis fihren. Das verwendete Bakterium
Bacillus licheniformis DSM 641 scheint dagegen nach eigenen Ergeb-
nissen s»stringente vorzuliegen und normal zu reagieren [7].

Die Biosynthese von Subtilisin tritt immer zeitgleich mit der
Sporulation dexr Zellen auf. Eine obligate Kopplung von Enzym=- und
Sporenbildung liegt jedoch nicht vor, da das Entstehen von Sporen
nicht von einer Exoenzymexpression begleitet sein muf [7,14]. Die
Bildung von Endosporen ist ein weitreichender Differenzierungspro-
zefl, an dem iiber 50 Gene beteiligt sind. Besonders einflufreich
ist der Repressor AbrB, ein aus 96 Aminosduren bestehendes Protein
mit einem Molekulargewicht wvon 10773 g/mol. Das AbrB-Protein
unterdriickt sowohl die Sporulation von exponentiell wachsenden
Zellen als auch die Proteasebildung. Mit den Eintritt in die Idio-
phase wird dann das SpolA-Genprodukt durch eine Kinase aktiviert.
Das SpolA-Produkt reprimiert wiederum das abrB-Gen. Daraufhin wird
die Sporulation eingeleitet und die Subtilisinproduktion kann auf-
genommen werden [65,817.

1-7 Export und Relfung von Subtilisin Carlsberg

Die Biosynthese extrazellulidrer Enzyme und deren Transport vom
Cytosol in das Zell&uPere (Prokaryonten) bzw. in Sekretionsvesikel
(Eukaryonten) sind vermutlich miteinander gekoppelt [9,10]:

Zutoplasma

A . - el B g O
Signal-Rezeptor-Protein Prosubtilisin “E2ilsy

| Ribosanen-Rezeptor-Protein raturiertes Subtilisin |
Zytoplasma-fenbran axtrazelluldrer Raun Propeptid

Abb. 4: Hypothetischer Transport wvon Subtilisin Carlsberg vom
- Cytoplasma in den extrazelluldren Raum [nach 43,68)

E
B




1-7 Export und Reifung von Subtilisin Carlsberg 13

Der Gesamtprozef beginnt mit der Anlagerung eines Ribosoms an die
mRNA und der darauf folgenden Translation der Présequenz. Es
bildet sich ein Signalpeptid, das an einer Pore der Cytoplasma-
membran mit einem Signal-Recognition-Protein assoziiert. Die Pro-
teinbiosynthese wirxrd unterbrochen, bis sich das Ribosom an einem
Riboscomen-Rezeptor-Protein bindet. An dieser Stelle bleibt es dann
beim Fortschreiten der Translation und der Anknipfung weiterer
Ribosomen als Polysom haften {Abb. 4} [43].

Signalpeptide von Gram-positiven Organismen weisen melist 26 - 31
Aminos&duren auf, die N-terminal 3 - 5 positive Ladungen tragen,
ansonsten aber ungeladen sind [90]. Eine typische Folge tr&gt auch
das 29 Aminosiuren lange Signalpeptid des Carlsberg-Gens mit einem
Arginin- und zwei Lysin-Resten am N-Terminus {Abb. 2}. Nachdem es
seine Funktion, die BEinleitung der vektoriellen Proteinsynthese,
erfiillt hat, wird es meist durch eine membranstdndige Peptidase
von der wachsenden Polypeptidkette abgespalten. Diese Signalpep-
tidase erkennt spezifisch die Folge Ala-X-Ala-<Ala [92] und trennt
zwischen den beiden Alanin-Resten [40].

Mit dem Erreichen des Stoptripletts UAA endet die Translation, und
das Ribosom trennt sich von der mRNA {Abb. 4}. Das freigesetzte
Proenzym ist in der Regel nur in Eukaryonten nachzuweisen, da es
dort erst nach Verlassen der Sekretionsvesikel durch proteclyti-
sche Abspaltung der Prosegquenz aktiviert wird. In Prokaryonten
dagegen erfolgt nahezu augenblicklich die autokatalytische oder
proteolytische Abtrennung des Propeptids zum reifen Enzym [80].
Proseguenzen verschiedener Enzyme unterscheiden sich deutlich in
Liénge und Primdrstruktur. Ihnen ist aber ein hoher Anteil an
geladenen Aminosduren gemein. Im Propeptid wvon Subtilisin Carls—
berg tragen bei einem neutralen pH-Wert 30 von 76 Aminosduren eine
Ladung {Abb. 2}. Diese hydrophile Anordnung wirkt als Matrix fir
die Ausbildung der Sekunddrstruktur des maturierten Enzyms. Wie
essentiell die Proseguenz fiir die Faltung des reifen Enzyms ist,
zeigten gentechnologische Ansdtze. In Abwesenheit der Prosequensz
im Subtilisin-Gen bildete sich unldsliches Subtilisin, das keiner-
lei proteolytische Aktivitdt aufwies [38].
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14 2-0 Kinetik der KRultivierung von Mikroorganismen

2-0 Kinetik der Kultivierung von Mikrocrganismen

Die Kultivierung von Mikroorganismen spiegelt ein kompliziertes
zusammenspiel zwischen Mikrobiologie und Verfahrenstechnik wieder.
Die Zellen nehmen die angebotenen Substrate auf und setzen sie in
vielen Einzelschritten 2zu den unterschiedlichsten Produkten um.
Pie Stoffwechselwege werden dabei von Substraten, Intermediaten
und Endprcdukten reguliert,; die oftmals allerdings unbekannt oder
unbestimmt sind. Eine Rolle spielen auch die Umweltbedingungen wie
z. B. Temperatur, pH-Wert, osmotischer Druck und Reakiorkonfigura-
tion. Ein Modell kann diese Komplexitdt nux teilweise beschreiben,
mufli sich also auf die wesentlichsten Gr&Ben beschridnken. Es kann
sich daher nur unvollkommen an experimentelle Daten anpassen. Die
Modellierung kann aber ein wertvolles Hilfsmittel fiirx das Ver-
standnis und die Auslegung des Fermentationsprozesses sein.

2-1 Formen der Kultivierung von Mikrcorganismen

Bei der Kultivierung von Mikroorganismen wird die diskontinuier-
liche, die halbkontinuierliche und die kontinuierliche Verfahrens-
weise unterschieden:

Die diskontinuierliche Methode ist ein weitgehend geschlossenes
System, in das oft nur Sauerstoff eingetragen wird. Beispiele sind
Schiittel~ und Batchkulturen. In letzteren kann auch durch Xorrek-
turmittelzugabe der pH-Wert konstant gehalten und Schaumbildung
unterdriickt werden. Vorteilhaft sind die niedrigen Investitions-
kosten durch meist geringen Regelaufwand. Ein Bioreaktor im
Satzbetrieb kann flexibel flir unterschiedliche Mikroorganismen und
Produkte eingesetzt werden. Die Ausbeute wird durch Substratauf-
zehrung begrenzt. Die wverhdltnismifig kurzen Xultivierungszeiten
bergen nur geringe Gefahr wvon Infektionen und Mutationen. Nach-
teilig sind vor allem der erhShte Personalaufwand und die nicht-
produktiven Totzeiten zum Fiillen, Sterilisieren, Entleeren und
Reinigen des Fermenters [76].

Bei halbkontinuierlicher Xultivierung wird der Verbrauch an Sub-
strat nachdosiert. Die damit verbundene Ausbeutesteigerung wird
mit einem hbheren Personal- und Investitionsaufwand flir Messung
und Substratzufuhr erkauft. Besonders vorteilhaft ist die Kulti-
vierung im Fedbatch beim Vorliegen einer Substratiiberschufinhibie-
rung. Im Idealfall wird eine extended culture angestrebt, in der
die Substratkonzentrationen durch geregelte Zufiitterung konstant
gehalten werden [76].
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2-1 ¥ormen der Kultivierung von Mikroorganismen 15

Bei der kontinuierlichen Verfahrensweise handelt es sich um ein
offenes System, in dem mit derselben Rate, mit der dem Bioreaktor
frische N&hrl&sung zugefiihrt wird, Fermentationsbrilhe abgeerntet
wird.

Den geringsten Regelaufwand erfordert der Chemostat, der bei kon-
stanter Durchflufrate betrieben wird. Ubersteigt die Verdiinnungs-
rate das Zellwachstum, so wird die Kultur aus dem Fermenter ausge-
waschen. H#ufig liegt das Maximum der Produktivitdt in dexr Nahe
des Auswaschpunktes. In diesem Fall wird vorzugsweise der Turbido-
stat eingesetzt, der durch Trilbungsmessung bei konstanter Biomasse
arbeitet und somit der Gefahr des Auswaschens begegnet [3].

Im Auxostaten richtet sich die Zufuhr an
Verbraunch und somit nach der Stoffwechselaktivitdt. Auxostatstra-
tegien empfehlen sich, wenn filir die Produktbildung ein definiertes
Niveau des limitierenden Substrates glinstig ist. Tritt bei der
Umsetzung des Substrates ein pH-Shift ein, so ist das HMedium im
pH-Auxostaten als Korrekturmittel einsetzbar. Ansonsten erfordern

die Auxostatmethoden einen erh8hten Mef~ und Regelaufwand.

Substrat nach dessen

Durch kontinuierlichen Betrieb soll sich ein zeitlich stationdrer
zustand einstellen, der konstant hohe Raumzeitausbeuten und Um-
sdtze gewdhrleistet. Die langen Kultivierungszeiten bergen aber
die Gefahr einer Infektion oder Mutation der Hikroorganismen in
sich. Zudem sind bei geringer Flexibilitdt die Investitionskosten
hoch, da die kontinuierliche Fermentation in einen Gesamtprozef
eingebettet werden muf, der Medienbereitung und Produktaufarbei-
tung beinhaltet [76].-

2-2 Formale Behandlung verschiedener Kulilvierungsarien

Zur mathematischen Behandlung werden fiir alle XKomponenten Bilanz-
gleichungen aufgestellt, in der Akkumulation aus der Summe aus
Konvektion und Reaktion folgt:

Bkkumulation = Konvektion + Reaktion {allgemein)

Die Akkumulation gibt die zeitlichen Konzentrationsdnderungen der
einzelnen Komponenten wieder.

ie Xonvektion stellt den Austausch der Xomponenten mit der Umge-
bung dar.
Die Reaktion beschreibt die Umsetzung der Substrate zu Bicmasse
und anderen Produkten, aber auch Grundbedarf, Absterben und Lysis

der Zellen, sowie Abbau der Produkte.

Fiir die verschiedenen Kultivierungsarten gelten unterschiedliche
Rahmenbedingungen bei dexr Bilanzierungs




16 2~2 Formale Behandlung verschiedener Kultivierungsarten

In der diskontinuierlichen Kultur findet kein Austausch mit der
Umgebung statt. Die Konvektion wird somit definitionsgemi#f null.
Also ist die Akkumulation eine direkte Folge der Reaktion:

Akkumulation = Reaktion (diskontinuierlich)

Im halbkontinuierlichen System gleicht die Nachdosierung der
einzelnen Substrate (Xonvektion) im Idealfall den Verbrauch
(Reaktion) aus. Der Akkumulationsterm der Substrate wird dann
null. Fir die Biomasse- und Produktbilanzen gelten weiterhin die
Verhdlinisse wie bei diskontinuierlicher Betriebsweise:

Akkumulation = Reaktion {Produkte halbkontinuierlich)

In einem Xontinuierlich betriebenen Riihrkessel findet ein Aus-
tausch zwischen Fermenterbrithe und frischem Medium statt. Dabei
werden die einzelnen Komponenten mit der Durchflufrate D in ihren
Ausgangskonzentraticnen cg zugefithrt und in der aktuellen Konzen-
tration ¢ abgefithrt. Nach einiger Zeit stellen sich Steady-State-~

Bedingungen ein. Der Akkumulationsterm wird somit null:

0 = Konvektion + Reaktion (kontinuierlich)

2-3 Wachstumsphasen

Das Wachstum in einer Batchkultur 13ft sich in sieben aufeinander-
folgende Phasen gliedern {vergleiche Abb. 6}:

1. Adaptations- oder lag-Phase

Nach dem Uberimpfen der Vorkultur in den Fermenter missen die
Orzganismen zundchst einmal ihren Stoffwechsel an die neuen Um-
weltbedingungen anpassen. Die Linge der Adaptations-Phase hingt
vom Alter der Vorkultur, von der Impfmenge und der Anderung der
Umgebung ab [18,76]. Wihrend der lag-Phase bleibt die Zellzahl
konstant, die Zellmasse nimmt aber durch die Bildung wvon Ribo-
somen und Proteinen zu [21].

2. BAkzelerationsphase
Nachdem sich der Syntheseapparat angepaft hat, fangen sich die
ersten Zellen zu teilen an. Sobald alle Organismen diesen Zu-
stand errveicht haben, beginnt das exponentielle Wachstum [76].

3. Exponentielles Wachstum

Das Wachstum in der exponentiellen Phase ist ausschlieflich
durch =zellinterne Parameter bestimmt. Externe Faktoren, wie
z. B. Art und Konzentration der Substrate, haben keinen Einfluf
auf die Form der Wachstumskurve. Sie bestimmen aber die spezi-
fische Wachstumsrate u [21].
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4., Ubergangsphase

Das unlimitierte Wachstum verlangsamt sich, sobald essentielle
Ndhrstoffe, die zu weiterem Wachstum notwendig sind, nicht mehr
in ausreichender Menge vorliegen oder sich Stoffwechselprodukte
im Medium angereichert haben, die das Wachstum hemmen [76].
Nach Verbrauch der primdren Substrate greift der Organismus auf
Sekunddrmetabolite zuriick, auf denen nur ein langsameres Wachs-
tum méglich ist. Sobald der Grundbedarf zur Aufrechterhaltung
der Lebensfunktionen nicht mehr gedeckt werden kann, beginnt
ein steigender Anteil der Zellen abzusterben.

5. Stationdre Phase
In der stationdren Phase verbrauchen die Zellen ihre Reserve-
stoffe. Zellwachstum und Absterben halten sich die Waage. Viele
Mikroorganismen konnen unter diesen Hungerbedingungen durch
Sporenbildung iiberleben [18].

6. Beginnende Sterbephase

Sobald die spezifische Geschwindigkeit des Absterbens ¢ die der
Vermehrung u ilbertrifft, nimmt die Biomasse allm#hlich ab [76].

7. Exponentielle Sterbephase

Mit dem Erliegen des Zellwachstums nimmt die Biomasse exponen-
tiell ab [76].

2-4 Kinetik von Wachstum und Zellvsis

Fiir die Biomassebilanz im Batch gilt formal:

ax )

T = (k-o) - X (Gl. 1)
mit X ¢ Biomasse [g/1]

t t Zeit [h]

W - : Spezifische Wachstumsrate {h“l}

o ¢ Spezifische Sterberate [h“l]

Unter Verwendung des Ausbeutekoceffizienten Yg,/g = dX/dS folgt eine
entsprechende Gleichung fiir den Substratverbrauch:

as U -
- = s X (GL. 2)
dt Yx/5
mit §  : Substrat [g/l]

Yy /5 : Ausbeutekoeffizient Biomasse aus Substrat [-]

Die spezifische Wachstums- und Sterberate sind Funktionen der
Unweltbedingungen wie Temperatur, pH, Substrat- und Produktkonzen-
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18 2-4 Kinetik von Wachstum und Zellysis

trationen. Hingt die Wachstumsrate nur von einem limitierenden
Substrat ab, so folgt eine S&ttigungskinetik nach Monod [55]:

e 5
- Pmax ° (G1. 3)
ks + 5

mit gpax ¢ Maximale spezifische Wachstumsrate [h™1]
kg : Halbmaximale Sattigungskonstante [g/l]

Hdufig liegt aber eine unkompetitive Inhibierung durch iiberschiis-
siges Substrat vor [18,58,76]:

' s g
po= —[ax (GL. 4)
ks + S@(l + S/ki)

mit kj ¢ Inhibitorkonstante [g/l]

Auch koénnen Stoffwechselprodukte 2zu einer kompetitiven (Gl. 5)

oder nichtkompetitiven (Gl. 6) Hemmung des Wachstums fiihren
{18,58,76]:

. 8
u o= tmax (G1l. 5)
kge(l + P/ky) + 8
. 8
po= Imax (Gl. 6)

(kg + S)-(1 + P/kj)
mit P ¢ Produkt [g/1]

Liegen im Medium mehrere Substrate vor, die unabhingig voneinander
verbraucht werden, ist ein additiver Ansatz zu wdhlen [18]:

Bo= My + Mgt oo+ oug (GL. 7)
mit @y : Spezifische Rate fiir Wachstum auf Substrat Sj

Eine Xatabolit-Repression bzw. Diauxie 148t sich als kompetitive
Hemmung des Wachstums auf Substrat S; durch Substrat 57 oder einen
im direkten Zusammenhang mit §; stehenden Inhibitor I erkldren:

_ MPmax,1 ° S1 Mmax,2 ° 52

&

kg,1 + 83 kg,2°(1 + 81/ki) + 82

(G1. 8)

Beim Vorliegen mehrerer Substrate, die fiir das Wachstum essentiell
sind und somit gekoppelt verbraucht werden, wird eine multiplika-
tive Verkniipfung bei einem einheitlichen ugy,, gewdhlt [18]:

] s S
W= gax s 1 . 2' e .. e :_w&;rlm (Gl. 9)
kg,1 + 81 kg,2 + 83 kg,n *+ Sn
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Wie schon in Gl. 4 - 6 beschrieben, kdnnen die einzelnen Substrat-
terme einer unkompetitiven Substratiiberschufhemmung bzw. einer
kompetitiven Produktinhibierung wunterliegen. Ebenfalls kann das
Gesamtwachstum durch Inhibitoren nichtkompetitiv gehemmt werden.

Absterben und Lysis von Mikroorganismen sind im engen Zusammenhang
mit dem Erhaltungsstoffwechsel der Zelle zu sehen. Der Organismus
benttigt einen Teil seiner C-Quellen, um den allgemeinen Turnover
von RNA, Proteinen und Zellwandpolymeren auszugleichen und
physiologische Bedingungen im Zellinneren zu wahren. Der auch
maintenance genannte Anteil ist in erster Niherung unabhingig vom
Zellzustand [5]:

dse
- — =m » X (G1. 10)
dt
mit Sp : Substrat zur Deckung des Kohlenstoffbedarfs [g/l)]
m ¢ Maintenance [h“l]

Erschépft sich die C-Quelle, so kann ein steigender Antelil von Or-
ganismen seine Zellfunktionen nicht mehr aufrecht erhalten, stirbt
ab und lysiert. Geniligend C-Substrat dagegen reprimiert die spezi-
fische Absterberate. Diese Uberlegungen filhren zu dem Ansatz:

m
¢ = (Gl. 11)

I + SC/ki,X

mit kj x : Inhibitorkonstante des Biomasseabbaus [g/1]

2-5 Kinetik der Produkiblidung

Unter Vernachldssigung einer Zerfalls- oder Abbaureaktion gilt fiir
die Produktbilanz im Batch formal:

— = T s X (Gl- 12)

mit n : Spezifische Produktbildung [h“l]

Eine entsprechende Gleichung fiir den Substratverbrauch ergibt sich
aus der Verwendun

«
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ds w e X

dt Yp/s

<

o~
o
=t
et
w

o

mit ¥Yp/g ¢ Ausbeutekoeffizient Produkt aus Substrat [-]

Die Bildung von Produkten kann wachstumsgekoppelt wie auch wachs-
tumsunabhdngig erfolgen. Die Produktbildungsrate 1&8t sich durch
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20 2-5 Kinetik der Produktbildung

einen wachstumsgebundenen (a) und einen nur noch von der Zellmasse
abh&ngigen Term (b) darstellen [53]:

T = asy + b (G1. 14)
mit a : Wachstumsgekoppelter Produktbildungsfaktor [-]
b ¢ Wachstumsunabh&ngige Produktbildung [h“l]

Die spezifische Produktbildung ist ebenfalls eine Funktion der
Umweltbedingungen wie Temperatur, pH-Wert, Substrat- und Produkt-
konzentrationen. Die Ursachen, die die spezifische Wachstumsrate
beeinflussen, wirken sich immer auch auf den wachstumsgekoppelten

Anteil aus. Die wachstumsgebundene Produkibildung kann Jjedoch

zusétzlich durch eine Substanz, die das Wachstum nicht hemmt,
nichtkompetitiv inhibiert werden:

a
a = — aX (Gl. 15)
1+ I/k;

mit apay ¢ Maximales a [-])
I : Inhibitor [g/l}

Der wachstumsunabhéngige Anteil unterliegt ebenfalls einer S&tti-
gungskinetik, die durch Inhibitoren gehemmt sein kann (vergleiche
Gl. 4 - 6). Die HMichaelis-Menten-Konstanten der Produktbildung
sind gegeniiber den entsprechenden Monod-Konstanten der Wachstums-
kurve in der Regel deutlich kleiner:

S1 S2 Sn
b = bpay : . S (G1. 16)
km,1+S1  km,2%S2 km,n*tSn

mit bpay ¢ Maximales b [h™1]
km,i @ Michaelis-Menten-Konstante von Substrat Sj

Meist tritt nur wachstumsgebundene oder wachstumsunabhdngige Pro-
duktbildung aunf.

