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Guido Sedd Abstract

Kultivierungen mit einem Hochleistungsstamm
von Acremonium chrysogenum in komplexen und synthetischen Medien
- Strategien zur Produktivitatssteigerung unter Berticksichtigung der Enzymaktivitaten

der Cephalosporin C-Biosynthese -

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Kultivierungen im 30L-Rihrkesselreaktor mit dem
Hochleistungsstamm A3/2(C2) von Acremonium chrysogenum in komplexen und
synthetischen Medien durchgefiihrt. Aus den erhaltenen Daten Uber extra- und intrazelluldre
Grof3en sollten sowohl Schiuf3folgerungen tGber Engpésse in der Biosynthese des Antibiotikums
Cephalosporin C gemacht werden als auch die Mdglichkeit einer Produktivitétssteigerung
durch Medienkomposition nachdrticklich untersucht werden.

Da der Wachstums- und Produktionsprozefd des Pilzes in komplexen Medien durch sein
diauxisches Verhalten beschrieben werden kann, wurden Glucosezufiitterungsexperimente
durchgefihrt, die den Produktionsprozef3 bei gleicher Ausbeute beschleunigten. Der ebenfalls
prognostizierte hohe Bedarf an anabolisch wertvollen Aminosduren, wurde durch den variablen
Zusatz von L-Alanin, L-Vain und L-Serin untersucht. Die Ergebnisse belegen eine deutliche
Ausbeutesteigerung beziiglich des Hauptproduktes Cephalosporin C und eine Senkung der
Konzentration den Nebenprodukte. Die Messung der Enzymaktivitéten, der in der Biosynthese
beteiligten Enzyme, weisen die d-(L-a-Aminoadipyl)-L-cysteinyl-D-valin-Synthetase-Aktivitét
als priméren, die Expandase/Hydroxylase-Aktivitdt as sekundaren Engpal3 aus.

Die Entwicklung eines synthetischen Mediums und dessen Einsatz erméglicht Einblicke in die
Anpassungsfahigkeit des verwendeten Stammes. Bei  vergleichbaren Wachstums- und
Produktionsverhalten ist die Anwendung neuer Anaysemethoden, wie der 2D-
Fluoreszenzspektrometrie moglich. Der Vergleich der gewonnenen Daten und zahlreiche
mathematische Ansdtze machten die Entwicklung eines einfachen kinetischen Modells mdglich,
mit dessen Hilfe einige kinetische Konstanten identifiziert werden konnten. Simulationen mit
der GelOstsauerstoffkonzentration zeigen die Wichtigkeit des pO.-Wertes fir den
Produktionsprozeld und eklaen das Auftreten hoher  Penicillin @ N-  und

Deacetoxycephal osporin C- Konzentrationen im komplexen Medium.

Schlagworte : Fermentation, Cephalosporin C, Enzymaktivitaten



Guido Sedd Abstract

Cultivations with a high-producing strain of
Acremonium chrysogenum in complex and synthetic media
- Strategiesfor increasing the productivity in consideration of the enzyme activitiesin

the cephalosporin C biosynthesis -

As the main aspect of this work cultivations with a high-producing strain of Acremonium
chrysogenum A3/2(C2) were carried out in a 30 litre stirred bioreactor in complex and
synthetic media. The aim was, by using the measured concentrations of extra- and intracellular
metabolites, to make conclusions and to identify the bottleneck of the cephalosporin-
biosynthesis. In addition the productivity should be increased by media composition, which is

known as “ metabolite engineering”

The growth and production process of the fungi could be described with a diauxic model and
in fact of this some glucose feeding experiments were done. The analysis shows a increased
speed of the production process by same yield. Besides the observation during the addition of
essential amino acids (L-valine, L-serine and L-alanine) is described and shows an increased
productivity and yield relative to the main product cephalosporin C and a decrease in the

concentration of the by-products.

The measurements of the activities of the important enzymes in the biosynthesis are showing
that the d-(L-a-aminoadipyl)-L-cysteinyl-D-valine-synthetase-activity is the first and the

expandase/hydroxylase-activity is the second bottleneck in the antibiotic synthesis.

The development and the inset of a synthetic medium gave interesting insights in the adaptation
possibility of the used strain. By comparable growth and production it was possible to use new
innovative methods, like the two-dimensiona fluorescence spectrometry. The comparison of
the measured data could be used for the development of a simple kinetic model, which
identifies some kinetic constants. Simulations with the dissolved oxygen concentration were

carried out and were showing the importance of the pO,-value for the biosynthesis.

Keywords: cultivations, cephalosporin C, enzyme activities
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Einleitung

1. Einleitung

Herausragende wissenschaftliche Entdeckungen sind oft eine Mischung aus Visionen, Gliick
und Fehlern. Die Entdeckung des Penicillins kann dafir als gutes Beispiel herangezogen
werden. Moderne 3-Lactam Antibiotika haben eine lange Geschichte as chemotherapeutische
Medikamente und auch heute noch stellen sie mehr als 50% aler weltweit verschriebenen
Antibiotika dar. Sie greifen in die Zellwandbiosynthese der Bakterien ein und zeichnen sich
durch die hervorragenden Eigenschaften von geringer Giftigkeit und breitem
Wirkungsspektrum aus. Der weitverbreitete Einsatz von Substanzen wie Penicillin und
Ampicillin ist einersaits auf ihre Wirkung gegen lebensbedrohliche Krankheiten andererseits auf
das sehr gute Preis-Leistungsverhditnis dieser Antibiotika zurlickzufiihren. Die geringen
Kosten fir diese Antibiotika sind ein direktes Ergebnis der kolossalen Steigerung in Ausbeute
und Produktivitét bel Fermentationen in den letzten Jahrzehnten. Es ist kaum moglich, ale
Verbesserungen zu dokumentieren und sich gleichzeitig mit der modernen genetischen, als
auch der klassischen Methode der Stammverbesserung durch wiederholte Mutation und
Selektion nach bestimmten Merkmalen wie Produktion und Wachstum in Schittelkulturen
auseinanderzusetzen. Die Anderung des Genoms erfolgt also nach der klassischen Methode
rein zufédlig und die Eigenschaften der Mutanten sind nicht immer vorauszusehen. Mit den
neueren genetischen Methoden ist es dagegen moglich, gezielte Veranderungen am Genom
vorzunehmen und damit bekannte Engpasse der Produktbiosynthese zu erweitern. Dies wird

heutzutage a's ,, metabolic engineering” bezeichnet /Bailey 1991/.

Neben dem von Alexander Fleming im Jahr 1928 entdeckten Penicillin, spielt die
Substanzklasse der Cephaosporine von jeher eine wesentliche Rolle in der modernen
Antibiotikatherapie. Sie zeichnen sich durch ein noch breiteres Wirkungsspektrum und einem
geringeren allergenen Potential aus. Basis fur die Herstellung von halbsynthetischen Antibiotika
ist auch heute noch das von Acremonium chrysogenum im Sekundérstoffwechsel produzierte
Cephalosporin C.

Wie bei fast dlen Antibiotika-Produzenten sind auch die natlrlichen Wildstdmme von
Acremonium chrysogenum fir die industrielle Produktion von Antibiotika nicht ausreichend
geeignet. Zum einen ist ihre Produktivitdt nicht besonders grof3, zum anderen konnen
regulatorische Effekte des Substrats oder des Produkts selbst zu negativen Nebeneffekten der

Produktion fihren.
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Daher verwendet man sogenannte Hochleistungsstémme, die durch Mutation und " Screening”
in ihrer Produktivitdt verbessert worden sind. Forschungsergebnisse mit verschiedenen
Stdmmen sind damit aber auch nur bedingt vergleichbar. Die komplizierten
Stoffwechsel vorgange und die ausgepragten Fahigkeiten der Pilze sich sehr differenziert an ihre
Umgebung anzupassen, konnen zu unterschiedlichen morphologischen Entwicklungen und
Vererbungen verschiedener genetischer Informationen fuhren. Eine erfolgreiche
Stammverbesserung aber setzt detaillierte Kenntnisse Uber den verwendeten Organismus,
insbesondere Uber Produktion und Wachstum, voraus. In der Literatur finden sich zwar
hinschtlich der Antibiotikaproduktion mit Acremonium chrysogenum zahlreiche
Veroffentlichungen, doch diese beziehen sich zumeist auf niedrig produzierende Stémme und
sind somit schwer auf den in dieser Arbeit kultivierten Stamm zu Ubertragen.