2-8 Subtilisinbildung im diskontinuieriichen Modell

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, daB Bacillus licheniformis
bei nichtlimitierender Sauerstoffzufuhr auf einem synthetischen
Medivm mit Glycerin als C-Quelle und Ammoniumsulfat als N-Substrat
wachsen und Protease synthetisieren kann. Die Produktbildung ist
ein wachstumsunabhdngiger Prozel ([7], der duxch {iberschiissige
Stickstoffquellen reprimiert wird.

Ein schlichtes Modell beriicksichtigt diese Erfahrungen. Die ein-
zelnen Stoffwechselwege, weitergehende Regulationsmechanismen und
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2-6 Subtilisinbildung im diskontinuierlichen Modell 21

alterungsbedingte Differenzierungsprozesse werden vernachléssigt,
auch wenn diese Vereinfachungen der Realitit nicht entsprechen.

Zum Vergleich wird eine wachstumsgebundene und eine wachstumsunab-
hédngige Produktion von Subtilisin untersucht, die ebenfalls durch
Ammoniumsulfat nichtkompetitiv inhibiert wird. Beide Arten der
Subtilisinbildung unterliegen dem autokatalytischen Zerfall, das
ist eine Reaktion 2. Ordnung:

+p__eX
Erhaltung m = (1pH1805N7
A ~oeX Biomasse X
+meX
+a°f~l°X
CHOHCHOHCHQOH + (NH4)2S04 === (;390H;9520393N33255
Glycerin S¢ Ammonium- =kp:=Pz2? Subtilisin Py
sulfat Sy
+heX
<= C13190H19520393N33285
-kp+Pp? Subtilisin Pb

Abb. 5: Modell von Wachstum und Produktbildung

Die Biomasse wird ndherungsweise durch die allgemeine Summenformel
bakterieller Zellmasse beschrieben [24]. Aus den Formelumsdtzen
lassen sich somit alle Ausbeutekoeffizienten berechnen.

Die Bilanzierung ergibt folgendes Modell (plausible Konstanten):

dSp U - o MgeX - kpePy? MpeX - kpePp?

= = X = - - feX (Gl= 17)

dt Ix/c Yp/C Yp/C

das - G TgeX = kpeP,?2 MheoX = kpePy?

@ . _H ¥ - LB pra’ _Ib P°°b (G1. 18)
dt Yx/N Yp/N Yp/N

dx ( X Gl. 1¢
—— 1 [+ -] @

It (m ) ( )
e X - kpePg2 (G1. 20)
e Tt a Ll L] - &

at a BPeog

out X - kpePp? (Gl. 21)
e 1 'rt & = e &

ac b ?°<b

mit S¢ : Glvcerin [g/1l]

SN : Ammoniumsulfat [g/1}]
Py : Wachstumsgekoppeltes Subtilisin [g/1]

Py : Wachstumsunabhdngiges Subtilisin [g/l]

Mg : Spezifische Bilcdung von Py [h™7]

Ty : Spezifische Bildung von Pp [h"l]

kp : Abbaurate von Subtilisin [0,01 1/(g-h)]
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22 2-6 Subtilisinbildung im diskontinuierlichen Modell

m : Maintenance [0,05 h“l]

Yx/c : Ausbeutekoeffizient Biomasse aus Glycerin [0,802]
Yx/n ¢ Ausbeutekoeffizient Biomasse aus (NHg)2S804 [1,86]
Yp/c : Ausbeutekoeffizient Subtilisin aus Glycerin [0,749]
Yp/n ¢ Ausbeutekoeffizient Subtilisin aus (NH4)25804 [1,25]

Folgende spezifische Raten werden angenommean ;

Sc SN
B = Hpax ° ° (Gl. 22)
ks,c + S¢  kg,n + Sy
m

o= — (Gl. 23)

i+ DC/Ki,X

a o

gy max (GL. 24)

1+ Sy/ki p

S S ‘

T = - bmax . N . C (Gi 25)

b Sw/ki,p km,NtSN knm,ctSc

mit ppax ¢ Maximale Wachstumsgeschwindigkeit [1 h"l]

kg,c : Monod-Konstante fiir Glycerin [1 g/1]
kg,n : Monod-Konstante fiir (NHq)2S04 [0,4 g/1]
ki,x : Inhibitorkonstante des Biomasseabbaus [0,01 g/l]
dpmax ¢ Wachstumsgekoppelter Produktbildungsfaktor [1]
bmax : Wachstumsunabhingige Produktbildung [0,2 h=!]
kj,p : Inhibitorkonstante der Subtilisinbildung [0,4 g/l]
km,C 3 Michaelis-Menten-Konstante filr Glycerin 0,01 g/1]
km,n ¢ Michaelis-Menten-Konstante fiir (NHg)2SO04 [0,01 g/1]

Zur simultanen Modellierung von abgeleiteten und analogen Funktio-
nen wurde das FORTRAN-Programm »SIMU« geschaffen, das das Runge-
Kutta-Verfahren zur numerischen Integration nutzt [96]. Die
Bilanzgleichungen zusammen mit den spezifischen Raten exrgeben eine
Simuiation der diskontinuierlichen Rultur {Abb. 63}

Mit der Erschdpfung der N-Quelle geht die Kultur in die stationire
Phase iiber, die mit dem Verbrauch des Glycerins zur Aufrechterhal-
tung des Erhaltungsstoffwechsels endet. Ein Teil der Zellen stirbt
ab und lysiert. Die verbleibenden Organismen nehmen die freige-
setzten Bausteine auf und decken mit dem XKohlenstoffanteil ihren
maintenance-Bedarf. Der gebundene Stickstoff wird dabei wieder =zu
Ammonium abgebaut. Die beiden Subtilisine entstehen ein wenig
spdter als die Biomasse, da anfinglich Ammonium deren Erzeugung
reprimiert. Obwohl die maximale Bildungsrate ap,, finfmal h&her
liegt als bpyay, ergibt sich nur die doppelte Ausbeute, da die
ErschOpfung von C- und N-Quelle die Produktionsrate des wachstumse
gekoppelten Subtilisins frither reduziert als die des wachstums-
unabhéngigen. Mit dem Wachstumsende geht die Vermehrungsrate gegen

CITHE AT
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6: Subtilisinbildung im diskontinuierlichen Modell

Abb. 63
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null, so daf auch die wachstumsgebundene Produktbiidung zum Erlie-
gen kommt. Der Gehalt an wachstumsunabh&ngigem Subtilisin steigt
dagegen noch weiter an. Zundchst ist die Bildungsrate noch gering,
da nur ein geringes Stickstoffangebot aus dem langsamen Abbau von
Subtilisin und Biomasse zur Verfigung steht. Sie steigert sich
jedoch nach der Erschdpfung des Glycerins, da durch die verstirkte
Zellysis mehr N-Substrate freigesetzt werden. Die Abnahme an Bio-
masse und der damit verbundene Anstieg des Ammoniumgehaltes fiithren
jedoch zu einer Reduktion der Produktionsrate und schliefiich auch
zum Abbau des wachstumsunabhingigen Subtilisins.

Das Diagramm gibt das Wachstum einer Batchkultur mit seinen ein-
zelnen Phasen gut wieder. Die Simulation startet allerdings sofort
mit dem exponentiellen Wachstum, da lag- und Akzelerationsphase
vom Zustand der Starterkultur abhingen und somit einer Modellie=-
rung schlecht zugdnglich sind.

2-7 Subiilisinbiidung im halbkontinuierlichen Modell

Der Fedbatch unterscheidet sich von der diskontinuierlichen Kultur
nur in den Substratbilanzen (Gl. 17 + 18), da hier die Zufuhr an
Néhrstoffen Z beriicksichtigt werden muf:

dSc 7 4 - 0o MgeX = kpoPa?  NpeX - kpePp?
pryamiia it 1o B °X - - - s

dt Yx/c ¥p/c ¥p/C (G1. 26)
ds i =-C MgeX - kpeP,2 heX = kpsPp2

=N ogy - x - ta P°Pa’? T p*Pp (G1. 27)
dt YX/N YP/N YP/N

mit Zg s Zufuhxr an Glycerin [g/(l:h)]
Iy : Zufuhr an (NHy)9804 [g/(1leh)]

Im Idealfall der extended culture gleichen die Zuflufraten den
Verbrauch der einzelnen Substrate aus:

] TgeX = KpeP,2 Mh*X - kpePn?
3o = —— g 4 fa’2 = Xp*Fa’ | T PB4 mex (G1. 28)
Yx/C ¥p/c ¥p/C
o~ O MgeX = kpoP,2 MheX = kpePp?
Zy = m——ex + 22 7 PP77a’ , TS 7 ¥R (GL. 29)
Yx/n Yp/N Yp/N

Das Modell beriicksichtigt keinerlei Inhibierung von Wachstum und
Produktbildung durch Stoffwechselprodukte. Daher stellen sich bei
gleichbleibenden Substratkonzentrationen konstante Wachstums- und
Produktbildungsraten ein, die zu einem exponentiellen Anstieg von
Biomasse, Produkten und Zufuhr an Substraten fiihren. Der ideale
Fedbatch endet spédtestens, wenn das Maximum der Zufuhr an Glycerin
oder Ammoniumsulfat erreicht ist.

=
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Abb. 7: Subtilisinbildung im halbkontinuierlichen Modell
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26 2-7 Subtilisinbildung im halbkontinuierlichen Modell

In der Simulation {Abb. 7} tritt zundchst ein Engpaf bei der Nach-
dosierung von Ammoniumsulfat auf. Die exponentielle Bildung von
Biomasse und Produkten geht in einen linearen Anstieg iiber, dessen
Steigung von der maximalen Ammoniumzufuhr abhdngt. Die leichten
Abweichungen wvon der Linearitdt beruhen auf dem Zerfall des Sub-
tilisins, der dem Wachstum zugute kommt. Die Biomassezunahme hat
einen hdéheren Bedarf an Glycerin zur Folge. Erst wenn die Gly-
cerinnachfuhr limitierend wixd, nimmt die Sterberate zu, bis ein
stationdrer Zustand erreicht ist. Da die Ammoniumsulfatzudosierung
nicht mehr der begrenzende Faktor 4ist, nimmt die N-Quelle ihr
altes Niveau wieder an. Im Vergleich zum Batch {Abb. 6} wird das
wachstumsunabhingige Produkt gegeniiber dem wachstumsgebundenen im
Fedbatch deutlich bevorzugt.

Bel der Behandlung der halbkontinuierlichen Rultur wurde die Volu-
menzunahme vernachldssigt, die in der Regel mit der Substratzufuhr
verbunden ist. Soll sie im Modell beriicksichtigt werden, so miissen
bei der Modellierung dimensionslose Gréfen eingefithrt werden.

MCvranorrardthhoarvas mhdsrnssnan e Net=ts] Aan S TIAatn Al FawAtimiriianes ~
whoilawel LUEL DA LI LMY ETL FASRES L= 93 dapo diaiTLll Gl LA=NAGR VSRRV L) [ LA

extended culture zu guasistationdren Zustdnden fiihrt [767].

2-8 Subtilisinbiidung im kontinuierlichen Modesli

In den kontinuierlich betriebenen Rilthrkessel f£fliept mit einer
Durchflufirate D Medium in den Ausgangskonzentrationen zu und spilt
die gleiche Menge Fermentationsbrithe mit den aktuellen Konzentra-
tionen aus. Die Bilanzierung (Gl. 17 - 21) der diskontinuierlichen
Kultur muff somit um einen Xonvektionsterm erweitert werden:

ds - O Mz+& = kpePy?2 TpeX - kpePp?

esc _ (Se®~Sg) D - s oX - 8 P**a” M"b P°* b meX
dt ¥x/c ¥p/C ¥p/C (G1. 30)
ds UL =0 TgeX = kpsP52 X = kpoPp?

=M - (8y°-~Sy) D ~ .x . la p°Pa® Tp p°Pp

dt ' Yx/w Yp/n Yp/8  (gl. 31)
dX

— (u Mg‘f.—_.D)eX (Gl- 32)
dt

ap

—2 = ngeX - kpePa? ~ DeBjp (Gi. 33)
dt

f_gg; = =T ev = 1 eP 2 wa heP‘ Gl 3ﬁ
N ||.b £ aPp b i b ( B *x)
dt

mit Sc°® ¢ Konzentration an Glycerin im Medium {10 g/1]
Sy°® : Konzentration an (NH@%2504 im Medium [4 g/1]
Durchflufrate [0,2 h™]

o
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Abb. 8: Subtilisinbildung im kontinuierlichen Modell
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Mit diesen Gleichungen 1&ft sich die Chemostatkultur modellieren.
Insbesondere das Anfahrverhalten {aAbb. 8}, aber auch Puls-,
Sprung- und Gradienteneingaben sind simulierbar. Nach etwa 5 Ver-
weilzeiten bildet sich ein stationfdrer Zustand aus. Eine Verweil-
zelt beschreibt als Quotient aus Reaktorvolumen zur Durchflufrate
die mittlere Aufenthaltsdauer des Mediums im Fermenter.

Da 1im Fliefgleichgewicht die Akkumulationsterme null werden,
lassen sich aus Gl. 30 - 34 in Verbindung mit den spezifischen
Raten (Gl. 22 - 25) zeitlich invariante Konzentrationen (kursiv
markiert) in Abh&ngigkeit von der Durchflufirate bestimmen:

P+ X me X
5¢ = 5¢° - =2 b - (G1. 35)
Yp/c Yx/c D
- i X (GL. 36)
N = Sy° - - )
Yp/N  Yx/n
S v m
ML‘ UN F118
Mmax ° . = (Gl. 37)
kg,c + 8¢ kg,m+ Sy 1 + Sc/ki x
P = amax ° ;lmax 3 SN -] SC L] X ( Gl 3 8 )
1+ sy/ki,p kg, wtSny  kg,ctSc  kptDePa
S, 5 b'¢
Py = Pmax . N . C . (GL. 39)

1+ Sy/k;,p  kpm,n*Sw  km,ctSc  kptDepy

Im Gegensatz zum Monod-Modell mit seinen einfachen L&sungen [56]
ergibt die Berxiicksichtigung zweier essentieller Substrate und der
Auf- und Abbau von Biomasse und Produkten komplexere Zusammen-
hdnge. Ersetzt wman in Gl. 37 die Substratkonzentrationen aus
Gl. 35 und 36, so resultiert eine komplizierte Funktion, aus der
die Biomasse X folgt. Die Substrat- und Produktkonzentration des
Gleichgewichtszustandes sind somit analytisch 18sbar. Einfacher
ist es jedoch, die Steady-State-Konzentration zu simulieren. Die
Gleichgewichtskonzentrationen werden iiblicherweise in Abhidngigkeit
von der Durchiflufrate D aufgetragen {Abb. 9):

Mit von null ansteigender Verdiinnungsrate ist zunichst ein Gebiet
gekennzeichnet, in dem der Glyeringehalt sehr niedrig ist, aber
auch im Batch (D=0) nicht ganz null wird. Die Ammoniumkonzentra-
tion f£&allt stark ab, wihrend Biomasse und Produktgehalt krdftig
ansteigen. Diese Region endet, wenn der Ammoniumanteil gegen null
geht. Hier {berlappt das Diagramm mit dem nichsten Abschnitt, in
dem statt Glycerin Ammonium limitiert ist. Der Ubergang der beiden
Kurvenzweige ist nicht stetig. Je nachdem von welcher Seite das
Gleichgewicht angestrebt wird, folgt ein Steady-State bei Ammo-
niumiiberschuf und hohem Biomassegehalt oder bei Glyceriniiberange-

bot und hoher Produktkonzentration.

O 1 T A H




2-8 Subtilisinbildung im kontinuierxlichen Modell

29

Glycerin S¢ [g/1]

Ammoniumsulfat Sy {g/1]

wachstumsgebundenes Produkt P, [g/1]
und Produktivitat D-P, [g/(1'h)]

wachstumsunabhangiges Produkt Py [g/1]
und Produktivitat D-Py, [g/(1'h)]

P

0 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1

Abb. 9: XD~Diagramm der Subtilisinbildung im Modell
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Mit weiter steigender Durchflufrate erhShen sich der Glycerin- und
Ammoniumgehalt. Mit ihnen nimmt die Zellysis ab und das Wachstum
zu. Der stédrkeren Zellvermehrung wirkt die hdhere Verdiinnung durch
neues Medium entgegen. Die Biomasse nimmt daher zundchst noch zu, =
durchlduft dann ein Maximum und wird schlieflich schon weit unter ?
der maximalen Wachstumsrate ausgewaschen.

Ahnlich verh&dlt es sich mit dem wachstumsgekoppelten Produkt, nur =
daf das Optimum wegen der Inhibierung der Subtilisinbildung durch
Ammoniumsulfat wesentlich frither erreicht wird. Wegen der kleinen
kp-Werte hat das wachstumsunabhdngige Subtilisin sein Maximum zu
Beginn des zweiten Kurvenzuges, wird also zu hSheren Durchfluf-
raten hin immer mehr ausgewaschen.

Im Diagramm sind zusdtzlich die Produktivitdten fiir die einzelnen
Procdukte aufgetragen (gestrichelte Kurven). Sie sind als das Pro-
dukt der jeweiligen Zielgr®fe mit dexr Verdiinnungsrate definiert.
Sie zeigen den Nutzen der kontinuierlichen Kultur fiir verschiedene
Produkte. Biomasse oder ein wachstumsgekoppeltes Produkt lassen
sich sehr gut durch kontinuierliche Reaktionsfithrung gewinnen. Bei
Substratiiberschufinhibierung sinken Ausbeute und Produktivitit
schon deutlich. Ein wachstumsunabhingiges Produkt dagegen 1&pt
sich im Batch oder Fedbatch besser erzeugen, da hohe Ausbeuten nur
beli méfBigen Produktivitdten zu erzielen sind.

Anhand dieses einfachen Modells lassen sich fiir unterschiedlich
regulierte Produkte Vor- und Nachteile einzelner Kultivierungs-
strategien aufdecken. In Bezug auf die Subtilisinbildung ergibt
sich somit f{folgendes Bild: Da die Biosynthese nach allgemeiner
Auffassung wachstumsunabhingig erfolgt [67], wird die kontinuier-
liche ZXultivierung nur zu unbefriedigenden Ergebnissen fiihren
{Abb. 9}. Sie wird zudem durch Ammoniumsulfat reprimiert. Diese
UberschuBinhibierung 1#Bt sich am besten in halbkontinuierlicher _
Kultur iiberwinden, wie der Vergleich sgzwischen Batch und Fedbatch f
{Abb. 6 + 7} zeigt. Die extended culture bietet zudem die Moglich-
keit, optimale Substratkonzentrationen fiir die Proteasebildung -
aufrechtzuerhalten. Beispielsweise liegt der glinstigste Gehalt Ffiir B
die HN-Quelle beim geometrischen Mittel von halbmaximaler SHtti-
gungs- und Inhibierungskonstante:

SN,max = (Km,N ° k_-i_,,pf5 (G1. 40)

oo

mit Sy,max ¢ Optimaler Gehalt an (NHg)2804 {g/1]
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3-1 Schittteikolben

Fiir Schiittelkulturen wurden 1 1 Exlenmeyerkolben (Schott, Mainz)
mit 4 Schikanen genutzt,; die mit Kapsenberg-Deckeln verschlossen
wurden. Vorkulturkolben besaBen zusdtzlich im Boden einen An-
schluB, der ein steriles Animpfen des Fermenters ermdglichte. Die
Schiittelkolben wurden mit 200 mi Medium gefiillt und 30 min bei
121°C autocklaviert. Nach dem Animpfen wurden sie bei 37°C mit
einer Frequenz von 100 Upm geschiittelt.

3-2 Fermenier

Fliir die Untersuchungen in kontinuierlichen {Abb. 10 - 11} sowie 1in
Batch- bzw. Fedbatch-Versuchen {Abb. 12 -~ 14} standen zwei Labox-
fermenter (Biostat ER-5; Braun Diessel, Melsungen} zur Verfiigung:
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Abb. 10: FlieBschema fiir die kontinuierliche Kultur
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Abb. 14: Fliefschema fiir die Fedbatchkultur

Die Fermenter besafen ein als Rihrkesselreaktor ausgelegtes Xul-
turgefdf mit einer InnenhShe von 350 mm, einem Innendurchmesser
von 152 mm und einem Gesamtvolumen von 6,4 1. Es bestand aus einem
Deckel und einem halbkugelfdrmigen Boden aus Edelstahl sowie einem
Zylinder aus Borosilikatglas. Die Deckelplatte und das Bodenteil
waren mit Stutzen und Stechanschliissen versehen, die zur Aufnahme
von Elektroden, MeBfiihlern, Zu- und Ableitungen dienten. Die Rilhr-
welle war bodenseitig gelagert und nmittels einer Gleitringdichtung
abgedichtet. Auf ihr waren im Abstand von 85 mm drei 6-Blatt-
scheibenrilhrer montiert. Als Schikane diente der im Bodenteil
befestigte Warmeaustauscher.

3-3 Thermostatisierung und Sterilisation
Die Temperierung der Xulturflissigkeit auf 335°C erfolgte indirekt

iiber einen geschlossenen Umlauf zwischen dem Thermostaten des
Grundgerdtes und dem im Reaktorgefidf eingebauten Wirmeaustauscher.
Die 'Temperatur im Fermenter wurde mit einem Pt 100-Temperatur-
fiihler gemessen. Die gewiinschte Betriebstemperatur wurde an einem
Digitalschalter des Thermostateneinschubes eingestellt oder von
einem externen Sollwertsignal vorgegeben.
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36 3-3 Thermostatisierung und Sterilisation

Der Temperaturregler besafl PDPID-Verhalten mit unstetigen puls=-
dauermodulierten Ausgédngen fiir die 2400 W Heizung und das Ventil
des Kithlwasserstromes [12].

Der Thermostateneinschub verfiligte {ber einen Umschalter zur Wahl
der Betriebsarten »Fermentation« und »Sterilisation«. Bei der in
situ Sterilisation des Rulturgefifes mit Medium, Elektroden und
der Abluftstrecke wurde die Temperatur von der 2400 Watt-Heizung
in Verbindung mit der 1200 Watt-Zusatzheizung auf 121°C gebracht.
Diese Temperatur wurde widhrend der am Thermostateneinschub wihlba-
ren Dauer der Sterilisaticnsphase eingehalten. Der Vorgang schlof
mit der Abkiihlphase ab [12].

Alle weiteren Anschliisse muften extern im Autoklaven sterilisiert
und danach iiber Stechanschliisse steril mit dem RKulturgefdp verbun-
den werden.

3-4 Fiilistands-Messung und -Regelung

Das Arbeitsvolumen wurde mit einem speziell fiir den Fermenter
modifizierten Wigesystem (Type 3520.03; Toledo, X&8ln) ermittelt.
Dazu stand das gesamte CGrundgerdt mit dem XKulturgefdff auf einer
Wageplattform. Das Nettogewicht wurde vom Gesamtgewicht durch
Tarierung subtrahiert. Da es sich bei Fermentationsbriihen im
allgemeinen um verdiinnte wissrige L&sungen handelt, entsprach der
Gewichtsdifferenz in ¢ das Arbeitsvolumen in ml.

Zur Regelung des Fiillstandes in kontinuierlicher Xultur wurde beim
Erreichen des oberen Schaltpunktes (10 g iiber dem Sollgewicht) ein
Ablafiventil geGffnet, durch das iiber eine thermische Sterilfalle
Kulturbrithe in ein Auffanggefif gelangte. Es schlof, wenn das Ge-
wicht den unteren Schaltpunkt (Sollgewicht) unterschritten hatte.

3-5 pH-Messung und -Regeiung

Der pH-Wert der Fermentationsbrithe wurde mit einer sterilisierba-
ren Einstabmefkette mit Briickenelektrolyt (Type 104653018: Ingold,
Steinbach) gemessen. Die Elektrode besaf zwei FElektrolytkammern.
Die innere enthielt die Silber/Silberchlorid-Elektrode und mit
Silberchlorid gesittigte 3 M KCl-Ldsung (Bezugselektrolyt). Die
dufere war mit silberfreier 3 M KCl-L¥sung {Briickenelektrolyt) ge-
fillt und stand iiber zwei Diaphragmen mit dem Bezugselektrolyt und
der Kulturldsung in Kontakt [12]. Zum Einbau in den PFermenter war
die pH~Elektrode mit einer Druckarmatur versehen. Mit Druckluft
wurde ein leichter Uberdruck in der Elektrode gegeniiber dem Reak-
torinneren aufrechterhalten, um ein Eindiffundieren wvon Xultur-
16sung durch das Diaphragma zu verhindern. Die pH-Elektrode wurde
vor:der Sterilisation geeicht.
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Zur Regelung des pH-Wertes der Kulturbriihe wurden 2 N Schwefel-
sdure und 2 N Natronlauge als Korrekturmittel verwendet. Der pH-
Sollwert wurde an einem Digitalschalter des Regeleinschubes einge-
stellt oder von einem externen Sollwertsignal vorgegeben. Der PI-
Regler steuerte die S&ure- und Laugepumpen unstet und pulsdauer-
moduliert an. Der Proportionalbereich und eine Totzone, in der der
Reglexr inaktiv war, liefen sich an Potentiometern einstellen [12].

Die Dosierzeiten der Korrekturmittelpumpen wurden aufsummiert und
in der Aufldsung von einer Sekunde registriert.

3-8 Beliiftung und innendruckregelung

Zur Beliiftung diente Druckluft aus der Hausleitung, die zur
Abscheidung von Aerosolen einen Vorfilter durchsirdmte. Sie pas-
sierte =zwei Druckminderer, an denen der maximale Fermenterdruck
und der Uberlagerungsdruck fiir die Elektroden einjustiert wurde.
Die Einstellung der Begasungsrate erfolgte an einem Gasmengen-
durchflufmesser mit einem Prizisionsnadelventil. Die Zuluft
gelangte iiber einen Keramiksterilfilter in ein ringfdrmiges
Begasungsrohr im Boden des Kulturgefdfes und trat durch eine Reihe
feiner Offnungen in Form kleiner Blasen in die Fermentationsbriihe
ein. Die Abluft verlief den Fermenter ilber einen im Deckel ange-
brachten Riickflupkiihler. Sie gelangte iiber eine Schaumfalle, einen
weiteren Keramiksterilfilter und ein Ventil zur Reaktorinnen-
druckregelung ins Freie.

Die Messung des Innendruckes erfolgte mit einem im Permenterdeckel
eingeschraubten piezoresitiven Druckaufnehmer. Zur Gewdhrleistung
der Sterilitdt wurde an einem Digitalschalter des Regeleinschubes
ein Solliiberdruck wvon 100 mbar eingestellt. Alternativ lief sich
auch ein externer Sollwert vorgeben. Proportional zur Sollwertab-
weichung wurde das Stellventil gedffnet oder geschlossen [12].

3-7 Drehzahlregelung

Die Rilhrwelle wurde von einem Gleichstrommotor angetrieben. Die
Ist-Drehzahl wurde mit einem auf dem Motor aufgeflanschten Tacho-
generator erfaft. Die gewlinschte Drehzahl (bis 1000 Upm) wurde an
einem Digitalschalter des Regeleinschubes eingestellt odexr wvon
einem externen Sollwertsignal wvorgegeben. Mit zwel kalibrierten
Potentiometern konnte die Rilhrerdrehzahl auf einen minimalen und
maximalen Wert begrenzt werden. Der Drehgahlregler wirkte mit PI-
Charakteristik auf einen Thyristorsteller, der bei unterlagerter
Ankerstromregelung die Ankerspannung des Motors anpafte [12].

Neben dem Drehzahl-Istwert stand auch der Ankerstrom als Mefsignal
zur Verfigung. Die Grofe ist proporticnal zum Drehmoment und damit
zur Viskositdt [12].
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38 3-8 pOs-Messung und -Regelung

3-8 pOs-Messung und -Regelung

Die Messung der Geldstsauerstoffkonzentration ¢(0p) als Sauer-
stoffpartialdruck pOy erfolgte mit einer sterilisierbaren pOs-
Elektrode (Type 322756702; Ingold, Steinbach). Die nach dem Clark-
Prinzip arbeitende Sonde bestand aus einer Silberanode und einer
Platinkathode, die durch einen chloridhaltigen Elektrolyten lei-
tend miteinander verbunden waren. Durch eine gaspermeable polymere
Membran diffundierte Sauerstoff aus der Meflosung in die abge-
trennte Elektrodenkammer, wo er bei geeigneter Polarisationsspan-
nung vollstdndig reduziert wurde {12]:

=

-

Op + 2 Hp0 + 4 &~ > 4 OH™ Kathode

4 Ag + 4 C17 g > 4 AgCl + 4 &~ Anode

Aus den Elektrodenreaktionen resultierte ein elektrischer Strom,
der zum Sauverstoffpartialdruck p0Os in der MeflSsung proportional
war. Uber das Henry’sche Gesetz feolgt hieraus die Geldstsauer-
stoffkonzentration ¢ (0p):

c(02) = H » POy

Die Henry-Konstante H ist eine Funktion der Temperatur, des
Losungsmittels und der darin gelOsten Stoffe. Da sich wahrend
einer Fermentation die Konzentrationsverh8ltnisse stark 3&ndern,
wird meist auf die umstdndliche Berechnung von c(05) verzichtet.
Aus praktischen Griinden begniigt man sich mit einer relativen
Eichung der pOp-Elektrode:

Direkt nach der Sterilisation wurde das HMedium im Fermenter unter
Betriebsbedingungen (39°C, pH 7, 300 Upm, 1 vvm, 100 mbar Uber-
druck) mit Stickstoff und Luft begast, um den 0 und 100 % Wert
einzujustieren.

Die Geldstsauverstoffkonzentration, ausgedriickt als Sauerstoffpar-
tialdruck, h8ngt direkt vom Gesamtdruck und dem Sauerstoffanteil
des Gases ab. Im offenen System eines beliifteten Fermenters
spielen aber auch die Begasungsrate und der Eintrag in das Kultur-
medium eine Rolle. Der ilbergang von dexr Gas- in die Fliissigkeits-
phase ist proportional zur Grenzfliche zwischen beiden Phasen. Die
GrdéBe und die Verweilzeit der Gasblasen im Medium hdngen von der
Viskositdt, dexr Einblasvorrichtung, der Rihrerform und der Rilhrer-

drehzahl ab.

Zur pOs-Regelung wurde die Rilhrerdrehzahl als Stellglied verwen-
det. Die Drehzahl lag minimal bei 300 Upm. 2Zur Aufrechterhaltung
des pO9-Solls wurde mit einem ID-Kompensationsregler [Kap. 3-15]
die Drehzahl verstellt.
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49 3=9 Xontinuieriiche Probenahme

Biomassefreies Xulturfiltrat wurde an einem sterilisierbaren
Membranmodul abgezogen, an dem Fermentationsbrithe mit einexr
Schlauchpumpe (Watson-Marlow 501 U/R 170 Upm; Verder, Diisseldorf)
im Umlauf vorbeigefiihrt wurde.

Anfangs wurde hierfilir ein kommerziell erh&ltliches Probenahmemodul
aus Edelstahl (BioPEM; Braun Diessel, HMelsungen) {Abb. 15} einge-
setzt. Die neuartige Filtrationszelle bestand aus einer gylindri-
gchen Durchflufkammer, die im Boden eine 0,22 um Flachmembran mit
90 mm Durchmesser (Type GVWP 0950 50; Millipore, Bedford, USA) auf-
nahm. Das Filtrat wurde iiber eine Auslafdffnung im Bodenteil abge-
zogen. Es besaf ein Totvelumen von ca. 1,1 ml. Durch magnetische
Rihrung wurde dem Membranfouling entgegengewirkt {46]. Aufgrund
dieser Konstruktion konnte die Scherrate an der Membran unabhidngig
von der FluPrate des Prozefifluids gewdhlt werden. Da der Magnet-
kern direkt iliber dem Flachfilter angebracht war, kam es jedoch
leicht zu Verletzungen der empfindlichen Membran.

Als Alternative wurden ein- und achtstrédngige Hollowfibermembran-
module entwickelt {Abb. 16} [71,79]. TIhr Grundkdrper bestand aus
einem 120 mm langen Glasrohr mit einem Innendurchmesser von 7 mm,
das an den Enden Gewinde fiir GL 18 Hillsen besaff. Als Hollowfiber-
membran diente Polypropylenschlauch (Accurel PP Tabular Membran
V8/2; Enka, Wuppertal) mit folgenden Eigenschaften {Tab. 4}:

Polypropylenmembran einfaseriges Modul achtfaseriges Modul
Trenngrenze 0,2 pum 0,2 um
innendurchmesser 5,5 mm 1,8 mm
Wanddicke 1,6 mm 0,4 mm
effektive Linge 85,0 mm 85,0 rm
Filtrationsfldche 2937,4 mm? 7690,6 mm?
Mantelvolumen 1,5 ml 1,0 ml
Tab. 4: Eigenschaften der Hollowfibermembranmodule

Die Polypropylenschlduche waren im Glasmantel mit Silikonkautschuk
{Type RIV-E-602, Wacker) abgedichtet. Am Anfang einer Fermentation
muften das Filtrationsmodul mit Ethanol benetzt werden, da die
Polypropyvlenmembran hydrophobe Eigenschaften besaf3. Dem Fouling
der Filterfldche wurde durch eine starke tangentiale Uberstrdmung
der Membran begegnet. Der Permeatstrom wurde vom unteren der
beiden seitlichen Anschliisse abgefiihrt. Am oberen konnte zur Stei-
gerung des Filtratflusses ein leichter Unterdruck angelegt werden.
Beli den Fermentationen wurde nur das einstrédngige Rohrmodul ein-
gesetzt, da es sich nach Gebrauch mit einer Biirste vorreinigen und
mit 2 N NaOH-Lésung regenerieren lief.
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Abb. 16: Hollowfibermembranmodule

Im Vergleich zur BioPEM-Filtrationseinheit konnten mit dem ein-
faserigen Hollowfibermembranmodul deutlich hdéhere Standzeiten und
Filtrationsleistungen erzielt werden. Beide Module besaflen ein
relativ kleines Totvolumen. Durch Diffusionsprozesse 1iiber die
Membran war die Totzeit geringer als die mittlere Verweilzeit. Mit
zunehmender KRultivierungsdauer ging jedoch der Permeatstrom wegen
der Bildung schleimiger Biopolymere zuriick.

3-10 NHa-Messung und -Regelung

Der Ammoniumgehalt wurde mit einer gassensitiven Ammoniakelektrode
(Type 152303000; Ingold, Steinbach) [44] gemessen. Die MeflSsung
wurde mit 100 mM Natriumphosphatpuffer pH 12 versetzt, um alle
Ammoniumionen in freien Ammoniak =zu iiberfiihren. NH3 diffundierte
durch eine Teflonmembran in die Mefkammer und veruxrsachte in der

R " . . . .
Elektrolytlésung einen pH-Shift, der einem pH-Meter als Mefsignal

diente. Geeicht wurde mit einer 1 mM Ammoniumldsung. Die Steilheit
der Elektrode wurde mit einer 10 m¥ Ammoniumlésung iiberpriift. Nach
dem Nernst’schen Gesetz scllte die Mefspannung (EMK) bei Standard-
bedingungen um 53,1 mV zunehmen:

P

T cp Cy
e In ~—— = - 59,11 —— [mV]
«F of | Ccq

EMK = -

g
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42 3-10 NH3-Messung und -Regelung

Durchfilhrung der Offline-Messungen:

0,5 ml zentrifugierte Probe oder Standardldsung

4,5 ml 100 mM Natriumphosphatpuffer pH 12
in ein kleines Becherglas geben und mit dexr Ammoniakelektrode
unter Magnetriihrung bis =zum Erxrreichen des Maximums messen. Die
Methode wies wxelativ hohe Schwankungen auf, da durch das Riihren
der alkalischen Ldsung laufend Ammoniak entwich.

Durchfiihrung der Online-Messungen:

Fiir die Online-Messungen wurde der Membrankdrper der gassensitiven
Elektrode modifiziexrt. Direkt vor der Teflonmembran wurde in den
MembrankOrper eine ca. (¢,1 ml fassende Durchflufkammer instal-
liert. Zum Vergleich sind hier die modifizierte und die originale
Ammoniakelektrode abgebildet {abb. 17 + 18}.

Probe bzw. Standard und 100 mM Natriumphosphatpuffer pH 12 wurden
von einer Mehrkanalschlauchpﬁmpe (Watson-Marlow 503 U/AA4 220 Upm;
Verder, Diisseldorf) gefdrdert, im Verh&dltnis 1:12 gemischt und der
Durchflufzelle der Ammoniakelektrode =zugefilhrt. Das Signal war
stabil und gut reproduzierbar.

e

Abb., 17: Photo der modifizierten und originalen Ammoniakelektrode
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Abb. 18: Photo des modifizierten und originalen MembrankOrpers

Das NH3-Scll wurde mit einem ID-Kompensationsregler [Kap. 3-15]
aufrechterhalten, der als Stellglied eine Pumpe =zur Nachdosiexrung
von 2,5 M Ammoniumsulfatldsung (Fedbatch; Watson-Marlow-Schlauch-
pumpe 101 U/R, 32 Upm; Verdex, Disseldorf) oder Medium (NH3-Auxo-
stat; Dosierstrecke YPP0Ol; Sartorius, Gottingen) ansprach.

3-11 Glyeerin-Messung und -Regelung

Widhrend bei der Online-Analyse von Glycerin nur eine enzvmatische

Reaktion stattfand, umschlcf die Cffline-PBestimmung drei bickata-
lytische Teilschritte. Die Online-Methode war in ihrem Ansatz zwar

einfacher, sie war aber wegen Nebenaktivitditen der Dehydrogenase
nicht so spezifisch.

3-11-1 Offline-Glycerin-Messung

Der Glyceringehalt wurde nach einem Enzymtest der Firma Boehringer
ermittelt [20]:

Glycerin wurde in der durch Glycero-Kinase (GK) katalysierten

enzymatischen Reaktion durch Adenosin-5'-triphosphat (ATP) zu
Glycerin-3-phosphat phosphoryliert:

e T B
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44 3-11 Glycerin-Messung und -Regelung

Glycerin + ATP > Glycerin-3-phosphat + ADP

Mittels Pyruvat-Kinase (PK)} wurde das entstandene Adenosin-5-
diphosphat (ADP) durch Phosphoenolpyruvat (PEP) unter Pyruvatbil-
dung wieder in ATP {iberfihrt:

ADP + PEP

> ATP + Pvruvat

Pyruvat wurde durch reduziertes Nicotinamid-adenin-dinucleotid
(NADH) in Gegenwart von Lactat-Dehydrogenase (LDH) =zu Lactat
reduziert, wobel NADH =zu NAD" oxidiert wurde:

LDH

Pyruvat + MADH + HT > Lactat + NADT

Der Verbrauch an NADH war der Glycerinmenge &quivalent und lief

gsich aufgrund seiner Extinktion bei 340 nm verfolgen.