Essentielle Stoffwechselwege des Pilzes bilden wie in jedem Organismus den Schllissel zum
Verstehen des WIE und WARUM bestimmte chemische Substanzen von Mikroorganismen
produziert werden. Substrate werden aufgenommen, durch anabole Reaktionen umgewandelt
und in Zellbestandteile transformiert. Gleichzeitig wird die Energie der Substrate durch
katabole Reaktionen freigesetzt. Acremonium chrysogenum hat sich in den letzten Jahrzehnten
zu dem wichtigsten Cephalosporin C-Produzenten entwickelt und somit lag es nahe, den
Primér- und Sekundarmetabolismus genauer zu erforschen, um neben ener industriell
wichtigen Produktivitétssteigerung Aufschlufld Gber die zentralen Stoffwechselwege des Pilzes
zu erhaten. Heutzutage ist nahezu das gesamte Stoffwechselverhalten des Pilzes aufgeklart,

aber dennoch finden sich immer wieder neue Ansétze fir eine Stammverbesserung.

Diese Arbeit beschaftigt sich mit der mehr traditionellen Methode der Optimierung des
Fermentationsprozesses unter Verwendung neuer Erkenntnisse Uber Stoffwechselwege und
Engpédsse in der Biosynthese des Cephaosporin C. Es wird sowohl der Einflu? von
Aminosaurezusdizen zum Kulturmedium untersucht, as auch die Biosynthese des
Cephalosporin C in Hinblick auf Engpasse charakterisiert. Zu diesem Zweck wird ein ,High
performance bioreactor”, wie von Sonnleitner et al. /1988/ vorgeschlagen und beschrieben,
verwendet. Das Verhalten des Organismus kann demzufolge als Reaktion auf die gewéhlten

Parameter gedeutet werden und wird nicht von eventuellen Fehlern des Systems beeinfluf3t.
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2. Theoretischer Tall

21  Cephalosporin C - Vorstufe fur halbsynthetische Antibiotika

1945 entdeckte Giuseppe Brotzu in einem von ihm isolierten Schimmelpilz (Cephal osporium
acremonium brotzu) ein Antibiotikagemisch, welches gegen Saphylococcus aureus und
Salmonella typhi wirksam war /Brotzu et al., 1948/. In weiten Kreisen wird diese Entdeckung
als Beginn der Forschung Uber Cephalosporine angesehen. Cephalosporin C wurde erstmals
1955 von Newton und Abraham as Verunreinigung eines Penicillin N-Gemisches isoliert. Die
Strukturaufklérung erfolgte mit Hilfe spektroskopischer Methoden und Abbaureaktionen sechs
Jahre spéter und wurde durch Roéntgenstrukturanalysen bestétigt /Gréfe, 1992/.

Waksman et al. /1949/ definierte Antibiotika as niedermolekulare Stoffwechsal produkte von
Mikroorganismen mit einer Molmasse kleiner 2000 Dalton, die in Konzentrationen kleiner als
200pg/ml das Wachstum anderer Mikroorganismen inhibieren, jedoch auf den Produzenten
selbst nicht wirken. Heutzutage reicht die klassische Definition nach Waksman nicht mehr aus,
da Erkenntnisse tber Wirkmechanismen, Anwendungen und Herkunft von Antibiotika eine
ausfuhrlichere Definition notwendig machen. Bei der aktuellen Definition von Antibiotika wird
nach der Herkunft, der biologischen Wirkung, dem Wirkmechanismus, dem Biosynthesaweg
und der chemischen Struktur unterschieden /Gréfe, 1992/.

Antibiotika sind Produkte des sogenannten Sekundarstoffwechsels. Der Begriff stammt aus der
Pflanzenphysiologie und bezeichnet Stoffwechselvorgange, die fir die vegetative Entwicklung
des Produzenten keine definierte Rolle spielen. Sekundérmetabolite werden nur von einer
kleinen, systematisch definierten Gruppe von Organismen (z.B. Mikroben) gebildet und weisen
eine grof3e Variabilitdt der chemischen Struktur auf.

Der Sekundérstoffwechsel selbst unterliegt neben viedlen anabolen und katabolen
physiologischen Regulierungsmechanismen (z.B. SubstratUberschul® etc.) vor alem ener
genetischen Regulation. Hier befindet sich auch der Hauptangriffspunkt fir die Klonierung

aktiverer Produktionsstdmme, bei denen gezielt Gene exprimiert bzw. reprimiert werden.

Die Frage nach dem Zweck des Sekundérstoffwechsels fur den Organismus kann bis heute
nicht eindeutig beantwortet werden. Als sicher gilt jedoch, dal3 es sich nicht nur um 2Abfal?
fur die Produzenten handelt, sondern den Sekundérmetaboliten eine - wenn auch sehr
unterschiedliche - Aufgabe zukommit.

-3-
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Die Bildung geschieht meistens aufgrund von Nahrstoffungleichgewichten oder as Reservoir
fur spéter verstoffwechselbare Reservestoffe /Gréfe, 1992/. Fir eine Funktion der
Antibiotikabildung im Produzenten selbst spricht u.a,, dal3 neben den Syntheseketten auch
Selbstschutzmechanismen vorhanden sind, die die Zelle vor einem 2Selbstmord? durch ein
eigenes Produkt, durch enzymatische Modifikation oder aktiven Transport aus der Zelle
bewahren. Fir Mikroorganismen besteht haufig eine inverse Korrelation zwischen Wachstum
und Antibiotikabildung, wahrend morphologische Differrenzierungen paralel verlaufen.
Maximale Bildung des Antibiotikums wird zumeist dann beobachtet, wenn
wachstumsfordernde Substrate im Medium aufgebraucht sind. Auch bei  Acremonium
chrysogenum sind Zusammenhdnge zwischen Wachstum, Zelldifferenzierung und der
Produktion von Cephalosporin C festgestellt worden /Witt, 1993/.

Eine der wichtigsten Antibiotikagruppe sind die b-Lactame, wie Penicilline oder
Cephal osporine. Keine andere Naturstoffklasse hat wohl eine so umfangrei che halbsynthetische
Modifikation erfahren wie die b-Lactam-Antibiotika /Queener et al., 1979/. Den Vortellen der
urspriinglich entdeckten Penicilline G und V und Cephalosporine, wie sehr geringe Toxizitét
und hohe bakterizide Wirkung, standen gravierende Nachteile, wie die geringe Breite des
Wirkungsspektrums, ungentigende pharmakokinetische Eigenschaften sowie rasche
Resistenzbildung gegeniiber. Diese Resistenzbildung ist auch heute noch der Hauptstimulus fir
die stdndige Entwicklung neuer b-Lactam Prgparate. Hierbel spielen Cephalosporine eine
immer wichtigere Rolle, da sie bessere Mdglichkeiten fur strukturelle Modifikationen bieten.
Substituenten konnen sowohl in der 3- als auch in der 7b-Position variiert werden. Dadurch
koénnen moglicherweise zahlreiche Resistenzmechanismen in Bakterien umgangen werden. Die
industrielle Herstellung der Cephalosporine erfolgt durch chemische Modifikation von 7-
Aminocephal osporansdure sowie durch Ringerweiterung ausgehend von Penicillin G und V.
Da es noch nicht wirtschaftlich genug ist, die 7-Aminocephal osporanséure vollsynthetisch
darzustellen, besitzt die halbsynthetische Darstellung aus Cephalosporin C eine hohe
industrielle  Aufmerksamkeit. Cephaosporin C ist ein  hauptsichlich in  Acremonium
chrysogenum  (friher  Cephalosporium acremonium; Klasse der Hyphomyceten,
Deuteromycotina oder Fungi imperfecti /Onions et al./) produzierter Sekundarmetabolit,
welcher selbst nur eine schwache antibakterielle Wirkung besitzt und dessen Wirkmechanismus
als eine Interaktion bei der Zellwandsynthese des Bakteriums (Hemmung der Transpeptidase)
beschrieben werden kann /Y okum et al., 1980/.
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Die initidle Bildung aus einer Tripeptidvorstufe ordnet Cephalosporin C in die Klasse der
Peptidwirkstoffe ein. Strukturell gesehen gehort Cephalosporin C in die Klasse der einfachen
zyklischen Peptide und Aminosaurederivate.

2.2  DieBiosynthese des Cephalosporin C

2.2.1 Ubersicht

Die Biosynthese der Cephalosporine und Penicilline sowohl in eukaryotischen as auch in
prokaryotischen Mikroorganismen, gilt heute als aufgeklart. Wie in Abbildung 2.1 dargestellt,
beginnt die Biosynthese des Cephalosporin C mit der Verkopplung von L-a-Aminoadipinsdure
mit L-Cystein und der darauffolgenden Anknipfung von L-Vain. Das so resultierende
Tripeptid d-(L-a-aminoadipyl)-L-cysteinyl-D-vain (?ACV?2) bildet das Grundgerist aler
natiirlich vorkommenden Penicilline und Cephalosporine. Im Falle des Cephaosporin C folgen
danach finf weitere enzymatisch katalysierte Reaktionen. Im folgenden soll einerseits auf den
Aminosaurestoffwechsel, den daraus resultierenden Precursor-Aminosauren, und andererseits
auf die, an den biosynthetisch relevanten Reaktionen, beteiligten Enzyme ndher eingegangen

werden.

An der Biosynthese beteiligte Enzyme :

1 ACV-Synthetase

2 Isopenicillin N-Synthetase

3 Isopenicillin N-Epimerase

4 Deacetoxycephal osporin C-Synthase (Expandase)
5 Deacetoxycephal osporin C-Hydroxylase

6 Deacetylcephal osporin C-Acetyltransferase
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2.2.2 DieBedeutung von Aminosauren fur die Biosynthese des Cephalosporin C
Aminosauren gelten generell as ein wertvolles Substrat. Zumeist werden sie al's organische,
leicht metabolisierbare Stickstoffquelle verwendet, da hohe Ammoniumkonzentrationen
inhibierend auf einzelne Enzyme wirken /Zhang et al., 1987/. Neuerdings werden vereinzelte
Aminosauren gezielt eingesetzt, wenn sie aufgrund von Stoffwechsal untersuchungen direkt mit
der Biosynthese des gewtinschten Produktes in Zusammenhang gebracht werden konnen.
Allerdings ist ihr industrieller Einsatz durch ihren hohen Marktwert zum Teil begrenzt. In
Corn-Steep-Liquor, der haufig zur Kultivierung zahlreicher Pilze verwendet wird, finden sich
alerdings eine ganze Reihe von verschiedenen Aminosduren (siehe Anhang). Diese liegen
hauptsachlich als Proteine vor, die erst durch Proteasen gespalten werden missen. Dabei
entstehen aus den Proteinen Peptide mit geringem Molekulargewicht und/oder Aminosauren.
Die komplette Hydrolysierung zu Aminosauren erfolgt oftmals aber erst intrazellulér, nachdem
die Oligopeptide in die Zellen transportiert worden sind. Aus dem Aminosdure-Katabolismus
resultiert ein Absondern von Ammonium in das extrazellulére Medium durch Desaminierung.
Daher ist am Anfang einiger Fermentationen ein Anstieg der Ammonium-konzentration zu
beobachten. Erst nachdem die Aminosauren aus dem N&hrmedium aufgenommen sind, erfolgt
ein Abbau der Ammoniumkonzentration /Nielsen, 1995/. Bei den Fermentationen, die in dieser
Arbeit untersucht werden, wird die Ammoniumkonzentration jedoch bewuf3t niedrig gehalten.
Die Aufnahme von Ammonium und Aminosduren erfolgt zumeist gleichzeitig (Siehe
Ergebnistell).

In der folgenden Abbildung 2.2 sind die komplexen Wege der Biosynthese der Aminosduren
vereinfacht dargestellt. Nach Pateman et al. /1976/ kann man die Aminosduren in Pilzen,

ahnlich wie in Bakterien, in finf Familien unterteilen, zuziiglich der Biosynthese des Hitidins.
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Der deutlichste Unterschied zwischen den Stoffwechselwegen bei Bakterien und Pilzen ist die

Lysin-Biosynthese. Zudem steht diese in direktem Zusammenhang zur Biosynthese des

Cephalosporin C. Wie schon eingangs erwédhnt, grindet sich die Biosynthese des

Cephalosporin C auf das aus den drel Precursor-Aminosauren L-a-Aminoadipinsdure, L-

Cystein und L-Vain gebildete Tripeptid LLD-ACV. Da der Gehalt an diesen Precursoren im

vorgelegten Kulturmedium im Verhdltnis zur produzierten Menge des Cephaosporin C sehr

gering ist, sind die Biosynthesewege dieser Aminosauren von entscheidender Bedeutung.
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Die a-Aminoadipinsdure ist ein ausschliefdich in Pilzen vorkommendes Intermediat der Lysin-
Biosynthese und sie unterliegt als solches einer Feedback-Hemmung der Homocitrat-Synthase
durch das Endprodukt Lysin. Nach Smith /1985/ ist die Folge diessr Hemmung eine
verminderte Produktion an a-Aminoadipinsdure in Penicillium chrysogenum. Metha et al.
11979/ fanden einen dhnlichen Zusammenhang fir Acremonium chrysogenum, zudem stellten
se fest, dal3 niedrige Lysin-Konzentrationen die Cephalosporinbildung stimulierten. Beachtet
werden mul3 jedoch die Kompartimentierung der einzelnen Schritte /Bhattacharjee 1985,
Honlinger und Kubicek 1989/.

Als weiterer Baustein ist die Aminoséure Cystein ndher zu betrachten. Die Inkorporation des
fur die Cysten-Biosynthese essentiellen Schwefels in Acremonium chrysogenum kann
prinzipiell auf zwei charakteristischen Wegen geschehen. Die erste - und auch bel dem
verwendeten Stamm dominierende Moglichkeit - besteht in der Aufnahme extrazelluléren
Methionins sowie der sich anschlief3enden reversen Transsulfonierung zum Cystein. Nach
Untersuchungen von Tollnick /1996/ kann der verwendete moderne Hochleistungsstamm von
Acremonium chrysogenum auch den aternativen, zweiten Weg der Sulfatreduktion
beschreiten. Nach Nielsen /1995/ geht die direkte Sulfatreduktion von L-Serin aus und spielt
bei hoheren Konzentrationen dieser Aminosdure eine Rolle. Deswegen wurde in enigen
Kultivierungen ein Serinzusatz gewdahlt. Allerdings wird auch bei der Transsulfonierung L-
Serin zur Umsetzung des Intermediats Homocystein in Cystathionin bendtigt /Nielsen 1995/.
Die tatséchliche Verwendung bleibt also unklar. Fest steht nur, dal3 L-Serin ebenso wie L-
Methionin essentielle Aminosauren der Cystein-Synthese darstellen.

Die Biosynthese des Valins besteht, wie in Abbildung 2.3 dargestellt, ausgehend vom a-
Ketoglutarat aus vier Schritten und steht in enger Beziehung zu der ebenfalls verzweigten
Biosynthese der Aminosauren Leucin und Isoleucin. Aufgrund der intensiven Verknipfung der
drel Stoffwechselwege der verzweigten Aminosauren ist die Regulation der Vain-Biosynthese
komplex und teilweise noch nicht genau charakterisiert. Ein Intermediat der Vain-Biosynthese
(a-Ketoisovalerat) stellt einen Kreuzungspunkt in den Synthesewegen des Valins und des
Leucins dar. Micha /1993/ gibt eine Feedback-Hemmung der ersten drel enzymatischen
Schritte der Vain-Synthese durch Valin, Leucin und Isoleucin an, wahrend Alonso et al.
/1987/ bei Acremonium chrysogenum eine Hemmung der Synthese durch L-Methionin
beobachteten.

-10-



Theoretischer Teil

2.2.3 Diekatalysierenden Enzymein der Biosynthese des Cephalosporin C

Die d-(L-a-Aminoadipyl)-L-cysteinyl-D-valin-synthetase (ACVS) stelt, wie engangs
erwahnt, das erste Enzym im Rahmen der Biosynthese aler natlrlichen Penicilline und
Cephalosporine dar. Es ist bekannt, dald dieser ,committed step® vom Standpunkt der
Zellokonomie aus gesehen einer der Hauptregulationspunkte ist /Zhang und Demain, 1992/.
Fur die industrielle Nutzung entwickelt sich dies jedoch zu einem schwerwiegenden Nachtell,
da die Bildung des Tripeptids ACV somit zum Engpal3 der Cephal osporin C-Biosynthese wird.
Die Regulation dieses Enzyms, d.h. sowohl die Genexprimierung as auch die
Inhibierung/Aktivierung durch Stoffwechselmetabolite, ist aufgrund der Schilisselposition der
ACV S eingehend untersucht worden.

Die native ACVS it ein aus zwei gleich grofRen Untereinheiten bestehendes, ungewdhnlich
grol3es, aber glykosyliertes Multienzym mit einer Molmasse im Bereich zwischen 700 und
800kDa /Zhang und Demain, 1992/. Fur Penicillium chrysogenum fanden Theilgaard et al.
/1997/ eine Molmasse zwischen 425 und 470kDa in Abhéngigkeit von der
Bestimmungsmethode. Laut Hersbach et al. /1984/ handelt es sich um ein cytosolisch
lokalisertes Enzym. Nach neueren Untersuchungen von Lendenfeld et al. /1993/ an
Penicillium chrysogenum liegt jedoch eine Bindung der ACV S mit der Vakuolenmembran vor.
Die nichtribosomale Peptid-Synthetase /Lopez-Nieto et al., 1985/ bendtigt als Kofaktoren
Mg®™ und ATP, welches infolge der Hydrolyse die nétige Energie fir die Resktion liefert.
Intermediér tritt das Dipeptid LL-AC auf /Banko et al. 1986/, welches aber im Normalfall
aufgrund der weitaus htheren Umsetzungsrate von LL-AC zu LLD-ACV nicht vom Enzym
freigesetzt wird.