Reagengzien:

Puffer:

3,6 mM Magnesiumsulfat (MgS04-7 H30, Merck)
270,0 mM Triethanolamin-hydrochlorid (Boehringer)
mit NaOH auf pH 7,4 einstellen

NADH/ATP/PEP-L3sung:
7,0 mM reduziertes Nicotinamid-adenin-dinucleotid
(Dinatriumsalz; Boehringer)
26,0 mM Adenosin-5'-triphosphat (Dinatriumsalz; Boehringer)
35,0 mM Phosphoenolpyruvat (Mononatriumsalz; Boehringer)
417,0 mM Natriumhydrogencarbonat (Merck)

PR/LDH-Suspension (Boehringer):

3 g/l Pyruvat-Kinase
1 g/l Lactat-Dehydrogenase

GR-Suspension (Boehringer):

1 g/l Glycero-Kinase

Testansatz:

1000 pl Puffer
50 pl NADH/ATP/PEP-LJsung
50 pl Probe (Leerwert mit Wasser)
5 ul PXK/LDH-Suspension
Die Probe wurde auf einen Glyceringehalt zwischen 0,7 und 3,5 mM

verdiinnt. In einer Vorreaktion wurde unter MNADH-Verbrauch bereits
im Testansatz vorhandenes ADP zu ATP umgesetzi. Im Anschluff wurde

AT D LTEiieT LI X9 8 L0-L3 § Lo )

die Startextinktion Eg bei 340 nm gemessen.
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5 pul GK-Suspension
Die eigentliche Reaktionsfolge zur guantitativen Bestimmung des
Glyceringehaltes wurde mit der Glycero-Kinase gestartet. Nach der
Umsetzung des Glycerins kam die Reaktion zum Stehen und die End-
extinktion E; wurde abgelesen.
Die Blindreaktion wurde nach einer Leerwertbestimmung mit Wasser
als Probe subtrahiert.
Die Glycerinkonzentation lief sich aus den Extinktionen nach dem
Lambert-Beer’schen Gesetz berechnen:

[(Ep,1-Ep,0) - (Ep,1-Ey g)]1-V

CGlycerin =
€340nm*d-v

mit Celycerin ! Glyceringehalt [mM]
Schichtdicke der Kiivette [1 cm]

@

v ¢ Testvolumen [1110 pl]

v ¢ Probevolumen [50 ul]

Ep.g : Startextinktion der Probe [-]

Ep 1 : Endextinktion der Probe [-}

Er,0 : Startextinktion des Leerwertes [=-]

By, 1 : Endextinktion des Leerwertes [-]

€340nm : Molarer Extinktionkoeffizient von NADH bei 340 nm
[6,3 mM/cm]

3-11-2 Online-Glycerin-Messung und -Regelung

Die Online-Analyse von Glycerin [71,79] beruhte auf der von
Glycerin-Dehydrogenase (GDH) katalysierten Umsetzung von Glycerin
und Nabpt zu Dihydroxyaceton und NADH mit einem Optimum bei pH 10
und 25°C:

T

Glycerin + Nap? > Dihydroxyaceton + NADH + HT

Die Reaktion fand mittels Fliefinjektionsanalyse in einer 30 mm
langen Plexiglassiule mit Gewinden fiir 5 mm Latek-Fittings statt.
Das ROhrchen enthielt einen 15 mm langen Kanal mit einem Durch-
messer von 3 mm, der mit immobilisierter Glycerin-Dehydrogenase
geflillt war. Das Zwischenkornvolumen betrug nur 92 ul. Als Triger
fiir das Enzym diente sogenanntes Controlled-Pore-Glas (CPG), das
mit Aminopropyl-triethoxy-silan zum a=Aninopropyl-Controlled-Pore-
Glas modifiziert erhdltlich war (Aminopropyl-CPG-1400 A Fluka):

?C2H5
i
CPG-OH + H5C20—Ti=(CH2)3mNH2 —————> CPG—Ow?i—(CH2)3=NH2

- 3 CoHg0H
0OCoHg

I T T e
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Das TrHigermaterial besaf durch gezielte Kondensation relativ ein-
heitliche Bigenschaften:

s Partikelgridfe 75 ~ 125 pm
s Porengrife 0,14 um
s Porenvolumen 1,19 ml/g

= spezifische Oberfliche 24 m?/g

Die Aktivierung wvon 310 mg o-Aminopropyl-CPG mit 2 ml 25 %
widssriger Glutardialdehydldsung (Fluka) als Spacer fand bei Raum-
temperatur unter Vakuum widhrend 30 min statt. Nach weiteren 30 min
Reaktionszeit ohne Vakuum wurde das Produkt abfiltriert und mit
200 ml bidest. H90 gewaschen:

+ O=CH- (CHp)3-CH=0

> CPG-0-Si-(CHy)3=-N=CH=(CHj)3~CH=0
|

= Ho0
Zur Immobilisierung wurden 9 mg (600 U) Glycerin-Dehydrogenase von
Cellumonas species (Sigma) im 4 ml 100 mM Kaliumphosphatpuifer

pH 6 geldst und zum aktivierten Glas gegeben. Bei Raumtemperatur
banden wdhrend 30 min unter Vakuum und weiteren 30 min ohne Vakuum
Aminogruppen von Lysinresten des Enzyms an die noch freie Aldehyd-
gruppe des Spacers:

+ GDH=NH»
> CPG”O“?i—(CH2)3“N=CH“(CH2)3—CH=N—GDH
= H70

Die hydrolyseempfindliche Iminbindung wurde mit 4 mg Natriumbor-
hydrid (Fluka) zu einer stabilen Aminbindung reduziert. Dexr Ansatz
wurde 30 min unter Vakuum gehalten und anschliefend iHiber Nacht bei
4°C im Riihlschrank gelagert. Das hydrierte Immobilisat wurde nach-
einander mit 250 ml 100 mM Raliumphosphatpuffer pH 7, 250 ml bi-
dest. H90 und nochmals mit 250 ml 100 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7
gewaschen:

4 % NaBHg + 2 Hy0

_ > CPG=0-Si-(CHy)3~NH-(CH2)5~NH-GDH
- % NaOH - % H3BO3 ] B

Die immobilisierte Glycerindehydrogenase wurde in die Enzyms&ule
abgefiillt wund im XKilhlschrank bei 4°C gelagert. Auferhalb der
Analysenzeiten wurde das immobilisierte Enzym in 100 n¥ Kalium-
phosphatpuffer pH 7 aufbewahrt. Unter diesen Bedingungen betrug
die Aktivit#tsabnahme 0,071 a~1,

Die Glycerin-~Dehvdrogenase wird gleichsam von Ammonium- und
Kaliumionen aktiviert {Abb. 19} [52]. Diesbeziigliche Stdrungen
konnten ausgeschaltet werden, indem die Reaktion bei SEttigung
beider Xationen durchgefiihrt wurde.
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Abb. 19: Flow-Injection-Analysis von Glycerin:
Aktivierung durch NH4+w und K'-Ionen [nach 71]

Reagenzien fiir die Fliefinjektionsanalyse:

Standard-Ldsung:
50 mM Glycerin (87 %; Merck)

KAD+—L55ung:
10 mM Nicotinamid-adenin-dinucleotid (Merck)

Puffer:

10 mM Kaliumdihydrogenphosphat (Merck)
10 mM Dikaliumhydrogenphosphat (Merck)
100 mi Ammoniumsulfat (Merck)
200 mM Tris{hydroxymethyl)-aminomethan (Merck)
mit NaCOH auf pH 8,15
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Ansicht

des Flow-Injection-Analyzers:
fir die Proteaseanalytik (Mitte, rechts)

®

fiir die Glycerinanalytik (Mitte, links)

Mdanderzelle (Zentrum)

Manifold (rechts daneben)

-Wege-Ventil fiir Probe/Glycerinstandard (dariiber)
Doppelinjektionsventil (unten, rechts)
Vorratsflaschen (Hintergrund)
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Standard

Puffer bs

£0f485 nm
et

NAD*— L&sun

Abb. 21: Flieflschema der Flow-Injection-Analysis von Glycerin

Zweli Photos zeigen den Flow-Injection-analyzer {Abb. 20} (FIAstar
5020; Tecator, Rodgau) und seine Umgebung {Abb. 13}. Auflerdem gibt
ein Fliefischema die Online-Analyse von Glycerin wieder {Abb. 21}:

Uber ein Injektionsventil gelangte 40 ul Probefiltrat oder Gly-
cerinstandard in einen Puffertrigerstrom, der =zur Abtrennung von
Protease und anderen hbhermolekularen Substanzen einer Miander-
dialysezelle zugefiihrt wurde. Uber eine Cellulosemembran mit einem
cut off von 10000 g/mol (Thomapor-Dialysierfolien fiir Mianderzel-
len; Reichelt, Heidelberg) diffundierten niedermolekulare Stoffe
wie z. B. Glycerin in einen parallelen Pufferstrom, der ebenfalls
einen Flow wvon 1,2 ml/min aufwies. An einem Manifold wurde das
Dialysat mit 0,1 ml/h NAD'-L&sung angereichert. Das Gemisch aus
Puffer, Substrat und Coenzym durchstrtmte eine mit immobilisierter
Glycerin~Dehydrogenase (Glycerinwert) oder eine mit e-Aminopropyl-
CPG (Blindwert) gefiillte S&ule. Das RaADH-Signal wurde von einem
Fluoreszenzmonitor (Type F-1050; Merck-Hitachi, Darmstadt) in
einer 12 wl grofen Durchflupkiivette bei 340/465 nm erfaft.

Ein Analysenzyklus dauerte 10 min und umfafte drei Laufe. Zundchst
wurde Rulturfiltrat injiziert. Da das Maximum der HNADH-Fluoreszenz
nur zum Teil aus der Umsetzung von Glycerin in der GDH-S3ule rxe-
sultierte,; mupte im ndchsten Lauf der Blindwert der Probe bestimmt
und vom 1. Ergebnis subtrahiert werden. Hieraus ergab sich im Ver-
gleich mit der nachfolgenden Rekalibrierung mit Glycerinstandaxd,
die durch das Fehlen einer Eigenfluoreszenz nur eine Messung be-
noétigte, die Kongzentation im RKulturfiltrat.

Die Bedienung des Flow-Injection-Analyzers und der magnetischen
3/2-Wege-Teflon-Membranventile (Latek, Eppelheim) erfolgte iiber
rechnergesteuerte Relais [Kap. 3-14]. Allerdings nahm das Mefgerédt
im Schnitt einmal alle 50 Ldufe das Steuersignal zur Injektion von

I A v E




30 3-11 Glycerin-Messung und =-Regelung

Probefiltrat oder Glycerinstandard nicht an. Zur Elimination der
daraus resultierenden Fehlmessungen wurde eine Ausgleichsgerade
berechnet, die die vier letzten Werte mit steigender Gewichtung
beriicksichtigte. Lieferte die Glycerinanalyse einen negativen
Wert, so wurde die Messung durch den Erwartungswert ersetzt.

Dieses $Signal diente einen ID-Kompensationsregler [Kap. 3-15] =zur
Nachdosierung von Glycerin (Watson-Marlow-Schlauchpumpe 101 U/R,
32 Upm; Verder, Dilisseldorf}.

Der 1972 eingefithrten Fliefinjektionsanalyse [72] geniligen geringe
Teilreaktionen, da die Umsatzrate vom Gehalt der Reaktanden ab-
héngt. Die Reaktionsgeschwindigkeit der Glycerinanalyse lief sich
durch Eichung des Fluocreszenssignals mit NADH-Standard bestimmen,
da sich aus dem freien S3ulenvolumen und dem Flow eine Kontaktzeit
der injigzierten Probe mit dem Enzym von 4,2 s berechnen lief. Die
Raten und die aus den Eichkurven £iir Glycerin und NaAD” abgeleite-
ten Konstanten beziehen sich allerdings auf die Konzentration dex
eingespritzten Probe! Wegen der relativ hohen halbmaximalen S&tti-
gungskonstanten des Michaelis-Menten-Modells existierte fiir Gly-
cerin bis 100 mM {Abb. 22} und umgekehrt auch fiir NaDt bis 20 mM
{A&bb. 23} ein nahezu linearer HMefbereich:

300
Ve = 1167 mM/min .
550 ¥n =771 mM
o 10 mM NAD®
&
Z 200+
F
— 1504
-
S
S 100-
©
L
T 50

O"T | ! | | I I J
-0 25 50 75 100 125 150 175 200

Glycerin {mM|

Abb. 22: Flow-Injection-Analysis von Glycerin: Substrateinflup
[nach 71}
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=00
Ve = 1120 mM/min
K, = 157 mM
i= 1605 50 mM Glycerin
E
™~
= 120+
=
S 80-
4
=
©
O
e 405
o
i [ i I f !
0 o 10 15 <0 2O 30
NAD" [mM]
Abb. 23: Flow-Injection-Analysis von Glycerin: Coenzymeinfluf

[nach 71]

3-12 Protease-Messung

3-12-1 Gifline-Messungen

Wegen der Vielzahl unterschiedlicher Proteasen wurden mehrere Ana-
lysenmethoden entwickelt. H8ufig wird die proteolytische Aktivitst
der Enzymprobe direkt durch die Hydrolyse eines Peptids bestimmt
[S4]. Fir eine gute Reproduzierbarkeit wird ein wohldefiniertes
ldsliches Peptidsubstrat bendtigt. Verwendung finden natiirliche
Stoffe (z. B. Himoglobin [1], Casein [48]), markierte natiirliche
Substanzen (z. B. Azo [49,57,59,66,82], Remazol-Brilliant-Blau
[70], Indigo=-Carmin und Xongo~Rot [61] <farbstoffgekoppelte Pro-
teine oder mit °H {11] bzw. 14¢ [26] Isotopen gelabelte Peptide)
oder synthetische Peptide. Nach Inkubation mit der Protease wird
meist das verbleibende Protein mit Trichloressigsdure ausgefidllt.
Im Uberstand wird der Gehalt an freigesetztem Marker oder entstan-
denen Aminosduren gemessen. Besonders leicht ist der Nachweis wvon
Tyrosin mit phenolischem Folinreagenz bei 578 nm [23] ocder direkt
bei 275 nm [32]. Der sogenannte Anson-Test [1] dient wegen seiner
Universalitdt als Referenz fiir andere Proteaseassays [85]:
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Reagengien:

Tyrosin-Standard:
5 mM Tyrosin (Merck) in 50 mM Salzsdure ldsen

Casein-L&sung:

2 % Casein nach Hammersten (Merck)
in 100 m¥ Kaliumphosphatpuffer pH 7,5 l&sen

Trichloressigsdure:

300 m¥ Trichloressigsdure (Merck) in bidest. H70 ldsen

Testansatz:

2,5 ml Caseinl8sung auf 37°C temperiert mit
0,2 ml Probe coder Tyrosin-Standard

mischen und bei 37°C 10 min inkubieren.

5,0 ml Trichloressigsiure
zugeben, ausgefallenes Protein abzentrifugieren und im Uberstand
Tyrosin bei 275 nm messen. Eine Anson-Unit wird als die Enzymmenge
definiert, die 1 uM Tyrosin je Minute Inkubationszeit freisetzt.

300
16,35 PE/ml -
550 ka = 16200 uM
pH 6,67
o004 25°C .

p—Nitrophenol [nM]

Zeit [min]

Abb. 24: Zeitverlauf der Esterolyse duvrch Subtilisin (8. 55)
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Wie eine Vielzahl proteolytischer Enzyme besitzen alkalische
Serinproteasen auch esterolytische Aktivitdt. Somit kdnnen zur
Analyse wohldefinierte Ester als Substrate eingesetzt werden. Die
Sdure- oder Alkoholgruppe des Esters kann einen Farbstoff oder
eine radiocaktive Markierung tragen, mit deren Hilfe sich die
Esterolysegeschwindigkeit leicht verfolgen 1l4Bt. Alternativ dazu
l&pt sich die freigesetzte S&ure durch Laugetitration bestimmen
[3,64]. Der hier angewandte Test beruhte auf der enzymatischen
Eydrolyse von N-Carbobenzoxy-glycin-p-nitrophenyl-ester {88]:

. . Subtilisin N-CBZ-Glycin
N-CBZ=-Glycin-p-nitrophenvl-ester -————————> Lt )
p-Nitrophenol

Reagenzien:

Acetonpuffer:

50 mmol Natriumacetat (CH3COONa:3H,0; Merck) in

70¢ ml bidest. Hy0 (Endvolumen)
l6sen und mit Salzsdure pH 6 einstellen. Mit Aceton (Merck) au
1000 ml auffillen. Danach lag ein pH-Wert von 6,67 vor.
Der Acetonanteil wurde bendtigt, um N~CBZ~Glycin-p-nitrophenyl-
ester und p-Nitrophenol in Ldsung zu halten.

-~
L

150
16,35 PE/ml
126__ Vmax = 1390 ,(J,M/I'I'l}.l'l
o k, = 16200 uM
& 100 PH 667
g R5°C
=
— 75+
-
3
S 50-
]
e .
25—
0

| I | T ] i
0 <50 500 750 1000 1250 1500 1750
N-CBZ—-Glycin—p—nitrophenyl—ester [uM]

Abb. 25: Substrateinfluff der Esterolyse durch Subtilisin (8. 55)
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Esterldsung:
2 g/l N-CBZ-Glycin-p-nitrophenyl-ester (Sigma)
in Aceton l&sen

Maxzatase-Standard:
2 g Maxatase (Gist-Brocades, Delft, Niederlande)

mit einer garantierten proteolytischen Aktivitdt wvon 509.000 DU/g

(belft-Units des Herstellers [27]) wurden in 300 ml 50 mM NaCl-
Ldsung suspendiert. Nichtl8sliche Stoffe wurden abzentrifungiert.
Die Aktivitidt des Uberstandes war als 800 Proteaseeinheiten je
Milliliter (PE/ml) definiert, wobei 1 Anson~-Unit 348 PE/ml ent-

sprach. Der Standard konnte bei -20°C stabil gelagert werden.

Testansatz:

1000 pl Acetonpuffer
100 pl Esterlidsung
2

[

einer Xilvette an °C tem

Ite
%)

50 ul Probe oder Maxatase-Standard

zugeben, mischen und wdhrend einer Minute iiber die Extinktionszu-
nahme bei 340 nm die Freisetzung von p-Nitrophenol bestimmen.

60

16,35 PE/ml
50 400 uM Ester
25°C

404

A

Reaktion [uM/min]

10—

0o 2 4 6 8 10 - 12 14

Abb. 26: pH-Einfluf der Esterolyse durch Subtilisin (S. 56)
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Zum Vergleich wurde aus einer Fermentationsprobe Subtilisin Carls-
berg mit Aceton fraktioniert ausgefdllt [Kap. 4-2]. Das Enzym
wurde durch Gelfiltration an einer Sephadex G-25 Sdule (Pharmacia-
LKB, Freiburg) mit 10 mM Xaliumphosphatpuffer pH 7 wvon auto-
lytischen Peptiden befreit [63]. Das reine Subtilisin Carlsberg
besaf eine Aktivitdt von 4443 PE/mg [8].

Der Zeitverlauf der Hydrolyse unterschiedlicher Estermengen lief
sich gut mit dem Michaelis-Menten-Modell beschreiben {Abb. 24},
Zur COptimierung von Parametern analoger und differenialer Modell-
funktionen wurde das FORTRAN-Programm »OPTI« entwickelt. Ableitun-
gen, wie hier die Geschwindigkeitsgleichung, wurden numerisch nach
dem Runge-RKutta-Verfahren integriert [96], da sie erst als Inte-
gralruns der nichtlinearen Regression zugdnglich waren. Als Anpas-
sungsparameter dienten die maximale Reaktionsgeschwindigkeit, der
bis Mefbeginn entstandene p-Nitrophenolgehalt und =zum Ausgleich
von Pipetierfehlern die eingesetzte Esterkonzentration. Die halb-
maximale Sdttigungskonstante wurde vom Einfluf des Estergehaltes
auf die Anfangsreaktionsgeschwindigkeit {Abb. 25} iibernommen, da
der Wert ein Mehrfaches iber dem einsetzbaren Estergehalt lag und
die geringen Abweichungen bei der Anpassung wenig aussagekrdftig

80
16,35 PE/ml

70~ 400 uM Ester
pH 6,67

o)
-
!

Reaktion [uM/min]

0 ! l | !
0 10 20 30 40 50 . 60 70

Temperatur [°C]

Abb. 27: Temperatureinfluf der Esterolyse durch Subtilisin unter
Testbedingungen (5. 56)

T

ITUTE 104




26 3-12 Protease-Messung

waren. Dies war notwendig, um die maximale Reaktionsgeschwindig-
keit wvergleichbar zu halten. Beide Bestimmungsmethoden stimmten
hierin gut iberein. Die Anfangsreaktionsgeschwindigkeit bzw. die
Proteaseaktivitdt konnte ohne groflen Fehler wihrend der ersten
Minute mit einem linearen Ansatz bestimmt werden {Abb. 24}.