Zahlreiche in-vitro Untersuchungen an Acremonium chrysogenum zeigten komplexe
Regulationsmechanismen. So wird die Synthese der ACVS durch Ammonium /Shen et al.,
1984b, Zhang et al. 1987b/ und Phosphat reprimiert, wahrend Methionin induzierend wirkt
/Zhang et al., 19874a/. Die Kofaktoren ATP, L-Cystein /Zhang und Demain, 1991/ und a-AAA
/Lopez-Nieto et al., 1985/ haben sich als aktivierend herausgestellt, dagegen wirken Phosphat,
Glyceradehyd-3-phosphat /Zhang und Demain, 1991/, Ammonium /Zhang et al. 1987b/ und
Fe’*-lonen /Zhang et al., 1988/ inhibierend.

-11 -
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Eine Produktinhibierung der ACVS durch LLD-ACV his zu einer Konzentration von
0,035mM konnte von Zhang et al. /1992b/ ausgeschl ossen werden.

Kinetische Messungen der ACVS ergaben fur die Percursor-Aminosduren L-
a- Aminoadipinsdure, L-Cystein und L-Vain Werte von Ky= 0,17mM, 0,026mM bzw.
0,34mM /Banko et al., 1987/. Vergleichbare Untersuchungen an Zellfrei-Extrakten von
Streptomyces clavuligerus fuhrten zu ca. dreifach héheren Werten /Jensen et al., 1988/.
Ebenso zeigten die Untersuchungen von Theilgaard et al. /1997/ deutliche Unterschiede in
Penicillium chrysogenum, was wieder die Schwierigkeit der Vergleichbarkeit von Ergebnissen

unter den Mikroorganismen deutlich macht.

Die Isopenicillin N-Synthetase (IPNS / Cyclase) cyclisiert das Tripeptid ACV und gilt als
das am besten charakterisierte Enzym der [3-Lactam-Biosynthese. Nach Hersbach et al. /1984/
liegt die IPNS nicht membrangebunden und l6dich im Golgi-Apparat vor. Untersuchungen an
aufgereinigter Cyclase wurden sowohl fir Acremonium chrysogenum /Pang et al., 1984/ als
auch fur Penicillium chrysogenum /Pang et al., 1984; Ramos et al., 1985/, S. clavuligerus
/Jensen et al., 1986b/ und S lactamdurans /Castro et al., 1988/ durchgefihrt. Die Cyclisierung
des LLD-ACV zum lIsopenicillin N erfolgt oxidativ. Nach Bainbridge et al. /1992/ ist eine
aquimolare Menge Sauerstoff als Kofaktor erforderlich, und die Kinetik der Reaktion ist as
erster Ordnung bezlglich der Gel 6stsauerstoffkonzentration beschreibbar.

Nach Baldwin und Abraham /1988/ spielt im Verlauf der katalytischen Umsetzung das, mit
hoher Affinitét reversibel, vermutlich im aktiven Zentrum, gebundene Fe** eine zentrale Rolle.
Die Cyclase weist fur Ihr Substrat LLD-ACV einen Ky-Wert von 0,34 mM auf /Pang et al.,
1984/. Zusétzliche Kofaktoren sind Dithiothreitol und Ascorbat /Martin und Liras, 1989/,
wobel letzteres dazu dient, das Eisen in der aktiven, zweiwertigen Form zu halten.
Dithiothreitol hat hingegen in-vitro die Aufgabe, eine Oxidation, des in Resktionsansétizen
vorgelegten Substrates LLD-ACV, zur disulfidischen (bisACV) Form zu verhindern, da
ausschliefdlich reduziertes LLD-ACV as Substrat akzeptiert wird /Jensen et al., 1982; Perry et
al., 1988/. In-vivo wird diese Aufgabe vermutlich von einer Disulfidreduktase Gbernommen
/Cohen et al., 1994/. Da Dithiothreitol einen stabiliserenden Einfluld auf die Aktivitét der
Cyclase wahrend der Aufreinigung hat, wird vermutet, dal3 reduzierte Thiolgruppen des
Enzyms essentiell fur die Aktivitdt sind. Der Einsatz von Dithiothreitol schiitzt das Enzym
folglich vor einer Oxidation durch Sauerstoff /Ramos et al., 1985/.

-12-
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Als néchste Reaktion im biosynthetischen Weg zum Cephalosporin C folgt die Epimerisierung
der L-a-Aminoadipat-Seitenkette des Isopenicillin N zur D-Konfiguration. Das fur diese
Umwandlung zustdndige Enzym ist die von Konomi et al. /1979/ nachgewiesene [ sopenicillin
N-Epimerase. Nach Hersbach et al. /1984/ liegt die IPN-Epimerase vermutlich
membranassoziiert vor. Die IPN-Epimerase ist in Zéllfrei-Extrakten sehr instabil und konnte
deswegen bisher nur dulRerst unzureichend charakterisiert werden /Martin und Liras, 1989/.
Nach Jayatilake et al. /1981/ benétigt das Enzym weder Fe*" noch Ascorbat oder ATP as
Kofaktoren. Die Ky-Werte der IPN-Epimerase aus S clavuligerus fur Isopenicillin N und
Penicillin N betragen 0,3mM respektive 0,78mM /Usui et al. 1989/.

Die Ringerweiterung des Penicillin N zum Deacetoxycephalosporin C (DAOC) sowie die sich
anschlief3ende Hydroxylierung zum Deacetylcephalosporin C (DAC) wird in Acremonium
chrysogenum durch ein bifunktionales Enzym katalysiert, der Deacetoxycephalosporin C-
Synthase und -Hydroxylase. Bei dem Enzym handelt es sich um ene intermolekulare
Dioxygenase mit einem Molekulargewicht von ca 41kDa, dessen Bifunktionalitdt von
Scheidegger et al. /1984/ postuliert wurde, nachdem es nicht gelang, die expandierenden und
hydroxylierenden Enzymaktivitéten in Extrakten von Acremonium chrysogenum zu separieren.
Bel der Aufreinigung von Expandase- und Hydroxylaseaktivitéten, die physikalisch assoziiert
waren, fanden Baldwin et al. /1987/ ein konstantes Verhdltnis von 7:1 heraus. Beide
Enzymaktivitdten bendtigen fur die Umsetzung Sauerstoff und a-Ketoglutarat, welches in
stochiometrischen Mengen zu Succinat decarboxyliert wird /Baldwin, 1989b/. Martin und Liras
11989/ stellten die Verfugbarkeit des a-Ketoglutarates als moglichen limitierenden Faktor fir
die Ringexpansion dar. Weitere essentidle Kofaktoren sind neben Fe**-lonen auch
Ascorbinsdure und Dithiothreitol /Shen et al., 1984; Libbe et al. 1985/.

Als inhibierend stellte sich Phosphat /Zhang et al., 1988/ heraus, wahrend Ammonium /Zhang
et al., 1987b/ und Glucose /Shen et al., 1984/ reprimierend auf die Synthese des Enzyms
wirken.

Nach den Untersuchungen von Lucas /1993/ und Scheidegger /1988/ ist die
Expandase/Hydroxylase-Aktivitat stéarker von der Sauerstoffkonzentration abhéngig als die
Cycliserung des ACV zum Penicillin N, so dal3 es bel Sauerstofflimitierung zur Akkumulation

von Penicillin N kommt.
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Die Expandase-Aktivitét von Acremonium chrysogenum besitzt nach Dotzlaf et al. /1987/ Ky-
Werte fur Penicillin N und a-Ketoglutarat von 0,029mM und 0,022mM. Die Hydroxylase-
Aktivitat weist fur DAOC und a-Ketoglutarat Ky-Werte von 0,02mM und 0,022mM auf.

Als letzter Schritt in der Biosynthese des Cephalosporin C folgt die Acetylierung des DAC
zum Cephalosporin  C durch die Deacetylcephalosporin  C-Acetyltransferase
(Acetyltransferase). Fujisawa et al. /1975/ beschrieben das Enzym erstmalig und Scheidegger
et al. /1985/ konnten es partiell aufreinigen. Danach folgten weitere Charakterisierungen, die
aber erst durch Matsuyama et al. /1992/ unter Verwendung von 7-Aminocephal osporansaure
as Puffer erfolgversprechend waren. Die extreme Instabilitét in-vitro konnte so verringert
werden. Die Acetyltransferase hat danach ein Molekulargewicht von 55kDa und zerféllt in der
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese in zwel Untereinheiten mit Molekulargewichten von
27kDaund 14kDa.