Subtilisin besitzt als in Waschmitteln verwendete alkalische
Serinprotease Aktivitdtsmaxima bei pH 8 - 10 {Abb. 26) und bei
50 - 60°C {Abb. 27}. Da die Testbedingungen nicht optimal waren,
fiihrten schon geringe Abweichungen der Temperatur und des pH-
Wertes zu empfindlichen Anderungen der enzymatischen Esterolyse-
geschwindigkeit. Abweichungen im Estergehalt und im pH-Wert wurden
durchh den Bezug auf den Maxatase-Standard eliminiert. Entscheidend
fiir die Exaktheit des Verfahrens war jedoch die Genauigkeit beim
Pipettieren und beim Temperieren auf 25°C.

3-12-2 Cniine-Messung

Bislang sind nur wenige Methoden zur Online-Messung des Protease-
gehaltes verwirklicht worden. Sie beruhen auf der proteolytischen
Spaltung von Remazol-Blau-markiertem [45,51] oder natiirlichem [45]
Casein. Bei Verwendung eines natilirlichen Proteins ist ein Filtra-
tionsschritt zur Abtrennung von nichtumgesetztem Substrat unbe-
dingt erforderlich. Ein vollsténdiger Analysenzyklus dauert wegen
der relativ langsamen Hydrolyse fast eine halbe Stunde.

Die Bestimmung der esterolytischen Aktivitdt der Protease mit
N-CBZ-Glycin-p-nitrophenyl-ester war mittels FlieBinjektionsana-
lyse im Rhythmus von 5 min durchfithrbar. Die Methode lieferte
somit ein echtes gquasikontinuierliches Fexmentationssignal. Die
Esterolyse wurde parallel zur Glycerinmessung im selben Flow-
Injection-Analyzer durchgefithrt {Abb. 13, 28}:

Probe
Puffer
Y &
% gﬁghoieme%es’
Puffer jji -
N CBZ—Glyein — p — nitro —

phenyl —ester— Lésung

Abb. 28: Fliefischema der Flow-Injection-Analysis von Protease
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Flir die Fliefinjektionsanalyse wurden die Reagenzien des Offline-
Tests verwendet. Das Fliefschema wurde so konzipiert, daf es der
Offline~Bestimmung m&glichst nahe kam. 2,4 ml/min Acetonpuffer
wurden in einem Manifold mit 0,4 ml/min Esterldsung vermischt. In
diesen Strom flof an einem weiteren Manifold mit einer Rate von
0,2 ml/min weiterer Acetonpuffer ein, in dessen Strom iiber ein In-
jektionsventil 100 pl Probefiltrat eingeschleust wurden. Der Strom
mit der Probe wurde in eine 100 ul grofe, auf 25°C thermostati~
sierte Durchflufkiivette mit einer Schichtdicke von 2 mm gefdrdert
und verweilte dort 99 s. Wihrend der Stopzeit wurde nach 5 s bei
340 nm (Zweistrahl-Photometer UV-160; Shimadzu, Kyoto, Japan) bis
zu einer Extinktion von 1,3 maximal 90 s lang die Freisetzung von
p-Nitrophenol durch die Esterhydrolyse verfolgt. Die Extinktions-
steigerung wurde auf die Offline-Werte geeicht.

Das FOrdern acetonhaltiger Léisungen mit peristaltischen Pumpen war
problematisch. So liefen sich die Manifoldschliuche aus Marprene
(Verder, Diisseldorf) erst einsetzen, nachdem die Weichmacher mit
Aceton aus dem Schlauchmaterial herausgeldst waren. Trotz dieser
Ronditionierung ver&nderten sich die Schlaucheigenschaften wihrend
der Online-Analyse stark. Zumindest die acetonische Esterldsung
sollte deshalb mit einer inerten Kolbenpumpe gefdrdert werden.

Biomasse-Bestimmung

3-13-1 Trockengewichis-Bestimmung

30 ml Fermenterprobe wurden 10 min bei 15000 Upm zentrifugiert
(RKihlzentrifuge J2-21/JA-~20; Beckmann, Hiinchen). Der Uberstand
wurde vorsichtig entfernt. Das ZentrifugenrShrchen mit dem Fest-
stoffanteil wurde bis zur Gewichtskonstanz im Trockenschrank bei
100°C getrocknet. Aus der Gewichtsdifferenz zum LeerrShrchen lief
sich die Trockenmasse in g/l berechnen. Diese war gréfer als die
Biotrockenmasse, da auch andere Feststoffpartikel abzentrifugiert
wurden. So bildete Bacillus licheniformis gr&fere Mengen Schleim
und Pulcherrimin, die ebenfalls erfafit wurden.

3-13-2 Inline-Messung der optischen Dichie

Mit einer Inline-Trilbungssonde (Mefumformer MEX-2, Sonde TSS
30/10; BTG frither EUR-~Control, Bochum) wurde die optische Dichte
der Kulturbriihe bestimmt. Die in situ sterilisierbare Elektrode
besafl zwei Photozellen und zwei Leuchtdioden flir polychromatisches
Licht. Je eine Photozelle und eine Lichtquelle bildeten eine
Gruppe, die zur anderen Gruppe spiegelbildlich im Abstand von 1 cm
angeordnet war. Im Wechsel der Leuchtdioden ergaben sich jeweils
zwei Lichtwege fiir die Triibung und die Turbidizit#dt, das indirekt
auf die Photozelle fallende Streulicht. Der Mepverstirker barech-
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nete hieraus das Triibungssignal, das auf die Trockenmassebestim-
mung eingeeicht wurde. Da Fremdlicht die Messung stdrte, wurde der
Fermenter mit dem Splitterschutz abgedunkelt {Abb. 9, 13}%.

Die Triibung wird nicht nur von der Biomasse wverursacht. Besonders
stbrend sind Gasblasen. Bei einer Zunahme der Rihrerdrehzahl oder
der Beliiftung, um einem Absinken des pOj-Wertes unter sein Soll zu
verhindern, widchst die Phasengrenzflédche. Das Licht wird stédrker
gestreuvt und tduscht s2ine hthere Biomassekonzentration vor.

3-14 Prozefleiisysiem

Als ProzeRBleitsystem diente das am Institut entwickelte Hefwert-
Erfassungs- und Auswerte- System »MEAS«. Dem unter Concurrent-D0OS
laufféhigen Programm oblag iiber ein Interface die Kommunikation
zwischen dem Personal-~Computer (AT 02/03, IBM) und dem aktuellen
Versuch. Das nahezu beliebig mit SHP-Peripheriekarten (Siemens)
ausbaubare Interface besaf fiir die Uberwachung und Kontrolle der
Fermentationen folgende Ausriistung {Fliefischemata und Photos siehe

Abb. 10 - 14}:

¢ 16 Analog-Eingdngs zur Wandlung von analogen Strom- und Span-
nungssignalen in digitale Mefiwerte:

Temperatur, Rihrerdrehzahl, Fermenterinnendruck, pH-Wert, Xor-
rekturmittelverbrauch, Sauerstoffsdttigung, Tribung, Waage zur
Fiillstandskontrolle, Ammoniakelektrode, Photometer zur Protease-
analyse (Fedbatch), Fluoreszenzmonitor gzur Glycerinbestimmung
(Fedbatch), Substratzufuhr (kontinuierliche Fexmentation)

e 8 Analog-Ausgidnge zur Wandlung digitaler Sollwerte fiir die
Stellgrdfen in analoge Spannungen cder Stromstédrken:

Rihrerdrehzahl, Glycerin- und Ammoniumzufuhr (Fedbatch)

2 BIRelaisnAusgangg zum Schalten von Magnetventilen und zur Steuve-
rung des Flow-Injection-Analyzers.

o Userprogramm-Schnittstelle zum Transfer digitaler Daten:
Substratzufuhr (NH3-Auxostatl)

Es bestehen weitgehende Freiheiten bei der Versuchskonfiguration.
Die HMeRdaten lassen sich lber einen Formelinterpreter zu andersn
Grépfen verrechnen und in Zeitzvklen von 1 s bis 1 h erfassen. Der
Formelinterpreter erlaubt auch die Ansteuerung von Pexripherie-
geriten nach frei programmierbaren Strategien. Die abgespeicherten
Daten sind mit einer Pixel-Graphik darstellbar. Prédsentationsgra-
phiken wurden jedoch mit PLOTIT 1.5 (ICS, Frankfurt) erstellt. Zur
Ubertragung reprisentativer Versuchsdaten ins PLOTIT-Format wurde
das vielseitige Datenreduktionsprogramm »DARE« entwickelt.
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3-15 Integraler und differentialer Kompensationsregler

Hdufig ist es wvon Nutzen, einzelne Grdfen eines Fermentations-
prozesses zu kontrollieren. Bislang werden hierfiir meist analoge
Regler mit ihren standardisierten Bausteinen filir Proportional-,
Integral- und Differential-Verhalten eingesetzt. Vor Beginn einer
Fermentation werden fiir die zu regelnden Grifen jeweils Werte fiir
den Verstdrkungsfaktor, die Nachstell- und Vorhaltezeit bestimmt.
Mit dem Aufwachsen der Kultur verindern sich jedoch die Regelpara-
meter derjenigen Gr&fen, deren Bilanzgleichungen von der Biomasse
abhdngen. Im allgemeinen handelt es sich hierbei um Eduktkonzen-
trationen, die einem Fliefigleichgewicht aus Konvektion und reak~
tivem Verbrauch durch die Mikroorganismen unterliegen. Ohne An-
passung der Proportionalfaktoren, der Integrier- und Differenzier-~
zeiten geraten die Eduktkonzentrationen in Regelschwingungen [39].
Ein analoger Regler muf in diesen Fillen mit einem selbstadaptiven
Mechanismus zur Anpassung der PID-Faktoren ausgestattet werden.

Als moderne Alternative bieten sich hBherwertige Algorithmen an,
die von mathematischen Modellvorstellungen ausgehen. Dem Prozefi-
rechner kommt die Aufgabe eines Beobachters zu, der laufend die
Mefdaten zur Identifikation der Modellparameter heranzieht. Dar-
iber hinaus lassen sich mit dieser Methode schwer zugingliche Gro-
fen abschitzen. Die Simulation dexr szukiinftigen Entwicklung erlaubt
eine optimale Anpassung der Stellgréfen. Dieses relativ aufwendige
Konzept besitzt jedoch nur gegenliber solchen Prozessen Giiltigkeit,
die sich durch das mathematische Modell beschreiben lassen [77].
Eine vom Rechenaufwand wesentlich einfachere und universellere L&-
sung stellen Kompensationsregler dar, da sie ohne Prozefanpassung
auskommen. Die Formulierung gestaltet sich besonders einfach, wenn
die RegelgrOfe zeitlich &Hguidistant abgegriffen wird. Das hier
angewandte Konzept gleicht Verbrauch und Abweichung vom Sollwert
in einem Schritt aus {Abb. 29%}. Aus einer vektoriellen Betrachtung
lassen sich die beiden folgenden Gleichungen ableiten:

Ci = Cj.l * Zj_3jedt + Rj..1

cg = ¢y + Zj-dt + Ri_j

mit © Substratkonzentration (Istwert)

Cg ¢ Scllkonzentration (Sollwert)

R : Substratverbrauch (Stdrgrdfe)

b4 ¢ Substratzufuhr (Stellgréfe)

dt = : Zeitdifferenz zwischen zwei Messungen i

Beide Gleichungen lassen sich so verkniipfen, daf der unbekannte
Reaktionsterm Rji.i eliminiert wird. Die Aufldsung nach dem neuen
Stellwert 2Z; liefert die Pormel eines integralen differentialen
Kompensationsreglers, dessen Regelparameter den Wert 1 besitzen:
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Konzentratiomn

rel.

.0 i ; 1 >
¢ L 2 3 4

Zeitintervall

Abb. 29: Schema des integralen differentialen Kompensationsreglers

(¢g = ci) + (Ci-1 - €3) _
dt -

23 = Zj.1 +

Die langfristige Anpassung an den Sollwert exfolgt iiber das -
integrale Glied (¢cg - cj)/dt, wihrend der wie eine Feder wirkende .
differentiale Term (¢j.3 - cj)/dt Verinderungen entgegenwirkt.

In einer Fedbatchsimulation [XKap. 2-7] wurde untersucht, inwiefern
der Algorithmus von der Intervallbreite eines Regulationszvklus
und eventuellen Totzeiten bei der Messung beeinfluft wird. Durch
Nachdosierung von Zmmonium wurde ein Soll von 0,4 g/l angestrebt:
Tritt keine HMefverzbgerung auf, so erfolgt die Nachdosierung schon
nach dem 3. Intervall ohne Schwingungen. Die Dauer eines Regula-
tionszyklus besitzt nur Einfluf darauf, wie grob die Schritte
sind, mit denen die Ammoniumzufuhr dem Idealprofil der extended
culture angepaft wird {Abb. 30a,b}.

Der Algorithmus reagiert allerdings sehr empfindlich auf MePzeit-
verzdgerungen. Die Folge sind Dosierspitzen, denen eine ldngere
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0.8
Intervall 0.001 h, Verzogerung 0.000 h
0.6-
Substrat 1
04 le/1]
Zulauf [g/(1'h)]
0.2
Intervall 0.050 h, Verzogerung 0.000 h
0.6
0.4 Substrat [g/1]
| Zulauf [g/(1'h)]
0.2-
0.0 T : : : : : : :
Intervall 0.001 h, Verzogerung 0.005 h
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0.0 : , , ; , | I i |
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0.6+
| Substrat ]
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Abb. 30: Fedbatchsimulation

zur Nachdosierung wvon Ammonium mit

Hilfe des ID-Kompensationsreglers
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Phase folgt, bis der Ammoniumiiberschuff wieder abgebaut ist {Abb.
30c, zwanzigfach konzentrierter Zulauf!{}. Regelschwingungen lassen
sich jedoch vermeiden, wenn die Dauer des Anpassungszyklus die
Totzeit der Analyse um das Dreifache ilibersteigt {Abb. 30d}.

Derartige Effekte traten auch in der Fermentationspraxis auf:

Der Sauerstoffpartialdruck der Kulturbriihe wurde mit einer Inline-
pO2-Elektrode nahezu verzdgerungsfrei [Kap. 3-8] erfaft und alle
3 s abgespeicheri. Der ID-Kompensationsregler arbeitete im g¢lei-
chen Rhythmus, griff aber filir sein differentielles Glied gleitend
auf einen vor einer Minute gemessenen Wert zuriick und besaf somit
eine Zyklusdauver von 1 min. Als &dquivalentes Stellglied fiir die
Sauerstoffzufuhr diente in guter N&herung die Riihrerdrehzahl.
Durch deren Anpassung wurde ein Soll von 5 % Sauerstoffsidttigung
angestrebt. Die Rihrung wurde allerdings auf minimal 300 Upm be-
grenzt, um eine gute Durchmischung zu gewdhrleisten. Die Drehzahl-
regelung setzte ein, wenn mit dem Aufwachsen der RKultur der Sauer-
stoffpartialdruck auf den Sollwert absank. In der Folge 13

B sich
r

Gly-

P LS P PSR L T W, Ry PP L]

i
der pOj-Wert mit Ausnahme einer kurzfristigen Stdrung, in 4
cerinmangel herrschte, konstant bei 5 % halten {Abb. 31}:

100
— 804
=

B0
S 40—
=~ 20-

i ! I ! | I i | I
0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48
Zeit |[h]

Abb. 31: Drehzahlregelung des pOs-Wertes mit Hilfe des ID-Kompen-
sationsreglers
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Fir den Ammoniumgehalt der Fermentationsl®sung stand ebenfalls ein
Online-Signal zur Verfiigung. Die Mepwerterfassung und der ID=-
Kompensationsregler zur Nachdosierung von Ammonium griffen daher
auf dieselben Zykluszeiten zurilick wie bei der p0Ojs-Messung und
-Regelung. Allerdings fand die Ammoniumanalyse nach einem Filtra-
tionsschritt an einer gassensitiven Ammoniakelektrode auferhalb
des Bioreaktors statt [Kap. 3-10]. Der HMePBprozel war mit einer
Totzeit von etwa 10 min behaftet. Da widhrend der praktischen
Arbeiten die Simulationsergebnisse des ID-Kompensationsreglers
{abb. 30} noch nicht vorlagen, wurde die Dauer eines Requlations-
zyklus nicht verl&ngert. Das ungilinstig kleine Verhiltnis zur Mef-
zeltverzdgerung fithrte wie im Modell zu Pulsen bei der Zufuhr und
im Gehalt von Ammonium {Abb. 32}:

7.5
& 4.5+
Em 3.0 -
z, 15—
— 0.0 : . : . . , . : . , .
=
~ 20+
=
g 154
: - /\A |
L 54
=
: N WULULL
0 12 16 20 24 28 32 86 40 4—4 48

Zeit [h]

Abb, 32: Nachdosierung vom Ammonium mit Hilfe des ID-Kompensa-
ticnsreglers
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Die externe Bestimmung der Glycerinkonzentration im Xulturfiltrat
wies eine &hnliche Verzdgerung wie die Ammoniummessung auf. Aller-
dings mnahm die Fliefinjektionsanalyse wvon Glycerin eine =zehn-
nmintitige MePdauer in Anspruch [Kap. 3-11}. Die Intervallbreite des
ID-Kompensationsreglers besaf damit zwangswelse etwa die Dauer der
Totzeit. Dadurch bildeten sich Regelschwingungen mit weiten Ampli-
tuden flir den Gehalt und die Zufuhr von Glycerin aus {Abb. 33}:
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Abb. 33: Nachdosierung von Glycerin mit Hilfe des ID-Kompensa-
tionsreglers

Somit deutete auch die Praxis an, daf selbst totzeitbehaftete Pro-
zesse vom ID-Kompensationsregler stabil gesteuert werden kdnnen.
Die Intervalldauer eines Anpassungszyklius mufl dazu deutlich (drei-

fach) l&nger als die Mefzeitverzdgerung dauern.
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4-0) Fermentationsergebnisse und Diskussion 65

4-0 Fermeniationsergebnisse und Diskussion

Die Untersuchungen zur Gewinnung der alkalischen Serinprotease
Subtilisin Carlsberg wurden mit dem Hochleistungsproduzenten
Bacillus licheniformis DSM 641 durchgefithrt. Der oligosporogene
Stamm wurde nach klassischen Verfahren isoliert. Mitte der siebzi-
ger Jahre wurde er in der industriellen Produktion eingesetzt.

In den Fermentaticnsversuchen wurde ein vorgegebenes komplexes
Proteinmedium wund ein neu entwickeltes synthetisches Glycerin-
medium verwendet. In komplexen Medien lassen sich meist bessere
Fermentationsergebnisse erzielen [67]. Zudem liegen die Substrat-
kosten hdufig niedriger. Im speziellen Fall der Proteasegewinnung
werden jedoch relativ teure proteinhaltige Xomponenten {Casein)
verwendet, so daf sich auch ein synthetisches Medium rechnen kann.

4-1 Fermentationen mit dem kempiexen Protelnmedium

4-1-1 Stammhaliung

Bacillus lIicheniformis wurde im XKilhlschrank bei 4°C auf Schrég-
agarrbhrchen gehalten und im Abstand von 3 - 4 Wochen iberimpft.
Allexdings lief besi dieser Methode die Stammaktivitdt nach, so dafB
mehrfach eine reaktivierte Dauverkultur [Kap. 4.2.1] verwendet wer-
den mufte. Die Schrédgagarrbhrchen wurden wie folgt hergestellt:

37,0 g Standard I-Ndhragar (Merck)
in 1000 ml dest. H90 l&sen, je 4 ml in Reagenzgldser geben, mit
Zelltuchstopfen verschliefen, 30 min bei 121°C autoklavieren und
in Schriglage erstarren lassen.

4-1-2 Vorkulturbedingungen

In Fermentervorkulturen wurde folgendes Hedlium eingesetzt [B41:

Proteinhaltiges Vorkulturmedium:

40,0 g/l Kartoffelstdrke (Roguette, Frankfurt)
2 g/l Amylase (Termamyl L 120; Novo, Mainz)
0 g/l Casein nach Hammarsten (Merck)
0 g/l Sojamehl (Sojamin 50T; Edelsoija, Hamburg)
;0 g/l Maisguellwasser (Roguette, Frankiurt)
1,6 g/l (NHg)oHPO4 (Merck)
Kartoffelstdrke wurde in einem Viertel der Gesamtmenge an bidest.
HoO 'suspendiert, mit Amylase versetzt und bei 90°C und pH 6,5 bis
zur Hydrolyse geriihrt.
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66 4-~1 Fermentationen mit dem komplexen Proteinmedium

Casein wurde in einem weiteren Viertel bidest. H0 suspendiert,
mit KOH auf pH 8,5 eingestellt und unter Rilhren und Heizen geldst.

Alle iibrigen Komponenten wurden in der angegebenen Reihenfolge im
restlichen bidest. H70 geldst und mit Stdrkehydrolysat und Casein-
l1&sung vermischt. Das Medium wurde auf pH 7,0 gebracht, zu 200 ml
in Schiittelkolben abgefiillt und 30 min bei 121°C autoklaviert.

Die Vorkulturen wurden mit einer Impfdse aus den Schrigagarrdhr-
chen angeimpft und iiber Nacht bei 37°C und 100 Upm bebriitet.

4-1-3 Fermenierkuiturbedingungean

Das Hauptkulturmedium schiumte beim Autoklavieren so stark, daf
sine in situ Sterilisation unmdglich war. Es wurde daher separat
sterilisiert und anschliefend in den autoklavierten Laborfermenter
gepumpt. Da es in seiner urspriinglichen Form [84] sehr dunkel und
breiig war und sich mit Schlauchpumpen nicht fdrdern lief,; wurden
die Xonzentrationen aller Xomponenten auf ein Viertel reduziert.
Auferdem wurde Polypropyvlenglycol als Antischaummittel zugefiigt:

Modifiziertes Proteinmedium:

22,500 g/1 Maisstdrke (Rogquette, Frankfurt)
0,100 g/l Amylase (Termamyl L 120; Novo, HMainz)
6,250 g/l Hatrium-Caseinat (Emulac 50; Meggle, Wasserburg)
4,750 g/l Sojamehl (Sojamin 50T; Edelsocja, Hamburg)
1,750 g/1 Maisquellwasser (Roguette, Frankfurt)
0,125 g/l (WHz)3HPO4 (Merck)
0,125 g/l NapHPO4+12 Hs0 (Merck)
0,050 g/l KHyPO4 (Merck)
0,012 g/1 FeS04:7 Hp0 (Merck)
0,005 g/1 MnS0O4+Hy0 (Merck)
1,000 g/l Polypropylenglycol (PPG 1200, Fluka)
Maisstdrke wurde in einem Viertel des Gesamtvolumens Lelitungswas-
ser suspendiert, mit Amylase versetzt und bei 90°C und pH 6,5 bis
zuy Hydrolvse geriihrt.
Casein und Sojamehl wurden jeweils in einem weiteren Viertel des
Gesamtvolumens Leitungswasser geldst.

Alle iibrigen Xomponenten wurden in der angegebenen Reihenfolge im
restlichen Leitungswasser geldst und mit dem Stdrkehydrolysat, der

Casein- und der Scjamehlldsung vermischt.

Das Proteinmedium wurde in Mengen zu 20 1 in 25 1 Laborflaschen
oder zu 80 1 in einen 100 1 Hedientank gefiillt, mit KOH auf pH 7,0
gebracht und 60 min bei 121°C sterilisiert.

In Serien von Schiittelkolbenversuchen wurden die Konzentrationen
der einzelnen Komponenten variiexrt. Wie erwartet, erwies sich das
Medium als optimal szusammengesetzt. Das Stidrkehydrolysat diente
als KRohlenstoffquelle und das Ammonium als primdre Stickstoif-
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4-1 Fermentationen mit dem komplexen Proteinmedium 67

guelle. Den als Protein vorliegenden Stickstoff aus Casein, Soja-
mehl und Maisquellwasser konnte Bacillus licheniformis exst nach
der Ausschiittung der Protease verwerten. Die Proteolyse setzte die
Aminosduren so langsam frei, daPf der Gehalt an leicht metaboli-
sierbaren Stickstoffquellen die Proteasebildung nicht reprimierte.

Wurden die Schiittelkulturen anfangs mit 5 mM L-Aminos8uren ange-
reichert, so wurde die Proteasebildung durch Cystein, Isoleucin
und Leucin deutlich und durch Arginin, Asparaginsdure, Phenylala-
nin, Serin und Valin merklich gehemmt.

Vitaminzusdtze dagegen beeinflufiten mit Ausnahme der totalen Re-
pression der Proteaseproduktion durch Thiamin den Prozef kaum.

Das Proteimmedium erwies sich auch in seiner Komposition der Spu-
renelemente als optimal gestaltet. Die Zugabe weiterer Spurenele-
mente behinderte die Proteasefreisetzung teilweise stark.

Wesentlich wichtiger war die vollsténdige Standardisierung aller
Zubereitungsschritte des Mediums. Die Bedingungen der Stdrkehydro-

lyse, die Reihenfolge beim Zusammenfliigen der Medienkomponenten,
das Einstellen des pH-Wertes und der Autoklaviervorgang muften
moglichst identisch ablaufen. Dennoch zeigten sich danach schon in
der Firbung und der Konsistenz h#ufig leichte Differenzen. Diese
Schwankungen und unterschiedliche Aktivitdten der Vorkultur er-

schwerten die Reproduzierbarkeit der Fermentationsergebnisse.

Im industriellen Fermentationsprozef kann es bei Verwendung eines
proteinhaltigen KXomplexmediums Schwierigkeiten bereiten, die alka-
lische Serinprotease von anderen Proteinen abzutrennen. Daher wird
das Enzym teilweise nur zusammen mit dem Rulturbrei getrocknet, in
Prills gepreft, mit Titandioxid weif gefdrbt und in dieser Form
den Waschpulvern zugesetzt.

d-1-4 Baitchiermeniationen mit dem Proteinmedium

Einige Batchfermentationen wurden mit dem urspringlichen Protein-
medium durchgefilhrt. Das im Vergleich zur modifiszierten Vorschrift
vierfach konzentrlerte Medium besafB eine Trockenmasse von 46 g/l.
Der hohe Feststoffanteil lief die Ermittlung der Biomasse nicht
zu. Nach dem Animpfen herrschten folgende Betriebsparameter:

Kulturvolumen 4 1

Temperatur 39°C

pH-HWert ungeregelt
pOg-Wert ungeregelt
Drehzahl 700 Upm

Beliiftung 1,5 vvm

Innendruck 100 mbar Uberdruck

Tab. 5: Bedingungen in der Batchkultur mit dem Proteinmedium
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68 4~1 Fermentationen mit dem komplexen Proteinmedium

Die Bedingungen begiliglich Drehzahl und Beliiftung waren so gewdhlt,
daff die Batchkultur wihrend der gesamten Versuchsdauer niemals in
eine Sauerstofflimitierung geriet. Wegen des hohen Feststoffan-
teiles im Medium konnte die Biomasseentwicklung nur indirekt am
Verlauf des Sauerstoffpartialdruckes verfolgt werden. Der Ubergang
von der exponentiellen in die station8re Wachstumsphase begann mit
dem Durchschreiten des pOs-Minimums. Danach erst setzte die Pro-
teaseausschiittung ein. Wie erwartet [17,67,68], ist Subtilisin
Carisberg ein wachstumsunabhdngiges Produkt, dessen Biosynthese an
eine Nihrstofflimitierung in der Idiophase gebunden ist {Abb. 34}:
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Abb. 34: pH-ungeregelte Batchkultur mit dem orginalen, also vier-
fach konzentrierten Proteinmedium, 39°C, 700 Upm, 1,5 vvm
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4-1 Permentationen mit dem komplexen Proteinmedium 69

Wihrend des Wachstums und der Enzymausschiittung lag der pH-Wert
nur ganz leicht im sauren Bereich. Die Produktionsphase endete mit
dem Verbrauch der prim&ren Nghrstoffe. Die Zellen mufiten auf
Sekunddrsubstrate wie =z. B. niedermolekulare Fettsduren zurilick-
greifen, weshalb der pH-Wert zum Fermentationsende anstieg. Bis
dahin wurden etwas mehr als 2000 PE/ml gebildet.

In allen weiteren Fermentationen mit dem Proteinmedium wurde die
modifizierte Substratvorschrift verwendet [Kap. 4-1-3]. Der Ein-
satz des diinneren Mediums gestattete es, die Belliftung auf 1 vvm
zu reduzieren und somit auch die Schaumbildung zu senken. Da die
Enzymproduktion fast im neutralen Bereich stattfand, wurde zusiditz-
lich pH 7 durch S#&ure-/Lauge-Titration eingestellt. Dieser pH-Wert
scheint optimal fiir die Produktion alkalischer Serinproteasen =zu
gein [37}. Das pH-Profil in pH-regulierten Fermentationen konnte
anhand des Xorrekturmittelverbrauches verfolgt werden. In derarti-
gen Batchversuchen konnte die halbe Proteasekonzentration erzielt
werden, obwohl der Substratgehalt auf ein Viertel reduziert wurde
{vergleiche Abb. 46}. Die Selektivitit verdoppelte sich somit.

4-1-5 Kontlnuierliche Fermentationen mit dem Proteinmedium

Die Batchergebnisse sollten auf die Chemostatkultur ibertragen
werden, da die kontinuierliche Reaktionsfiihrung moderne Prozef-
befragungstechniken mit Pulsen, Springen und Gradienten erlaubt.
Voraussetzungen hierfiir sind die Stammstabilitdt und die Erzielung
von Steady-State-Bedingungen.

Kontinuierliche Proteasefermentationen mit proteinhaltigen Medien
wurden bislang nicht beschrieben. Hier gelang es in mehreren
Chemostatkulturen, iiber mehrere Verweilzeiten eine dauerhafte Pro-
teaseausschiittung mit mehr als 1000 PE/ml zu erzielen {Abb. 35}.
Dabei: galten folgende Bedingungen {Tab. 6}:

Durchflufrate 0,1 1/h
Kulturvolumen 2;4 1

Temperatul 39°C

pH-Wert 7

pOs-Hert ungeregelt
Drehzahl 700 Upm

Beltiftung 1 vvm

Innendruck 100 mbar Uberdruck

Tab. 6: Bedingungen in der Chemostatkuliur mit dem Proteinmedium
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70 4-1 Fermentationen mit dem komplexen Proteinmedium

Aus Fedbatchversuchen mit dem Glycerinmedium lief sich wihrend der
exponentiellen Vermehrung von Bacillus licheniformis DSM 641 eine
maximale Wachstumsrate von 0,5 nh-1 abschédtzen. Dieser Wert ent-
spricht nahezu Literaturdaten, die in Chemostatkultur mit einem
verwandten Stamm gewonnen wurden [93].

Somit lag die Verweilzeit bei einem Xulturvolumen von 2,4 1 und
einem Medienzufluf von 0,1 1/h zwSlfmal hSher die maximale Wachs-
tumsrate. Wurde aber eine Verweilzeit niedriger als 1 d gewdhlt,
so wurde die anfdnglich gebildete Protease schnell wieder ausge-
waschen. Vermutlich wirkte sich dann das bessere Ndhrstoffangebot
reprimierend auf die Exoenzymbiosynthese aus [24,257.

Der Versuch, in kontinuierlicher Xultur den Einfluf und die opti-
male Xonzentration der organischen Inhaltsstoffe zu ermitteln,
scheiterte an schwer erkldrbaren Medieneffekten. Hierzu wurde die
jeweils zu untersuchende Komponente getrennt vom tibrigen Medium
autoklaviert und erst im Fermenter zugesetzt. Da jedoch organische
Medienbestandteile in Abwesenheit von anorganischen Salzen bei der
Hitzesterilisation anders aufgeschlossen wurden, wurde selbst bei
identischer Gesamtzusammensetzung fast keine Protease gebildet.
Auch bezliglich verschiedener Spurenelemente konnten durch puls-
hafte Zugaben in den Fermenter oder sprunghafte Konzentrations-
dnderungen im HMedienzulauf keine eindeutigen Einfliisse auf die
Proteaseausschiittung in der Chemostatkultur ermittelt werden.

Allein durch die Variation des Ammoniumgehaltes im Medienzulauf
liefen sich eindeutige Effekte erzielen. Bei den Fermentationen
wurde ein inverser Zusammenhang zwischen der Proteasebildung und
der Ammoniumkonzentration der Kulturbrilhe bemerkt. Da Ammonium die
Proteasebiosynthese reprimierte [35,68];, wurde einem Anstieg des
NH3-Gehaltes im Fermenter durch stufenweises Absenken der Zulauf-
konzentration begegnet. Auf diese Weise konnte im Fermentations-
verlauf der Ammoniumgehalt im Bioreaktor wieder gesenkt werden,
worauf die Proteaseaktivitdt erneut ihre alte HS8he erreichte. Die
Ausschiittung von Subtilisin Carlsberg wurde somit iiber 20 Verweil-
zeiten auf hohem Niveau gehalten {Abb. 35)}. Der Versuch wurde
abgebrochen, da mit dem Substratwechsel trotz identischer Zuberei-
tung keine Protease mehr gebildet wurde.
Wahrend des Fermentationsveriaufs wurde mit einem Aminosiure-
nalysator die Konzentrationen der Aminosduren im Xulturiiberstand
verfolgt. Dabei fanden sich nur solche Aminosiuren in nennenswer-
ten HMengen, die in Schiittelkulturen die Proteasebiosynthese kaum
beeinfluften. Somit kam dem Ammoniumgehalt die Schliisselrolle bei
der Proteasebiosynthese zu.
Als Schluffolgerung aus dem Versuch wurde in einigen kontinuier-
lichen Fermentationen der XKultur mit dem Medium kein weiteres
Ammonium zugefiihrt. Es bildete sich jedoch eine sehr strenge NH3-
Limitierung aus, die nur eine geringe Proteasebiosynthese zulief.
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Protease [PE/ml]
O —GED — 7 T T T T T ¥ ¥ ¥ ] T 7 T

T T T

{
0 4 8 12 16 20
Zeit [d]

Abb. 353 Chemostatkultur mit dem modifizierten Proteinmedium, 1 d

- Verweilzeit, 39°C, pH 7, 700 Upm, 1 vvm
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72 4-1 Fermentationen mit dem komplexen Proteinmedium

Im Diagramm spiegelt die Trockenmasse/Triibungskurve wegen des
hohen Feststoffgehaltes des Proteinmediums nur tendenziell die
Biomasseentwicklung wieder {Abb. 35},

Durch den hohen Anteil unldslicher Substanzen traten h#ufig Ver-
stopfungen im Medienzulauf oder im Fermenterablauf auf. Auf die
daraus resultierenden Verweilzeitschwankungen reagierte Bacillus
licheniformis mit der Einstellung der Subtilisinbildung.

Problematisch war auch die Verwendung von Sojamehl, da es viele
schwerl&sliche Partikel enthielt, die durch ihre Hirte die Gleit-
ringdichtung des Rilhrwerks relativ schnell zerstérten.

Zur Uberwachung der Zellmorphologie in kontinuierlicher Xultur
wurden einige Fermenterproben auf Petrischalen ausgespatelt, die
Calcium Caseinat Agar (Merck) enthielten. Anfangs bildeten sich
nur grofie rauhe Kolonien, die dem eingesetzten Stamm entsprachen.
Mit =zunehmender Prozefdauer traten vermehrt kleine transparente
schleimige Kolonien auf, die teilweise langsamer wuchsen, zum Teil
nicht mehr sporulieren konnten und weniger oder keine Proteass
bildeten [7]. Derartige Phi#nomens wurden in Abhdngigkeit wvon den
Rultivierungsbedingungen schon mehrfach beobachtet [36,60,95]. Im
Fall von Bacillus licheniformis S1684 handelte es sich um zwei
Stdmme mit unterschiedlichem rel-Status [24]. Wihrend die rauhe
Form bei Aminosduremangel das Wachstum nicht einstellte und somit
relaxed (rel”) reagierte, war die Polyglutaminsiureschleim pro-
duzierende Mutante stringent (rel+) und bildete Guanosinpolyphos-
phate als intrazellulire Botensubstanzen (second messenger). Wie
bei Bacillus licheniformis DSM 641 produzierten die schleimigen
Kolonien kaum mehr extrazelluldre BEnzyme, wodurch ihr Substrat-
spektrum stark eingeschridnkt wurde. Stattdessen konnten sie
seltene Zucker verwerten. Die Unterschiede im Chemo- und Ph&notyp
wurden durch einen Integrations-/Extrusions-Mechanismus von Plas-
miden am Chromosom gedeutet, denn die beiden Stimme unterschieden
sich in der Anzahl ihrer extrachromosomalen Elemente (2/4) [13].

In kontinuierlicher Kultur stellte sich nur bel langen Verweil-
zeiten eine Ndhrstofflimitierung ein, die die Proteasebiosynthese
dereprimierte. Derartige Mangelzustdnde stimulierten den Orginal-
stamm zur Sporulation. Die Sporen konnten sich nicht vermehren und
wurden ausgewaschen. Die unproduktiven Mutanten hatten dagegen die
Fdahigkeit =zur Ausbildung einer Dauerform verloren. Hierdurch
gewannen sie einen Selektionsvorteil, da sie sich entsprechend der
zufuhr an limitierendem Substrat weiter vermehren konnten.

Gelingt es nicht, derartige Mutationen dauerhaft zu untexdriicken
oder nicht produzierende Mutanten auszuwaschen, so 1lift sich Sub-
tilisin Carlsberg nicht in kontinuierlicher Kultur gewinnen.

Wegen der mangelnden Reproduzierbarkeit und der schwer durchschau-
baren Zusammenhinge wurden die Arbeiten mit dem komplexen Protein-
medium eingestellt.
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4-2 Fermentationen mit dem synthetischen Glycerinmedium 73

4-2 Fermentationen mit dem synthetischen Glycerinmedium

Ein rein mineralisches Medium mit niedermolekularen C- und N-Sub-
straten bedeutet eine deutliche Vereinfachung des Gesamtprozesses.
Nur ein wohldefiniertes Medium bietet die Chance, die Vorginge,
die zur Biosynthese von Subtilisin Carlsbexg fithren, zu deuten und
die Erkenntnisse in einem Produktionsprozef zu nutzen. In einem
nahezu feststofffreien Medium l3pt sich dariiber hinaus das Wachs-
tum der Kultur ilber die Trockenmasse oder die Trilbung der Fermen-

e 1D o

tationsbrihe {Kap. 3-13} verfolgen.

Die Verwendung eines synthetischen M¥ediums bot dariiber hinaus die
MOglichkeit, die alkalische Serinprotease durch fraktionierte Ace-~
tonfdllung aufzureinigen [83]. Dazu wurde ein Teil Xulturiiberstand
mit Jje einem Teil 50 mM Cally-Ldsung und Aceton versetzt. Die
ausfallenden Proteine wurden durch Zentrifugation abgetrennt und
verworfen. Im Uberstand wurde die alkalische Serinprotease mnit

weiteren drei Teilen Aceton vollstdndig ausgefdllt {Abb. 36}.
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eine Gelfiltration an einer Sephadex G-25 S&ule (Pharmacia-LKB,
Freiburg) mit 10 m¥ Kaliumphosphatpuffer pH 7 gezeigt wurde [8].
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Abb. 36: Enzymaufreinigung durch fraktionierte Acetonfdllung von
Kulturbriihe aus einer Fermentation mit dem Glycerinmedium
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74 4-2 Fermentationen mit dem synthetischen Clycerinmedium

4-2-1 Stammhaitung

Da die Aktivitdt der auf Schrdgagarréhrchen gehaltenen Zellen
laufend nachlief; war ein anderes Verfahren zur Stammhaltung
notwendig, das eine hbhere Stammstabilitit garantierte. Es beruhte
einerseits auf der Herstellung von lyophilisierten Dauerkulturen
andererseits auf einem tiefgefrorenen Master-Feed-Stock [73]:

Lyophilisierte Dauerkulturen:

Ein Schiittelkolben mit 100 ml Standard I-Nihrbouillon [Kap. 4-2-2]
wurde aus einer frischen Schr#gagarkultur angeimpft und ca. 18 h
bei 37°C und 100 Upm geschiittelt. Die 3Zellsuspension wurde an-
schliefend mit 100 ml einer frisch bereiteten Magermilch-Ascorbat-
Losung versetzt, die aus 20 ml einer 3 $igen, sterilfiltrierten
Ascorbatibsung und 80 ml steriler Magermilch hergestellt wurde.
Die Suspension wurde in Portionen zu 0,1 ml in sterile R&hrchen
pipettiert, mit Zellstoff verschlossen und lyophilisiert. Die
getrockneten R&hrchen wurden anschliefend zugeschmolzen. Die lyo-

philisierten Xulturen waren dauerhaft haltbar.

o

Zur Reaktivierung wurde die Dauerkultur mit 1 ml steriler Standard
I-Ndhrbouillon versetzt und 1 d bei 37°C bebriitet.