Die Acyltransferase benétigt nach Fujisawa et al. /1975/ und Felix et al. /1980/ neben Mg*-
lonen zusétzlich Acetat, ATP und Coenzym-A bzw. Acetyl-Coenzym-A as essentielle
Kofaktoren. Matsuyama et al. /1992/ konnten in neueren Untersuchungen den notwendigen
Charakter von Mg nicht bestétigen. Die Acetyltransferase besitzt eine hohe Substrataffinitat
fur die Hydroxymethylgruppe am Cs-Atom des DAC und wird durch Coenzym A, DAOC,
PenN und 2,6-Dihydroxybenzoesdure inhibiert /Scheidegger et al., 1985/.

Das der MichaelisMenten Kinetik folgende Enzym weist bei 7,5 ein pH-Optimum und einen
Ku-Wert fir DAC von 0,029mM auf, wahrend der Ky-Wert fur Acetyl-CoA bei 1,05mM liegt.

2.3  Kultivierungsmedien fir die Cephalosporin C-Produktion

Der entscheidende Faktor fur das Wachstum eines Mikroorganismus und die Produktion von
eventuellen Stoffwechselprodukten bildet die Zusammensetzung des Mediums, in dem eine
Kultivierung stattfindet. Grundsétzlich wird zwischen synthetischen, d.h. chemisch genau
definierten Zusammensetzungen, und komplexen Medien unterschieden.

Bel der Auswahl oder Entwicklung eines Kulturmediums sollten aus prozefdtechnischen und

Okonomischen Grunden mehrere Kriterien berticksichtigt werden.
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> Die Medienzusammensetzung muf3 so gewahlt werden, dald die Bestandteile des
Mediums weder intermolekular, noch mit dem Mikroorganismus selbst in stérende
Wechselwirkungen treten (I nter aktionskriterium).

> Die Zell- und Komponentenanal ytik mufd wahrend einer Kultivierung durchfihrbar sein,
um die Kultivierung kontrollieren und regeln zu kénnen (Analytisches Kriterium).

> Eine sich an eine Fermentation anschliel3ende bzw. integrierte Aufarbeitung des
Produktes sollte durch Medienbestandteile nicht grundlos erschwert werden
(Préaparatives Kriterium).

> Besonders bei groflen Medienmengen sollten die verwendeten Komponenten

kostengiinstig sein (Okonomisches Kriterium).

Im Labormaldstab werden meistens definierte Medien verwendet, da hier die analytische
Komponente im Vordergrund steht. Da die Zusammensetzung des Mediums zu Beginn
bekannt ist, kann die zeitliche Anderung verschiedener Substrat- und Metabolitkonzentrationen
leicht bestimmt werden. Zudem sind die Medien feststoffrei bzw. -arm, so dal3 eine Trennung
der Zellen vom Medium oder eine Isolierung des Produktes erleichtert wird. Aufgrund dieser
Eigenschaften ist auch die Kontrolle des Bioprozesses zumeist leichter, da optische
Anaysemethoden zum Einsatz kommen konnen. In der Vergangenheit wurden schon mehrere
Experimente mit Acremonium chrysogenum in synthetischen Medien durchgeftihrt. Bei fast
allen wurde aber mit niedrigproduzierenden Stémmen gearbeitet, bei denen der Einflul? von
Substraten auf die Biosynthese des Cephalosporin C genauer untersucht werden sollte
/Velasco, 1994; Zhang, 1987/.

Im Industriemal3stab steht das dkonomische Kriterium im Vordergrund, so daf3 hier in der
Regel komplexe Medien fir die Antibiotikaproduktion verwendet werden. Ein solches Medium
enthdlt Bestandteile natirlicher Herkunft, deren genaue Zusammensetzung nur ltckenhaft
bekannt ist und die sich von Zeit zu Zeit andern kann. Da diese Rohmaterialien preiswert sind
und in grofien Mengen als Nebenprodukte in der Lebensmittelindustrie anfallen, sind sie ideal

fUr Prozesse, die sich an der Ausbeute orientieren.
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Der Einsatz eines synthetischen Mediums in der Industrie lohnt sich, wenn die
Zusammensetzung einfach und preiswert ist oder ein sehr teures Produkt gewonnen werden
soll. Komplexe Medien werden im Labormal3stab nur dann verwendet, wenn mdglichst nah am
Industrieprozel3 geforscht werden soll. Es wird also eine Prozef3optimierung angestrebt, bei der
die industriellen Betriebsbedingungen nahezu identisch sind.

Im Falle der Kultivierungen mit Acremonium chrysogenum zur Produktion von Cephalosporin
C as Vorstufe zur Gewinnung habsynthetischer Antibiotika findet ein Komplexmedium
Verwendung. Es enthdlt as Kohlenstoffquelle in den Vorkulturen und zu Beginn der
Hauptkulturen leicht verwertbare Glucose. Dies hat zur Folge, da® es unter starkem
Biomassegewinn zu einem schnellen  Anwachsen der Kultur kommt. In  der
Hauptwachstumsphase verstoffwechselt der Pilz den eingesetzten, ebenfalls leicht
metabolisierbaren Trockenglucosesirup. Dieser besteht zu 1,5% aus Glucose, 35% Maltose,
21% Maltotriose und 42,5% Oligosacchariden.

Untersuchungen von Behmer und Demain /1983 bzw. 1982/ und Kienzi et al. /1980/ zeigen,
da3 hohe Konzentrationen von Glucose in der Produktionsphase zu unkontrolliertem
Wachstum und zu negativen, regulatorischen Effekten bei der Biosynthese des Cephal osporin
C fuhren. Dies hat zur Folge, da’3 heutzutage wachstumslimitierende Kohlenstoffquellen
eingesetzt werden. In der Produktionsphase wird Sojadl als C-Quelle angeboten, welches
aufgrund seines hohen spezifischen Energiegehaltes keinen hohen Volumenfehler im Reaktor
verursacht.

Acremonium  chrysogenum gehtrt zu einer Spezies von Pilzen, die vide
Stickstoffverbindungen in ihrem Stoffwechsel einsetzen kdnnen. Neben den im Medium in
variablen Konzentrationen vorliegenden Hauptstickstoffquellen Ammonium und Aminosauren,
kann der Pilz auch Nitrat nach vorheriger Reduktion verwerten. Aminosduren bilden aufgrund
ihrer organischen Natur die bevorzugte Stickstoffquelle, weswegen L-Alanin und L-Arginin
zugefuttert werden. Untersuchungen von Tollnick /1996/ und Beyer /1996/ zeigen, dald die im
Corn-Steep-Liquor enthaltene Aminosdure L-Alanin bevorzugt aufgenommen wird, was sich

auch im Rahmen dieser Arbeit zegt.
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3. Material und Methoden

31 Kultivierungsbedingungen im synthetischen und komplexen Medium

Der fir ale Kultivierungen verwendete Hochle stungsstamm Acremonium chrysogenum A
3/2 (C3) wurde freundlicherweise von der Firma Hoechst AG Frankfurt/Man (HMR
Deutschland) zur Verfigung gestellt. Die Kultivierungen werden in zwei und drei Stufen
durchgefiihrt, wobel die Vorkulturparameter so eingestellt werden, dal3 das Erreichen einer
hohen Animpfdichte fur die Hauptkultur gewéhrleistet ist. Die Entwicklung des synthetischen
Mediums wurde im Rahmen der Diplomarbeit von Jirgens /1998/ untersucht und ist dort
ausfuhrlich beschrieben. Der Corn-Steep-Liquor wurde genau auf seine Zusammensetzung
untersucht, um eventuelle Abweichungen von der in der Literatur vertffentlichten
Zusammensetzung festzustellen. Der Ersatz der unléslichen Komponenten des Corn-Steep-
Liquors, durch die in Reinform vorliegenden Substrate, reduzierte das Medium auf seine
I6dlichen Bestandteile. Dies bringt jedoch deutliche Unterschiede im Produktions- und
Wachstumsverhadten mit sich (siehe Ergebnisteil), da unbestimmbare Wachstums- und
Produktionsfaktoren fehlen.

3.2 1. Vorstufe (Schittelkulturen)

Diein Ampullen zu je ca 2,2 ml vorliegenden Sporensuspensionen werden in einem Dewar mit
flussgem Stickstoff gelagert. Um mehrere Vorversuche durchzufohren wird fir das
synthetische Medium ein tellweise anderer Anzuchtweg gewahlt, als fir die Schittelkultur fir
Kultivierungen im komplexen Medium,. Da mehrere Schittelkolben aus einer Sporenampulle
angeimpft werden sollen, wird eine Stammhatung auf Agarschrégen gewahlt. Fur die
Stammhaltung auf Agar wird das Medium nach Kienzi et al. /1980/ (sehe Anhang)
verwendet. Nach 20-minttigem Autoklavieren bei 121°C, was auch eine Homogenisierung des
Mediums zur Folge hat, werden jeweils 5ml Agarmedium in die Schrégrohrchen gegossen.
Nach 24 Stunden Auskiihlung werden je 3 Impfésen Sporensuspension auf dem Agar vertellt.
Die Agarschragen wurden 7 Tage bel 25°C inkubiert. Die Rohrchen konnen nach der
Inkubationszeit bei 4°C bis zu zehn Wochen gelagert werden.. Die abgeernteten Agarschrégen
werden unter sterilen Bedingungen langsam auf Raumtemperatur gebracht. Das |nokulum wird

in einen 1L-Erlenmeyerkolben ohne Schikane tberfihrt.
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Zum Beimpfen des Vorkulturmediums wird das Mycel mit einer Impfése vom Agar gel6st und

mit einer sterilisierten, physiologischen Kochsalzl 6sung ausgeschwemmt.

>

Sporenampulle

/LN
— ="

Adgarschragen

Vorkultur

AVAVAVA

Hauptkultur

Abb. 3.1 : Anzuchtschema fir das synthetische Medium

Fur eine Kultivierung im komplexen Medium wird der Inhalt einer Sporenampulle fir einen
1L-Erlenmeyerkolben direkt eingesetzt, die Agarhaltung entfdlt. In dem Erlenmeyerkolben
befinden sich 160ml eines auf Malz- und Hefeextrakt basierenden Anzuchtmediums, welches
vorher bei 121°C 20min sterilisiert wird. Das Medium ist leicht metabolisierbar und garantiert
somit ein rasches Anwachsen des Pilzes. Die Schiittelkultur wird 72h bel 25°C und 280Upm
auf einem Rundschittler mit 3cm Hub geschittelt, so dal? auch hier schon fir ene
ausreichende Sauerstoffversorgung gesorgt ist. Ausgehend von dieser Zellsuspension kénnen
entweder mehrere Schittelkolben fir Kleinexperimente angeimpft oder aber in den

Fermentermal3stab tibergegangen werden.

3.3 2. Vorstufe (Nur fur Komplexmedium)

Die zweite Vorkultur enthdt bereits Corn-Steep-Liquor und Glucose im Medium (siehe
Anhang), um die Synthese produktionsrelevanter Enzyme anzuregen. Sie wird in einem 10L
fassenden Biostat V (Firma Braun, Melsungen) durchgefiihrt. 24 Stunden vor dem Animpfen
wird das Kulturgeféld mit 6L des Mediums geflllt und 35-40min bel 121°C mit ca. lbar
Uberdruck dampfsterilisiert. Nach dem Abkiihlen wird der Fermenter auf 25°C thermostatisiert
und mindestens 12 Stunden gewartet, ehe der pH-Wert auf 6,5 eingestellt wird.
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Mit einem Mass-Flow-Controller wird ene der Hauptkultivierung entsprechende
Sauverstoffzufuhr  durch Begasung mit  Prefjuft (pO-Wert lauft ungeregelt, aber
reproduzierbar) eingestellt und der Rihrer auf 600 UPM justiert. Abbildung 3.2 zeigt den
typischen Verlauf einer Vorkultur anhand der Mef3grofen pH-Wert und CO, im Abgas [%].
Der Uberimpfzeitpunkt zur Hauptkultur wird fast immer nach 25-30 Stunden erreicht. Im

allgemeinen sind die Mef3daten der Vorkultur gut reproduzierbar.

0,6 T T T T T T T T T T

CO, [%] im Abgas
——— pH-Wert

010 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

0 5 10 15 20 25 30
Kultivierungsdauer [h]

Abb. 3.2 : pH-Wert und CO, im Abgas bei einer typischen Vorkultur

Auf die zweite Vorkultur wird fur die Kultivierung im synthetischen Medium verzichtet, da der

Eintrag an unldslichen Bestandteilen und Festkorperpartikeln zu grofd wére.

34 Hauptkultur (Biostat UD) und Prozef3steuerung

Die Hauptkultivierungen werden sowohl fir das synthetische Medium as auch fir das
komplexe Medium in einem 30L Arbeitsvolumen fassenden Biostat UD-Reaktor (Fa. Braun,
Melsungen) durchgefuhrt. Der Biostat UD ist mit einer digitalen Mef3- und Regeleinheit (DCU,
16-bit Mikrorechner auf VME-bus Basis) versehen, welche wiederum mit dem auf einem
separaten Rechner installierten Prozefdeitsystem Ubicon (Fa. esd, Hannover) kommuniziert.
Die Mef3datenerfassung und die Prozef3steuerung erfolgt von diesem externen Rechnersystem

aus.
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Die Ein- und Ausgabekarte des Systems ist eine 16 kandlige, asynchrone, serielle VME-
ASIO16 (Fa. esd, Hannover), welche es ermdglicht, im Sekundentakt Mef3ergebnisse
aufzuzeichnen. Die Speicherung der Messung erfolgt ale 60 Sekunden und kann Uber die auf
Pearl/RTOS-UH basierende Software (UBICON, Fa. esd) graphisch verfolgt werden, was eine
Beobachtung des Prozesses und notwendige Eingriffe erleichtert. Uber einen einfachen
Formeleditor kann die Eingabe komplexer Formeln stattfinden, wie z.B. die wichtigen
Betriebsparameter wie OTR (Sauerstofftransferrate), CPR (K ohlendioxidproduktionsrate) und
RQ (Respirationskoeffizient) (Formeln siehe Anhang ), die sofort berechnet werden.

Der Reaktor wird mit einer pH-Elektrode (Fa. Broadley-James), einem Thermoelement
(PT100), enem 2D-Fluoreszenzspektrometer (Hitachi oder BioView) sowie ener
Sauerstoffsonde (Fa. Ingold oder Fa. Mettler-Toledo) zur Prozef3liberwachung versehen. Zur
Abgas-Analytik sind ein CO,-Detektor (UNOR 6N, Fa. Maihak) und ein O,-Detektor (Oxygor
610, Fa. Maihak) in den Abgasstrom integriert. In Abbildung 3.3 ist der schematische Aufbau
des Reaktors dargestellt. Der Fermenter wird mit 25L bzw. 30L der im Anhang aufgelisteten
Kulturmedien versehen und bei 121°C (ca. 1bar Uberdruck, 200 UPM) 30min dampfsterilisiert.
Anschlieffend wird der Reaktor auf 25°C thermostatisiert und mindestens 12 Stunden
stehengelassen. Danach werden die Prozel3parameter eingestellt {25°C, 600 UPM, pH-Wert
6,5 (Kontrolle durch off-line-Probe, um eine eventuelle Drift der Elektrode im Reaktor
auszuschlief3en), Begasung : 15 bzw. 30 dm (0,5 bzw. 1 vvm) Prefduft zuziglich
Sauerstoffzudosierung, pO-Wert auf 100 %-ige Luftsdttigung}. Der Gesamt- und
Sauerstoffstrom wird Uber eine Zwelkanalsteuereinheit (Gasratiocontroller, Fa. Braun,
Melsungen) geregelt. Die pH-Regulierung wéahrend des Prozesses erfolgt durch die Zugabe
von 12,5%-iger Ammoniumhydroxidldsung und konzentrierter Schwefelsaure und setzt nach
20h ein, bzw. bei Erreichen der vorgegebenen Grenzpunkte von pH 7,5 bzw. pH 5,75. Die
Sauerstoffzudosierung setzt bei Erreichen des eingestellten Grenzwertes (meistens pO.-Wert
von 60%) ein und betrdgt maximal 10% des Gesamtstromes an Pressluft. Durch Verdampfung
wahrend der Sterilisation und dem spéteren Animpfen pendelt sich das Volumen in der Regel
auf 30-31L ein. Die Prozef3dauer wird ab dem Impfzeitpunkt betrachtet, obwohl im
Komplexmedium, resultierend aus der zweiten Vorkultur, mit einer sehr hohen Animpfdichte
von 19% gearbeitet wird. Bei den Kultivierungen im synthetischen Medium wird der
Hauptreaktor direkt mit der Schittelkultur angeimpft, wobel eine hohe Verdinnung dieser
gewdhrleistet ist, was einen sehr geringen Feststoffeintrag und eine langere Lagphase (siehe
Ergebnisteil) zur Folge hat.
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Abb. 3.3 : Schematischer Aufbau des Kultivierungsresktors (BIOSTAT UD)
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35 Kulturfluoreszenz und 2-Dimensionale Fluor eszenzspektrometrie

Die verwendeten Reaktoren konnen mit dem Ingold-Fluorosensor [Fa. Ingold] bestiickt
werden, um die NAD(P)H-Fluoreszenz im Bereich der Exzitation von 340-360nm und der
Emission bei 450-460nm zu messen. Nach Scheper et al. /1986/ bietet diese Moglichkeit eine
elegante, nicht-invasve Methode zur Biomasseabschdzung in  der exponentiellen
Wachstumsphase.