Master-Feed-Stock:

Ein Schiittelkolben mit 100 ml Standard I-N&hrbouillon [Xap. 4-2-21
wurde mit einer reaktivierten Dauerkultur angeimpft und ca. 18 h
bei 37°C wund 100 Upm geschiittelt. Die %Zellsuspension wurde
anschliefend mit 30 ml sterilem Glycerin versetzt und in Portionen
zu 2 ml in sterile RShrchen abgefiillt. Die Xulturen wurden bei
~70°C gelagert und erfuhren dabei keinen merklichen Aktivitdtsver-
lust. Der sogenannte Master-Feed-Stock erlaubte, alle Versuche mit
gqualitdtsméfig gleichem Impfgut zu bestreiten.

4-2-2 Vorkulturbedingungen

Die Vorkultivierung bestand aus zwei Schritten, die das Aufwachsen
in zwei unterschiedlichen Medien beinhalteten:

N&hrbouillon=-Vorkultur:

25 g/l Standard I-Ndhrbouillon (Merck)
Die Standard I-Nidhrbouillon wurde in bidest. H0 geldst, zu 200 ml
in Schiittelkolben abgefiillt und 30 min im Autcklaven bei 121°C
sterilisiert. Die Ndhrbouillonkolben wurden mit einer frisch auf-
getauten Master-Feed-Stock-Kultur angeimpft und 8 h bei 37°C und
100 Upm geschiittelt.

i
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4-2 Fermentationen mit dem synthetischen Glycerinmedium 75

Glycerinmedium, Vor- und Schiittelkultur:

200 mM Glycerin (87 %; Merck)
50 mM Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Merck)
50 mM Maleinsdure (Merck)
25 mM (NHg)3S04 (Merck)
10 mM XK HPO, (Mexck)
10 mM KH9PQO4 (Merck)
1l mM MgSO4+7 HoO (Merck)
500 pM CaClge2 H9O (Mexck)
100 pM FeSO4-7 H90 (Merck)
50 uM MnSQO4°H0 (Mexrck)
Alle Inhaltsstoffe wurden in dest. Hp0 geldst. Das Glycerinmedium
wurde mit NaQCH auf pH 7 eingestellt, zu 200 ml in Schiittelkolben
abgefillt und 30 min im Autoklaven bei 121°C sterilisiert. Die
Kulturkolben wurden mit 2 ml der Ndhrbouillon-Vorkultur angeimpft

Das synthetische Medium basiert in seinen Grundziigen auf einer
Vorschrift zur Kultivierung von Bacillus stearothermophilus [91].
In zahlreichen Schiittelkolbenversuchen wurde seine Zusammensetzung
liberpriift und gegebenenfalls verbessert.

Bel der Wahl der C-Quelle mufite ein Kompromifl zwischen Wachstum
und Proteasebildung gefunden werden {34,37]. Energiereiche Sub-
strate wie z. B. Glucose waren ginstig fir das Wachstum, repri-
mierten aber die Exocenzymbiosynthese stark. Energiearme C-Quellen
wie z. B. Essigs&ure liefen nur geringes Biomassewachstum zu und
senkiten somit die Proteaseausbeute. Letztendlich wurde Glycerin
als Xohlenstoffquelle gewdhlt, da es einfach zu handhaben war
(keine Karamelisierung) wund im Vergleich zu anderen preiswerten
Substraten die beste Proteaseausschiittung bewirkte.

Begliglich der N-Quelle wurden analoge Untersuchungen durchgefiihrt.
Dabei erwies sich Ammonium als bestes N-Substrat fiir das Wachstum.
Allexdings inhibierte es auch die Proteasebiosvnthese am stdrksten
[34]. Es wurde denncch in Form von Ammoniumsulfat als Stickstoff-
gquelle genutzt, da es preiswert, einfach in der Verwendung und gut
zu analysieren war.

Kaliumphosphatpuffer diente sowohl als Ndhrstoff wie als Puffer.
Da dessen Pufferung nicht ausreichte, wurde szusitzlich Tris-Ha-
leat~-Puffer eingesetzt. Beide Grundsubstanzen wurden von Bacillus
licheniformis nicht verwertet.

AuPer Magnesium (ATP-Effektor), Mangan, Eisen und Calcium wuxrden
beil der Verwendung von einfach destillierten Wasser keine weiteren

Spurenelemente bendtigt. Der Calciumanteil liefe sich noch halbie--

ren, ohne allerdings grofen Einfluf auf den Prozef zu besitzen.
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76 4-2 Fermentationen mit dem synthetischen Glycerinmedium

4-2-3 Fermenterkulturbedingungen

Im Fermenter liefl sich der pH-Wert durch Korrekturmittelzugabe
regulieren. Der Einsatz von Tris-Maleat-Puffer war deshalb nicht
mehr notwendig. Das Medium enthielt meist kein Ammonium, da die
Online-Analyse eine rechnergesteuerte Nachdosierung [XKap. 3-10]
erlaubte. Als Antischaummittel diente wiederum Polypropylenglycol.

Glycerinmedium, Fermenterkulturens

200 mM Glycerin (87 %; Merck)
10 mM K5HPO4 (Merck)
10 mM XHpPO4 (Merck)
1 mM MgSQz-7 HoO (Merck)
500 uM CaClp+2 Hy0 (Merck)
100 uM FeS0O4°7 HoO (Merck)
50 pM MnSO04:H20 (Merck)
1 g/1 Polypropylenglycol (P 1200; Fluka)
Alle TInhaltsstoffe wurden in dest. H90 geldst. Die LBsung wurde
mit NaQOH auf pH 7 eingestellt. Der Laborfermenter wurde mit maxi-
mal 4 1 Medium gefiillt und in situ 50 min bei 121°C auntoklaviert.
Bei kontinuierlichen Fermentationen wurde weiteres Substrat in
25 1 Laborflaschen sterilisiert.

4-2-4 Batchiermeniationen mit dem Glycerinmedium

Um die Schiittelkolbenergebnisse auf den Fermenter zu iibertragen,
wurde anfangs bei 39°C ein pH-ungeregelter Batchversuch mit dem
Glycerinmedium fiir Schiittelkolben durchgefithrt {Abb. 37}.
Wahrend im Schiittelkolben fast 1200 PE/ml erzielt wurden, lag hier
die Ausbeute nur bei einem Fiinftel. Ursache war der wesentlich
h&here Sauerstoffeintrag, der zu einem deutlichen Anstieg von
Wachstum und Stoffwechselleistungen fiihrte.
Das Glycerin wurde sehr schnell aufgebraucht, wobei als Zwischen-
produkte u. a. organische SdZuren und dabei insbesondere Essigsdure
entstanden. Die Pufferkapazitdt des Mediums reichte nicht aus, so
daB der pH-Wert bis auf pH 5 (Schiittelkolben pH 6,2) abfiel.
Daraufhin verringerte sich die Stoffwechselaktivitdt und lief den
Geldstsauerstoff, der mit dem Wachstum fast bis auf null szuriickge-
angen waxr, wleder ansteigen. Nachdem Glycerin als primire (-
Quelle nach 0,6 d verbraucht war, muften die Mikroorganismen ihren
Stoffwechsel auf die Verwertung von Sekundirsubstraten umstellen.
Die Aufnahme von Essigsdure und anderen organischen Siduren lief
den pH-Wert wieder steigen. In diese kohlenstofflimitierte Phase
fiel die Proteaseausschiittung., Ammonium lag widhrend der gesamten
Fermentation noch in ausreichender Menge vor.
Ein Versuch, die kohlenstofflimitierte Phase durch Verweandung wvon
Essigsdure als Korrekturmittel zu verlingern [37], fiihrte nicht zu
einem héheren Proteasegehalt der Xulturbriihe.
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Abb. 37: pH-ungeregelte Batchkultur mit dem CGlycerinmedium fiir
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78 4-2 Fermentationen mit dem synthetischen Glycerinmedium

In den Schiittelkulturen ergab sich dagegen ein ganz anderes Bild.
Durch den geringeren Sauerstoffeintrag wurde Glycerin nur langsam
verwertet. Als erste Medienkomponente wurde das Ammonium ver-
braucht. Unter Stickstofflimitierung wurde die Proteasebiosynthese
wesentlich stédrker dereprimiert als unter Kohlenstoffmangel. Diese
Erfahrung konnte auch in Batchversuchen [35] und kontinuierlichen
Fermentationen [25] gewonnen werden.

Un einen allzu schnellen Verbrauch von Glycerin zu vermeiden,
wurde der Sauverstoffeintrag durch Reduzierung der Drehzahl auf
30C Upm verringert. Sekundire pH-Effekte wurden durch Kontrolle
des pH-Wertes verhindert. Auf Tris-Maleat-Puffer Xonnte daher
verzichtet werden. Es wurden mehrere Batchversuche durchgefiihrt,
bei denen das C/N-Verhdltnis variiert wuxde. Dabei galten folgende
RKulturbedingungen {Tab. 7}:

Kulturvolumen 4 1

Temperatur 39°¢C

pH-¥Hert 7

pCs-~-Wert ungeregelt
Drehzahl 300 Upm

Beliiftung 1 vvm

Innendruck 100 mbar Uberdruck

Tab. 7: Bedingungen in der Batchkultur mit dem Glycerinmedium

Das beste Ergebnis lieferte ein Batchversuch mit 6560 mM Glycerin
bei 50 mM Ammonium {Abb. 38}. Wie in der Schiittelkultur ging hier
zuerst der Ammoniumgehalt =zur Neige. Die daraufhin einsetzende
Proteasebiosynthese fithrte zu einer Aktivitdt, die um 10 % iiber
der Ausbeute in der Schiittelkultur lag.

Die Prozefbedingungen erlaubten, daf die Xultur in eine Sauer-
stofflimitierung geriet. Bacillus licheniformis bendtigt aber
aerobe Verhdltnisse, um Subtilisin zu produzieren. Daher wurde die
Saverstoffsdttigung in allen weiteren Experimenten durch Drehzahl-
regulierung kontrolliert [Xap. 3-8]. In mehreren Versuchen erwies
sich ein pOj-Minimum von 5 % als bhesonders giinstig. Bei niedrige-
rem Sauverstocffangebot waren Wachstum und Subtilisinbiosynthese zun
stark limitiert. Ein Uberschuf dagegen begiinstigte die Zellvermeh-
rung. Gleichzeitig nahm der maintenance-Bedarf zu und senkte somit

die Proteaseausbeute.

AuslSser der Proteasebildung war zwar der Mangel an leicht metabo-
lisierbaren Stickstoffquellen. Die Biosynthese des Proteins bens-
tigte aber Stickstoffbausteine. Zur Prozefverbesserung mufte daher
Ammonium zugeflhri werden, ohne die N-Limitierung aufzuheben.
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80 4-2 Fermentationen mit dem synthetischen Glycerinmedium

4-2-5 Kontinuierliche Fermentationen mit dem Glycerinmedium

Die eleganteste Methode der N&hrstoffnachdosierung bietet das
FlieBgleichgewicht der kontinuierlichen Kultur. Das zuflieBende
Medium 1&Pt sich in seiner Komposition derart zusammensetzen, daf
die Konzentrationen aller Komponenten im Steady-State optimal fiir
die Proteaseausschiittung sind.

Schon mehrfach wurde die kontinuierliche Kultivierung von Bacillus
licheniformis auf mineralischen Medien in ein [17,93] und zwei
Stufen [41] beschrieben. Allerdings traten dabei hdufig Probleme
mit der Stammstabilitdt auf [24,25,36]. Spontane Verinderungen im
Genom hingen aber auch von den Xulturbedingungen ab [60]. Es war
also méglich, daff im proteinfreien Glycerinmedium die Mutationsra-
te verringert sein wiirde. Daher wurden die Experimente zur konti-
nuierlichen Reaktionsfithrung mit dem Glycerinmedium fortgesetzt.

Die kontinuierlichen Versuche hatten das Ziel, die Nahrstefflimi-
tierung der Xultur im Sinne maximaler und stabiler Proteasebildung
zu optimieren. Dazu wurden in Chemostatkulturen unterschiedliche
Glycerin- und Ammoniumkonzentrationen im zulaufenden Medium ge-
wahlt. Es galten folgende Bedingungen {Tab. 8}:

Durchflufrate 0,1 1/h oder NH3-Auxostat
Xulturvolumen 2,4 1

Temperatur 39°C

pH-Wert 7

pOs-Wert minimal 5 %

Drehzahl 300 - 1000 Upm

Beliiftung 1 vvm

Innendruck 100 mbar Uberdruck

Tab. 8: Bedingungen in der kontinuierlichen XKultur mit dem
Glycerinmedium

Infolge mangelnder Stammstabilitit gelang es nicht, eine dauer-~
hafte Proteaseasusschiittung zu exrzielen. Daher liefen sich weitere
Schlisse nur aus der Anfangsphase der Chemostatversuche ziehen.

Die Proteasebiosynthese erfolgte sowohl unter Glvcerin- als auch
Ammoniummangel. Wie erwartet [25,35];, dereprimierte die Stick-
stofflimitierung die Exoengymbildung deutlich stirker. Xam zur
Begrenzung durch Stickstoff noch ein Mangel an XKohlenstoffguelle,
so stellte Bacillus licheniformis seine Proteaseproduktion ein
{Abb. 39}. Unter doppelter NBhrstofflimitierung nahm im mikros-
kopischen Bild die Anzahl der Sporen deutlich zu. PFliir Bacillus
licheniformis 81684 wurde beschrieben [13], daf unter Sporula=-
tionsbedingungen vermehrt Mutanten auftraten, die keine Protease
produzierten.
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82 4-2 Fermentationen mit dem synthetischen Glycerinmedium

Auf der anderen Seite fiihrte in stickstofflimitierter Kultur iber-
schiissiges Glycerin zwar nur zu einer leichten Inhibierung des
Wachstums, jedoch zu einer starken Hemmung der Subtilisinbildung.
Bei Versuchen, in denen der C-Gehalt doppelt so hoch lag, konnte
nur halb soviel Protease gemessen werden. Aus den Chemostatkul-
turen ergab sich ein optimales C/N-Verhdltnis von 5 mol Glycerin
zu 1 mol Ammonium.

Entsprechende Ergebnisse wurden auch fiir N-Uberschuff in C-limi-
tierter Kultur beschrieben [25].

In der Chemostatkultur herrschte in der Regel eine ziemlich
strenge Stickstofflimitierung, die ein Grund fiir die mangelnde
Stammstabilitit sein konnte. Um sie zu mildern, wurden andere For-
men der kontinuierlichen Reaktionsfithrung getestet:

Eine Variante war eine Kombination aus Chemostat und Fedbatch. Das
stickstofffreie Medium wurde mit konstanter Zuflufrate dem
Fermenter zugefiihrt. Die Zudosierung von Ammonium richtete sich
nach dem aus der Online-Messung ermittelten Verbrauch und der
Abweichung zum Sollwert [Xap. 3-10]. Diese Methode gestattete es,
die Sch&rfe der Stickstofflimitierung direkt festzulegen. Die Verw
suche filihrten letztendlich nicht zum Erfolg, da das leicht erhdhte
NH3-Niveau einen stdrkeren Glycerin-Verbrauch nach sich zog. Die
C-Quelle wurde somit im Verlaufe der Fermentation limitierend,

worauf die Subtilisinbildung eingestellt wurde.

Erfolgreicher war dagegen das Konzept des NH3-Auxostaten, bei dem
sich die Zufuhr des ammoniumhaltigen Substrates nach der Online-
Messung und der Abweichung vom Sollwert richtete. Damit die
Versuche nicht in einen Batchzustand iibergehen konnten, wurde eine
maximale Verweilzeit von 2 d vorgegeben. In diese Beschrinkung
geriet der beste Versuch nach 3 d {Abb. 40}. Da sich daraufhin die
Medienzufuhr nicht mehx nach dem Bedarf richtete, akkumulierte
Ammonium und erlaubte somit einen stirkeren Glycerinverbrauch. Die
Kultur ging von einer Stickstoff- in eine immer schirfere Xohlen-
stofflimitierung iiber. Der Proteasegehalt nahm entsprechend ab.
Immerhin gelang es, gegenilber dem Chemostaten die Ausbeute wvon
2298 auf 2652 PE/ml zu steigern. Allerdings lag die Verweilzeit
deutlich h&her. Eine stabile Proteasebildung in kontinuierlicher
Rultur lief sich auf diese Weise abenfalls nicht erreichen.
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4-2-§ Fedbaichfermentationen mit dem Glycerinmedium

Als Alternative zur Prozefiverbesserung bot sich noch die seltener
beschriebene halbkontinuierliche Kultivierung an:
In einem einfachen Verfahren diente Essigsdure als C-Quelle, deren
Verbrauch durch Titration ausgeglichen wurde [37].

In einer anderen Fedbatchtechnik wurde der Ammonium-, Sauerstoff-
und Glucosegehalt kontrolliert. Dabei wurde Ammonium ebenfalls mit
einer gassensitiven NH3-Elektrode gemessen und nach diesem Signal
im leichten Uberschuf gehalten. Die C-Quelle war dagegen nahezu
vollstédndig erschtpft. Ihre Nachdosierung war an die Xontrolle des
Sauerstoffpartialdrucks der Kulturbriilhe gebunden. Stieg der pOs-
Wert infolge von C-Mangel auf iiber 20 % Sauverstoffsdttigung an, so
wurde Glucose nachgefiittert [44].

Da nicht nur nach eigenen Erfahrungen [25,35] eine HN-Limitlerung
eine hohere Proteaseausschiittung bewirkte als ein C-Mangel, wurden
halbkontinuierliche Fermentationen unter Begrenzung der Ammonium-
konzentration durchgefiihrt. Glycerin als (-Substrat wurde dagegen
in einem leichten Uberschuf gehalten. Die Fermentationen liefen
alle unter folgenden Bedingungen ab {Tab. 9}:

TTE

Kulturvolumen 41

Temperatur 3g8°cC

pH-Wert 7

pOy-Wert minimal 5 %
Drehzahl 300 - 1000 Upm
Beliiftung 1 vvm

Innendruck 100 mbar tberdruck

Tab. 9: Bedingungen in der Fedbatchkultur mit dem Glycerinmedium

Die Entwicklungsméglichkeiten der Fedbatchtechnik zeigte schon ein
erster Vorversuch, bei dem auf Grund von Offline-Messungen in NH3-
limitierten DPhasen 2Ammoniumsulfatldsung mit einsr Spritze zuge-
geben wurde. Die XKultur wuchs wegen eines Fehlers beim Ansetzen
des Vorkulturmediums erst nach einer langen lag-Phase an. Mit dem
Einsetzen der pOs-Regulierung wurde 18 h 100 ml/h Glycerin zuge-
pumpt. Die diskontinuierliche Ammoniumzugabe bewirkte, dal die
Rultur neue Stickstoffguelle erhielt, aber dennoch schnell wieder
limitiert wurde. Die Biotrockemnmasse stieg dadurch auf 22,34 ¢/l
und lag somit um ein Mehrfaches h&her als bei Batch- oder konti-
nuierlicher Kultivierung. Damit wverbunden war ein Anstieg der
Proteaseaktivitdt auf 3733 PE/ml. Um die Prcduktionsphase =zu
verldngern, wurde dem Prozefl nach dem 4. Tag ein kontinuierlicher
Ammoniuvmstrom von 4 mi/h =zugefiihrt. Dadurch stieg jedoch der NH3-
Gehalt iiber die limitierende KXonzentration hinaus an, woranf BEa-

cillus licheniformis die Proteasebiosynthese einstellte {Abb. 41l}.
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86 4-2 Fermentationen mit dem synthetischen Glycerinmedium

In der Folge wurden Fedbatchfermentationen durchgefiihrt, bei denen
Glycerin und AmmoniumsulfatlSsung kontinuierlich zugepumpt wurden.
Die Pumprate wurde dabei nach Ergebnissen von Offline-Messungen
eingestellt. Dieses Verfahren erwies sich fiir die C-Quelle als
halbwegs brauchbar, da in erster Linie nur dafiir gesorgt werden
mufte, daf die Glycerinkonzentration nicht auf null absank oder
auf zu hohe Werte anstieg. Die N-Quelle mufte dagegen gezielt in
einem limitierenden FKonzentrationsbereich gehalten werden. Ein
Uberdosieren von Ammoniumsuifat muffte auf jeden Fall vermieden
werden. Die Nachfuhr durfte aber auch nicht zu gering ausfallen,
da sonst die Subtilisinausbeute sank. Diese Anforderungen waren
nur zu erfilllen, wenn der Ammoniumverbrauch direkt ausgeglichen
wurde. Daher wurde eine Methode zur Online-Erfassung von Ammonium
mit einer gassensitiven Ammoniak-Elektrode entwickelt [Kap. 3-107.

Wie schon besprochen [Kap. 3-15], trat bei der Online-Messung von
Ammonium ein =zeitlicher Verzug auf. Der ID-Kompensationsregler
reagierte auf die Totzeit mit pulsartigen Schwingungen bei der
kontinuierlichen Nachdosierung der Stickstoffguelle {Abb. 42}. Die
daraus resultierenden Schwankungen im Ammoniumgehalt stdrten die
Subtilisinbildung jedoch nicht nachhaltig.

Im typischen Verlauf einer derartigen Fermentation bendtigte die
Kultur mit dem Ende der Wachstumsphase kein weiteres Ammonium. In
der anschliefenden stationd8ren Phase deckten die Mikroorganismen
ihren Stickstoffbedarf vielmehr aus dem Abbau von Speicherstoffen
wie z. B. Polyglutaminsdure oder durch Lysis abgestorbener Zellen.
Mit zunehmender Fermentationsdauer akkumulierten Produkte, die den
Stoffwechsel hemmten und das Absterben der Mikroorganismen begiin-
stigten. SchliefBlich konnte die Kultur den durch Proteclyse aus
lysierten Zellen und Speicherproteinen freigesetzten Stickstoff
nicht mehr schnell genug verwerten. Mit dem raschen Anstieg des
Ammoniumgehaltes endete dann die Proteasebiosynthese {Abb. 42%.
Wéhrend bei den Batchversuchen die Proteasebildung erst mit dem
Ende der Wachstumsphase eintrat, setzie in Fedbatchfermentationen
die Subtilisinproduktion schon widhrend der Biomassevermehrung ein.
Dies war eine Folge der von Beginn an eingehaltenen Ammonium-
limitierung, die das exponentielle Wachstum verhinderte und den
Eintritt in die stationdre Idiophase vortH#uschte.

Die Fermentation {Abb. 42} lief nahezu wihrend der gesamten Rulti-
vierungsdauer nach dem angestrebten Konzept:

¢ Durch eine Regulierung der Rilhrerdrehzahl wurde der pOy=-Wert bei

- minimal 5 % gehalten, wodurch eine Sauerstofflimitierung verhin-
dert werden konnte.

= Ammonium wurde durch Online-Analyse kontrolliert nachdosiert,
ohne die gewlinschte N-Limitierung aufzuheben.

e Die Glycerinkonzentration wirkte niemals begrenzend, ohne auf
allzu hohe Werte anzusteigen.
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Aus den bisherigen Ergebnissen war bekannt, dap ein Uberschuf an
Glycerin das Wachstum und besonders die Enzymbiosynthese hemmte.
Daher wurden in weiteren Fermentationen angestrebt, den Gehalt der
C~Quelle niedrig, aber nicht begrenzend zu halten. Meist fiihrte
die Handregulierung der Versuche jedoch zu Limitationen, die bei
léangerer Dauer den Prozef nachhaltig stérten.

In einem Fedbatch konnte der Glyceringehalt auf einem vrelativ
niedrigen Niveau gehalten werden. Dabei war nur in einer Xkurzen
Phase die C-Quelle erschdpft {Abb. 43)}. Unter diesen Bedingungen
war die Substratiiberschufinhibierung durch Glycerin kaum mehr
wirksam. Im Vergleich zum gehemmten Prozef {Abb. 42} war die Kul-
tur wesentlich aktiver und verbrauchte deutlich mehr Saunerstoff,
Ammonium und Glycerin. Bacillus licheniformis bildete unter diesen
Voraussetzungen nahezu doppelt soviel Biomasse und produzierte mit
6161 PE/m} 30 % mehr Protease.

Der zwischenzeitliche HMangel wirkte sich trotz seiner XKirze std-
rend auf den Prozef aus. Im Gegensatz zum sonst iiblichen Verlauf
wurde Protease erst mit dem Eintritt in die stationidre Phase
gebildet. Die produktive Periode war daher deutlich kiirzer. Auch
hier stieg mit dem Beginn der Sterbephase der Ammoniumgehalt rasch
an, da der durch Zellysis und Abbau von Speicherproteinen frei-
gesetzte Stickstoff nicht mehr verwertet werden konnte. Dieser
Anstieg wurde zudem verstdrkt, weil am Fermentationsende die
Viskositdt der Rulturbriihe so hoch war, daPf kein kontinuierlicher
Probefiltratstrom mehr gewonnen werden konnte. Stattdessen wurde
der NH3-Analyse Luft zugefiihrt, wodurch ein zu niedriger Mefwert
vorgetduscht wurde {in Abb. 43 wurden in diesem Bereich Offline-
Werte verwendet}, der zur Nachdosierung von Ammoniumsulfat fithrte.
Durch das reichliche Angebot an leicht metabolisierbaren Stick-
stoffquellen wurde die Proteasebiosynthese eingestellt.

Die hohe Viskositdt der Kulturbriilhe war h&chstwahrscheinlich auf
die Bildung von Polyglutaminsiiure =zurilickzufiihren [13]. Dieses
Produkt diente Bacillus licheniformis als Speicherstoff. Die
Syntheserate war besonders hoch, wenn Glycerin und Ammonium im
Uberschuf vorlagen.

Die handregulierte Glycerinzufuhr besal mehrere Nachteile:

= Je niedriger das angestrebie Niveau der C-Quelle lag, umso wenie
ger konnte gewlBhrleistet werden, daf die Glycerinkonzentration
2u tief absank.

s Um Glycerinmangel zu vermeiden, wmufte ein relativ hohes Xonzen-
trationsniveau angestrebt werden.

= Die Schleimentwicklung war infolge des Glyceriniiberangebotes re-
lativ stark. Dadurch wurde die NH3—~Analyse gestdrt.

¢ Der Glyceringehalt lief sich nicht in einem definierten BRereich
halten. Die Proteaseproduktion wurde davon stark beeinfluft.
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Diese Probleme liefen sich nur durch Online-Analyse und ~Regelung
des Glyceringehaltes 18sen. Die quasikontinuierliche Bestimmung
wurde mittels Fliefinjektionsanalyse durchgefiihrt [Kap. 3-11]. Der
Flow-Injection-Analyzer bot zudem die Mdglichkeit, gleichezeitig
auch die Proteaseaktivitdt der Fermentationsbriihe zu verfolgen
[Rap. 3-127}.

Das Gesamtkonzept zur Proteaseproduktion durch Kultivierung von
Bacillus licheniformis im Fedbatch umfafte somit die Xontrolle
aller wichtigen BEdukte, also von Glycerin, von Ammonium und des
Sauerstoffpartialdruckes der Fermentationsbriihe. Zugleich konnten
mit der Biomasse und der Protease die besdeutendsten Produkte
online erfaﬁt werden.

Bei der ersten derartigen Fermentation wurde die Online-Analyse
von Glycerin am zweiten Versuchstag zugeschaltet {Abb. 44}. Die
Fliefinjektionsanalyse von Glycerin lieferte Ergebnisse, die ge-
ringfligig iilber den Offline-Werten lagen. Dies war vermutlich eine
Folge mangelnder Spezifitidt der Glycerindehydrogenase, die demnach
auch andere alkoholische Gruppen erfafte. Die Tendenzen gab die
kontinuierliche Glycerlnanalyse jedoch vichtig wieder {Abb. 44}.
Die Mikroorganismen waren so aktiv, daf nicht genligend Glycerin
und Sauverstoff eingetragen werden konnten. Trotz maximaler Glyce~
rinzufuhr blieb der Gehalt der C-Quelle lange Zeit sehr niedrig,
ohne limitierend zu wirken. Einen Mangel an C-Substrat hitte einen
Anstieg in der Ammoniumkonzentration nach sich gezogen, der jedoch
nicht beobachtet werden konnte {Abb. 44%.

Da keinerlei Inhibierung durch Glycerin mehr vorlag, stieg die
Biomasse auf fast 38 g¢/l. Die Proteaseausschiittung konnte noch
einmal leicht auf 6273 PE/ml gesteigert werden. Der Gehalt an Sub-
tilisin Carlsberg wurde durch Fliefinjektionsanalyse online erfaft
und auf die Offline-Messungen eingeeicht. Dis Werte korrellierten
jedech nicht all zu gut, da sich zumindest in diesem Versuch die
FOrdercharakiteristiken der Pumpschlduche und damit die Eichfakto-
ren stark &nderten. Dieses Problem liefe sich nur durch die Vere
wendung acetonbestindiger Pumpen wie z. B. Kolbenpumpen l&sen.

Auch in diesem Versuch traten infolge des Mefverzugs bei der NH3-
Analyse Pulse bei der Nachdosierung von Ammoniuvm auf. Dadurch ent-
standen Spitzen im Ammoniumgehalt, die die Stoffwechselaktivitit
und somit den Sauerstoffbedarf bzw. die daraus folgende Rihrer-
drehzahl modulierten {abb. 44},

Das Ende von Wachstum und Proteasebiosynthese wurde durch den
nachlassenden Bedarf an C- und N-Quelle angezeigt:
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Abb. 44: Fedbatchkultur mit dem Glycerinmedium, Glvcerin und Ammo-
nium rechnergesteuert, 3%°C, pH 7, minimal 5 % pOy, 1 vvm
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In einem abschliefenden Experiment wurde das Gesamtkonzept {iiber
den ganzen Fermentationsverlauf noch einmal verwirklicht.

Die Fliefinjektionsanalyse von Glycerin gab die Offline-Analyse
nur tendenziell wieder. Bis auf zwei kurze Phasen ohne C-Quelle
reichte das Signal aber aus, um den Glyceringehalt um das mit
50 mM sehr niedrig angesetzte Soll schwingen zu lassen.

Die kontinuierliche Erfassung der Ammoniumkonzentration konnte mit
der modifizierten gassensitiven Ammoniakelektrode reproduzierbar
durchgeflihrt werden. Wegen der Empfindlichkeit der Teflonmembran
empfahl es sich jedoch, mit einer Referenzelektrode den Prozef
sicherer zu gestalten. Der grofe Zeitverzug bewirkte eine puls-
hafte HNachdosierung wvon Ammonium, ohne jedoch merkliche Nachwir-
kungen auf die Proteasebiosynthese zu haben.

Der Sauerstoffpartialdruck der Fermentationsbrithe lief sich mit
einer pOp-Elektrode verzdgerungsfrei messen. Es bereitete daher
auch keine Schwierigkeiten durch Drehzahlregulierung den pOj-Wert
bei minimal 5 % zu halten.

Somit liePen sich alle wichtigen Substrate online erfassen und
regeln. Der Prozef wurde durch die kontinuierliche Bestimmung der
Biomasse/Triibung und des Proteasegehaltes abgerundet. Insbesondere
die Online-Analyse der Protease zeigte gute Deckung mit den
Offline-Werten. Aber auch in diesem Versuch entstanden viskose
Stoffwechselprodukte, die es mit zunehmender Dauer erschwerten,
laufend Probefiltrat fiir die externen Online-Analysen zu =ziehen.
Somit traten nach zwei Tagen grdfere Abweichungen zu den Offline-
Daten auf.

Wahrend der Fermentation setzte die Rultur bis zum Prozefoptimum
bei 46,2 Stunden 79,85 g/l Glycerin und 10,30 g/l Ammoniumsulfat
zu 1,21 g¢g/1 Subtilisin Caxlsberg, 17,2 g/l Biotrockenmasse und
anderen Produkten um. Es entstand somit deutlich weniger Zellmasse
als in den vorangegangen Fedbatchversuchen. Die Bedingungen waren
jedoch filr die Exoenzymbiosynthese so gilinstig, daf mit 5368 PE/ml
nur unbedeutend weniger Protease gebildet wurde. Aus den Versuchs-
ergebnissen lassen sich die wichtigsten Daten der Fedbatchkultur
ableiten. Die Stickstoffbilanz wird durch Protease und Biomasse
gedeckt. In der Kohlenstoffbilanz fehlen dagegen 71 %, da mit Xohe
lendioxid ein Hauptprodukt nicht erfaft wurde {Tab. 10}:

GroBe Protease Biomasse
Ausbeute 1,21 g/1 17,2 g/1
‘Raumzeitausbeute 0,63 g/{l-d) 8,84 g/(l-4d)
Kohlenstoffselektivitit 2:.0 % 26,9 %
Stickstoffselektivitit 9,4 % Be,8 %

Tab. 10: Daten einer Fedbatchkultur mit dem Glycerinmedium
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Abb. 45: Fedbatchkultur mit dem Glycerinmedium, Glycerin und Ammo-

. -nium rechnergesteuert, 39°C, pH 7, minimal 5 % pOs, 1 vvm
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§-0 Zusammeniassung

Als Hochleistungsproduzent der alkalischen Serinprotease Subtili-
sin Carlsberg diente Bacillus licheniformis DSM 641. Die Unter-
suchungen fanden in einem proteinhaltigen Komplexmedium und einem
neu entwickelten Mineralmedium statt.

In einer theoretischen Abhandlung wurden unterschiedliche XKulti-
vierungsformen formal behandelt.

Mit dem Komplexmedium konnten folgende Ergebnisse erzielt werden:

& Das urspringliche Proteinmedium wurde 1:4 verdiinnt, da es sonst
zu zdhfllissig war. Seine Zusammensetzung war in allen Komponen-
ten optimal. Das Starkehydrolysat diente als C-Quelle und das
Ammonium als primére N-Quelle. Den proteingebundenen Stickstoff
aus Casein, Sojamehl und Maisquellwasser konnte Bacillus liche-
niformis nur durch die Ausschiittung von Protease verwerten.

E Es Dbereitete Schwierigkeiten, das Medium in reproduzierbarer
Qualitdt herzustellen; obwohl alle Zubereitungsschritte mbg-
lichst identisch durchgefithrt wurden.

8 In der Chemostatkultur konnte bei 1 d Verweilzeit bis zu 20 Tage
lang eine Proteaseauschiittung auf einem Niveau von 1000 - 1500
PE/ml erzielt werden. HBhere Durchflufraten dagegen reprimierten
die Exoenzymbiosynthese.

E Problematisch fiir die kontinuierliche Reaktionsfiihrung erwies
sich die mangelnde Stammstabilitit. Der die Protease bildende
Orginalstamm wurde von einer Mutante verdringt, die keine extra-
zelluldren Enzyme bildete.

Wegen der Schwierigkeiten mit dem Komplexmedium wurde ein minera-
lisches Medium entwickelt, das Glycerin als Kohlenstoff- und Ammo-
nium als Stickstoffquelle enthielt. Die einfache Zusammensetzung
erlaubte es, die wichtigsten EinflufgrSfien der Proteassbicsynthese
zu erkennen und in einem Produktionsprozef zu nutzen:

» Mangel limitierte das Wachstum. Der Organismus stellte seinen
Stoffwechsel auf Sekunddrsubstrate um. Die Proteaseproduktion
kam zum Erliegen.

e Uberschuf inhibierte das Wachstum leicht und die Proteasebio-
synthese stark und fiihrte zur Bildung wvon Speicherstoffen, die
als Schleim die Prozefiiberwachung stdrten.

» Die Glycerinkonzentration von Rulturfiltrat wurde durch
Fliefinjektionsanalyse bestimmt. Durch geregelte Nachdosierung
wurde im Fermenter ein Gehalt von 20 - 100 mM angestrebt.
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Ammoniumsulfat als primdre N-Quelle:

=]

n

Mangel begrenzte zwar das Wachstum. Die Abwesenheit leicht
metabolisierbarer N-Substrate war aber zugleich Voraussetzung
fiir die Dereprimierung der Proteasebiosynthese.

Uberschup fiihrte =zur Repression der Proteasebildung, inhi-
bierte leicht das Wachstum und bewirkte die Produktion von
schleimigen Speicherstoffen.

Die Ammoniumkonzentration von ZXKulturfiltrat wurde mit einer
modifizierten gassensitiven Ammoniakelektrode erfaft. Durch
gezielte Zufuhr wurde in der Fermentationsbriihe ein Gehalt
unter 2 mM Ammonium eingestellt.

Sauverstoffzufuhr:s

L=

Mangel limitierte das Wachstum und unterdriickte die Protease-
biosvnthese.

Uberschuf fdrderte die Wachstumsrate, steigerte jedoch den
maintenance-Bedarf und senkte somit die Proteaseausbeute.

Der mit einer pOs-Elektrode inline erfafte Sauverstoffpartial-
druck der Fermentationsldsung wurde durch Rithrerdrehzahlregu-
lierung beim Optimum von 5 % gehalten.

Online-Produktanalysen:

=]

b

Die Biomasse wurde inline durch eine Triibungssonde erfaft.

Die alkalische Serinprotease im Kulturfiltrat wurde als Ziel-
produkt durch Fliefinjektionsanalyse bestimmt.

Regelkonzept:

=]

Fiir die rechnergesteuerte Nachdosierung von Edukten wurde ein
integraler differentialer XKompensationsregler entwickelt.

Bei verzdgerungsfreien Analysen wie z. B. dem pOgo-Wert arbei-
tete der Regler stabil.

Bei totzeitbehafteten Prozessen wie z. B. Glycerin- und Ammo-
niumanalyse traten Regelschwingungen auf.

In einer Fedbatchsimulation konnte gezeigt werden, daf der-
artige Regelschwingungen vermieden werden kénnen, wenn die
Intervalldauer eines Anpassungszyklus dreimal l3nger als die
Hefzeitverzbgerung ist.

Fedbatch konnte durch die kontrollierte Hachdesierung aller

wichtigen Substrate gegeniiber der Batchkultur eine fiinffache Aus-
beutesteigerung erzielt werden. Im Vergleich zum proteinhaltigen
Komplexmedium lief sich im mineralischen CGlycerinmedium dexr Gehalt
von Subtilisin Carlsberg um das Dreifache steigern.

Eine abschliefende Ubersicht {Abb. 46} faft den Fortschritt in dex
Proteasegewinnung noch einmal zusammen:
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1) Batchkultur, orginales, also vierfach konzentriertes Protein-
medium, pH-ungeregelt, 39°C, 700 Upm, 1,5 vvm
2) Batchkultur, modifiziertes Proteinmedium, pH 7, 39°C, 700 Upm,
1 wvvm
3) Chemostatkultur, Proteinmedium, 1 4 Verweilzeit, pH 7, 39°C,
700 Upm, 1 vvm
4) Batchkultur, 0,2 ¥ Glycerin, 0,05 M NH3, pH-ungeregelt, 39°C,
700 Upm, 1 wvvm
5) Batchkultur, 0,65 M Glycerin, 0,05 M NH3, pH 7, 39°C, 300 Upm,
1 vvm
6) Chemostatkultur, 1 4 Verweilzeit, 0,5 M Glycerin, 0,15 M Ni3,
PH 7, 39°C, minimal 5 % pOy, minimal 300 Upm, 1 vvm
7) NH3-Auxostatkultur, 0,5 M Glycerin, 0,15 M NH3, pH 7, 38°C,
minimal 5 % pOs, minimal 300 Upm, 1 vvm
8) Fedbatchkultur, Glycerin und NH3 manuell, pH 7, 39°C, minimal

5 % pOy, minimal 300 Upm, 1 vvm
Fedbatchkultur, Glycerin manuell, NH3 Rechnex, pH 7, 38°C,

minimal 5 % pOp, minimal 300 Upm, 1 vvm

Fedbatchkultur, Glycerin manuell, NH3 Rechner, pH 7., 38°C,
minimal 5 % p0y, minimal 360 Upm, 1 vvm
Fedbatchkultur,'Glycerin und NH3z Rechner, pH 7, 39°C, minimal
5 % p0y, minimal 3C0C Upm, 1 vvm

Abb,

46: Stadien der Proteaseproduktion mit Bacillus licheniformis
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