Da am Ingtitut fur Technische Chemie in der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Thomas Scheper
die optische Analytik der zweidimensionalen Fluoreszenzspektrometrie angewendet wird,
wurden in Zusammenarbeit mit Lindemann /1998/ mehrere Messungen der Kulturfluoreszenz
durchgefuhrt. Die Messungen erfolgten on-lineim 10L und 30L Mal3stab, durch einen direkt in
den Bioreaktor integrierten Stutzen, in den der Lichtleiter wahrend der Kultivierung eingesetzt
wird. Hierdurch besteht kein Kontaminationsrisko und es wird die reative
Fluoreszenzintensitédt insitu wahrend der Kultivierungen, durch ein in den Stutzen integriertes

Quarzglas verfolgt.

Zunéchst werden mehrere Spektren in hochkomplexen Industriemedien mit dem kommerziell
erhdtlichen Hitachi F4500-F uoreszenzspekrometer (Fa. Hitachi, Japan) verfolgt. An diesem
Gerd konnen durch Gittermonochromatoren Exzitationss und Emissionwellenlange

unabhéngig voneinander eingestellt werden.

Anschlief?end werden in verdinnten Komplexmedien und synthetischen Medien einige
Kultivierungen mit dem BioView-Fuoreszenzsensor (Fa. Delta Light & Optics, Danemark)
Uberwacht. Dieses Gerdt ist in Zusammenarbeit mit dem Institut fir Technische Chemie,
Universitdét Hannover als Prototyp entwickelt worden und ermdglicht durch Filterréder die
Einstellung von Exzitation- und Emissionswellenlangen. Das Verfahren erlaubt die
Fluoreszenzmessung in einem Bereich von 280-450nm (Exzitation) bzw. 300-600nm
(Emission) und erméglicht somit die Identifikation weiterer Fluorophore, vor alem im
synthetischen Medium, da dort der stdrende Corn-Steep-Liquor fehlt. Genaue Daten Uber die
verwendeten Spektrometer sowie die Versuchsaufbauten finden sich bei Lindemann /1998/ und
Marose /1998/.
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3.6 Probenahme

3.6.1 Diskontinuierliche Probenahme (off-line)

Fur die diskontinuierliche Probenahme steht am Fermenter ein Probenahmeventil zur
Verfugung. Die Probenahme wird - wenn mdglich - zweimal téglich mit mehreren Personen
durchgefihrt, um eine ziigige Verarbeitung zu garantieren. Anschlief3end erfolgt jewells eine
20-minidtige Dampfsterilisation des Probenahmeventils. Die off-line Proben bilden die
Grundlage fir alle Untersuchungen, die direkt mit der Zellmasse in Zusammenhang stehen, da
on-line nur zellfreies Kulturmedium gesammelt werden kann. d.h. mit diesen Proben werden
sowohl die Zelaufschlisse sowie Enzymaktivitdtsmessungen durchgeftihrt, as auch
intrazelluldre Metabolite gemessen. Da die Bestimmung der Enzymaktivitdten bel den off-line
Proben im Vordergrund steht, wurde ein schnelles Probenahmeverfahren entwickelt. Fur diese
Anaysemethode mul3 eine Trennung der Biomasse vom Kulturmedium, bzw. von sonstigen
extrazelluldren Substanzen erfolgen, die an den Zellen anhaften. Gleichzeitig muld ein
Verfahren gefunden werden, das den Stoffwechsel in den Proben nach der Probenahme
moglichst schnell unterbindet. Daher wird einerseits auf eine strenge Kihlung wéahrend der
gesamten Probenahme geachtet andererseits wird der Einsatz von Proteaseinhibitoren bei der
Lagerung in einem Aufschluf3puffer getestet. Das folgende Schema stellt die wichtigsten
Schritte der Probenahme dar.

2 -20 ml Probe aus Fermenter in
vorgekihlte Zentrifugenrohrchen

Zentrifugieren 3500rpm, 2min, 2°C

Uberstand dekantieren und sammeln
(Messung von extrazelluldren Protein, AS, Produkte)

Sediment in 10ml Waschpuffer aufnehmen
erneut zentrifugieren (3500rpm, 2min, 2°C)

Sediment in den zwei Aufschluf3puffern (A und B) resuspendieren und sofort
einfrieren (fl. Ny)

Zdlaufschlufd nach langsamen Auftauen

Abb. 3.4: Probenahmeschemafir intrazellulére Messungen
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In zwei auf Eis vorgekihlte Schraubdeckel zentrifugenréhrchen werden jeweils 20ml Probe der
Kultivierung abgefllt und in einer Kiihlzentrifuge die Biofeuchtmasse vom fliissigen Uberstand
getrennt (3500Upm, 2min, 2°C). Der Uberstand wird verworfen und das Sediment mit jeweils
10ml, auf Eis vorgekihltem Waschpuffer (sehe Anhang) resuspendiert und anschlief3end
erneut zentrifugiert (3500Upm, 2min, 2°C). Um ein schnelles Auswaschen intrazelluléarer
Bestandteile zu vermeiden, wird auf ein zweites Waschen verzichtet. Wie spétere Ergebnisse
zeigen werden, ist dieses auch nicht zwingend notwendig. Die Uberstdnde werden abermals
verworfen und die Rickstande in jeweils 10ml, eines auf Eis vorgekihlten Aufschluf3puffers A
bzw. B (siehe Anhang) aufgenommen. Aufschluf3puffer A enthdlt keine Inhibitoren, wahrend
Aufschluf3puffer B ein Gemisch aus verschiedenen Inhibitoren zugesetzt ist. Dabel handelt es
sch um ein Produkt der Fa Boehringer Mannheim, das besonders zur Inhibierung von
Proteasen empfohlen wird. Anschlief3end werden die Proben sofort in flissigem Stickstoff
schockgefroren. Die Bearbeitungszeit bis zur Lagerung konnte auf 8min bei maxima 2°C
reduziert werden /Fahimi 1998/. Neben diesem beschriebenen Verfahren werden noch mehrere
Proben nach anderen Verfahrensweisen zur direkten Biomassebestimmung, fir morphol ogische
Untersuchungen, der Gesamtzuckerbestimmung sowie der Quantifizierung des Proteingehaltes

genommen und schockgefroren (siehe unten).

3.6.2 Kontinuierliche Probenahme (on-line)

Fur die kontinuierliche Probenahme sind im Fermenter ein oder zwel paralel geschaltete
Probenahmemodule mit  tubuldren  Polypropylen-Mikrofiltrationsmembranen  (0,1um,
Eppendorf) eingebaut. Um eine Hydrophiliserung der Membranen zu gewahrleisten, werden
diese gewohnlich in einem Isopropanol-Wasser-Gemisch gelagert. Dadurch wird garantiert,
dal? sich kein Zellmaterial, Feststoffe und vor alem Ol im Filtrat ansammelt. Erst im spéteren
Verlauf der Kultivierung werden die Membranen etwas durchlassig fur Ol, welches dann zu
Beginn der Analytik mit n-Hexan extrahiert werden kann.

Vor und nach einer Kultivierung kénnen die Module durch Reinigung (Spulen fir 24 Stunden)
mit 3%-iger, heiller Mucasol-Lésung von Medienbestandteilen gesdubert werden und sind
somit fur mehrere Kultivierungen einsetzbar.

Der kontinuierliche Entnahmestrom wird durch Schlauchpumpen nahezu konstant gehalten
(0,3ml/min) und gewéhrleistet die Versorgung des Probeablagesystems sowie in Reihe
geschaltete andere Analysengerdte wie FIA-Anlagen oder eine on-line HPLC.
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Das Probeablagesystem besteht aus einem programmierbaren Autosampler (Gilson XL222,
abimed) und einem auf -18°C tiefkiihlbaren Rack, welches ein sofortiges Schockgefrieren der
Proben in 60 Eppendorf-Reaktionsgefél3e (je 2,2ml) ermdglicht und somit enzymatische und
chemische Resktionen in den Proben unterdriickt. Uber den Autosampler kann die Menge und
die Frequenz gesteuert werden, meist wird jede Stunde Uber einen Zeitraum von 10min ein
Eppendorf-Reaktionsgefal’ gefillt. Anzumerken ist, dal? sich die aus diesen Proben ermittelten
Werte auf das Kulturfiltrat beziehen und teillweise mit dem entsprechenden Sedimentvolumen

der off-line Proben korrigiert werden muiissen.

3.7 Analytik

Der analytische Tell der Arbeit wird in zwei grofe Bereich getrennt.

Erstens, die extrazelluldren Bestimmungen, die in erster Linie Aufschlul? Gber prozef3-relevante
Grofen geben sollen. Aus diesen Werten wird der Kultivierungsverlauf auf Reproduzierbarkeit
und Erfolg hinsichtlich der Verbesserung der Produktivitét untersucht. Als wichtigster Punkt
steht hier die Untersuchung der Produkte der 13-Lactam Biosynthese.

Zweitens, die intrazelluléren Untersuchungen, die Aufschluf? Uber Engpésse in der Biosynthese
des Cephaosporin C geben sollen. Hier stehen folglich die Enzymaktivitdten, der in der
Biosynthese involvierten Enzyme, und die Aminosdurespektren im Mittelpunkt. Die im
extrazelluldren Teil beschriebenen Methoden fir Produkt- und Aminosdureanalytik sind analog
Ubertragbar auf die mit anderen Proben durchgefihrten intrazelluléren Untersuchungen, alein
die Konzentrationsunterschiede - der betrachteten Substanzen in den Proben - missen

berticksichtigt werden.

Kernstiick fur beide Untersuchungen ist die HPLC, die durch erganzende Anaysemethoden
unterstitzt wird. Die folgende Abbildung 3.5 zeigt das verwendete HPL C-System. Auf diesem
automatisierten  Chromatographiesystem  konnen  sowohl  Produktkonzentrationen,
Aminosauren sowie Enzymaktivitdten gemessen werden. Der Benutzer mul3 lediglich zwischen
der entsprechenden Methode und Saule wahlen, dies ist Uber ein umfunktioniertes
Umschaltventil (Rheodyne-6-Wege-Injektionsventil) maoglich, welches den entsprechenden
Autosampler mit der jeweiligen Saule koppelt. Beide Saulen werden von der gleichen HPLC-
Pumpe (IRICA) versorgt.
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3.7.1 Extrazellulére Unter suchungen

3.7.11 Biomassebestimmung

Fur die Biomassebestimmung werden 25ml Probe in ein vorher ausgewogenes, skaliertes
Zentrifugenglas abgeflllt und so zundchst das absolute Sedimentvolumen bestimmt. Es wird
bei 3500Upm 10min zentrifugiert (Laborfuge GL, Heraeus Christ). Der so gewonnene
Uberstand verworfen, das Sediment ausgewogen (Biofeuchtmasse) und anschlieRend das
Sediment in einem Trockenofen bei 110°C bis zur Gewichtskonstanz getrocknet (min. 48
Stunden).

Die so erhaltene Biotrockenmasse enthdlt somit einen hohen Feststoffanteil aus dem Medium
und ist nicht as reine Biomasse zu verstehen. Sie gibt aber Aufschlul? Gber den Zuwachs an
Biomasse, da der Feststoffantell im Laufe der Kultivierung immer geringer wird. Dies gilt
nattirlich nicht in dieser Form fir das definierte Medium, da dort kein Feststoffanteil auftritt

und somit das Sediment gleich der Biomasse ist.

3.7.1.2 Bestimmung des Proteingehaltes nach Bradford /1976/

Zur Bestimmung des extrazelluléaren Proteingehaltes werden zunéchst 3 x 2ml Probe in
Eppendorf-Reaktionsgefélle abgefullt und in der Eppendorf-Zentrifuge zentrifugiert. Der
Uberstand wird dekantiert und bei -18°C eingefroren, um eine spitere Verarbeitung zu
ermaglichen.

Der eigentliche Test beruht auf der Bindung des Farbstoffes Coomassie-Brilliant-Blue an
Proteinen. Der Farbstoff wird bel der Bindung an Proteine durch eine doppelt protonierte
anionische Form stabilisiert, die bel 595nm optisch mef3bar ist.

Nach dem Auftauen werden die Proben auf einen Proteingehalt von ca. 1-50ug/ml verdunnt.
200pl dieser Verdinnung werden mit 800pl Bradfordreagenz (siehe Anhang) versetzt. Nach
10min wird die Extinktion gegen eine Blindprobe gemessen.

Die Konzentrationszuordnung erfolgt Uber eine vorher gemessene BSA-Standardreihe, die
hyperbolisch ausgewertet wird (Origin 5.0, Firma MicroCal Software), da die

K onzentrationszunahmen im oberen Mef3bereich nicht mehr linear sind.
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3.7.1.3 DNA-Bestimmung nach Dische

Der Dische-Test ist eine auf Pilze angepalde Methode, die auf die Bildung eines blauen
Triphenylmethan-Komplexes mit der freigesetzten DNA nach saurer  Hydrolyse
zuriickzufUhren ist /Burton, 1956/. Eiskalte Perchlorséure sorgt fur die vollstandige Féllung
der DNA wie der Proteine. Danach erfolgt die saure Hydrolyse durch Perchlorsaure bei 37°C.
Jeweils 0,5ml der bei 3500 Upm abzentrifugierten Proben werden mit 0,5ml 1M HCIO,
vermischt und 30min ins Eisbad gestellt. In der Mikrozentrifuge werden waéal¥ige und
organische Phase wieder getrennt und der Uberstand verworfen. Das Sediment wird mit 1ml
0,5M HCIO, resuspendiert. Aus 0,5ml einer DNA-Stammldsung (1mg/ml) wird mit 0,5ml 1M
HCIO, eine Standard-Ldsung hergestellt. Proben und Standard werden 15min im Eppendorf-

Thermostat auf 95°C erhitzt. Fur die Entnahme der Probenansdize mul3 nochmals zentrifugiert

werden. Nach dem Abkuhlen wird aus dem Standard eine Verdiinnungsreihe hergestellt:

0,5ml Standard +4,5ml 0,5M HCIO, (2) entspricht 50mg/ml
0,6ml Verd. (1) + 0,4ml 0,5M HCIO, (2) entspricht 30mg/ml
0,4ml Verd. (1) + 0,6ml 0,5M HCIO, (3) entspricht 20mg/ml
0,2ml Verd. (1) +0,8ml 0,5M HCIO, (4) entspricht 10mg/m
0,1ml Verd. (1) +0,9ml 0,5M HCIO, (5) entspricht Smg/ml

Jeweils 0,5ml der Probenansdize und der Standardverdinnungen werden mit 1ml

Gebrauchsreagenz tber Nacht im Eppendorf-Thermostaten auf 37°C erhitzt (12-24 Stunden).

Die Herstellung des Gebrauchsreagenz erfolgt nach:

2% Acetaldehyd 0,5ml 99%A cetaldehyd in 25ml H,O |6sen und bei 4°C
aufbewahren (t&glich frisch!!!).

Diphenylamin-L6sg. 1,5g Diphenylamin in 100ml Eisessig [6sen und 1,5ml
konz. H,SO, zugeben.

Gebrauchsreagenz 0,1ml Acetaldehyd-L 6sung und 20ml Diphenylamin-

Ldsung unmittelbar vor der VVerwendung mischen.

Nach dem Abkuhlen wird die Extinktion bei 600nm in einer Quarzkiivette gemessen. Eventuell

mul3 bel noch ausfallenden Proteinresten zuvor zentrifugiert werden.
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Die normalerweise vorausgehenden Waschschritte sind bei diesem Verfahren nicht

berticksichtigt, da mit bereits gewaschenen Proben gearbeitet wird.

3714 M or phologische Betrachtungen
Fur die lichtmikroskopische Untersuchung stand ein Mikroskop der Firma Olympus (BH-2)
zur Verfugung. Bel jeder Probenahme kann somit die Sterilitét und der morphologische

Zustand der Kultur beurteilt werden.

3715  pH-Wert

Der pH-Wert der off-line Proben wird mit einem knick-Digital-pH-Meter gemessen, da somit
eine Nachkalibrierung der pH-Elektrode im Fermenter moglich wird. Dies ist besonders im
Hinblick auf die beobachtete Drift der benutzten pH-Elektroden wichtig, die mehr oder

weniger stark nach erfolgter Sterilisation auftritt.

3.7.1.6 Bestimmung des Gesamtzucker gehaltes

Aus dem im Medium enthaltenen Polysacchariden kann durch chemische und enzymatische
Hydrolyse Glucose freigesetzt werden, die der Pilz verstoffwechseln kann. Deshalb wird nach
vorher erfolgter enzymatischer Hydrolyse (Amyloglucosidase, Sigma) der Gesamt-
glucosegehat im Kulturfiltrat nach der pHBAH-Methode /Klingspohn, 1990; Schmidt et al.
1985; Muni, 1976/ bestimmt.

Hydrolyse: 50ul Probe (unverdiinnt)
100pl Amyloglucosidasalsg.(10mg/ml)
850 dedtilliertes H,O

Der Ansatz wird gut durchmischt und mindestens 60min bei 37°C inkubiert. Danach wird das
Hydrolysat auf einen Glucosegehalt von 0,1 - 0,75¢/l verdinnt. 100u dieser Verdinnung
werden in ein Eppendorf-Reaktionsgefald vorgelegt und mit 1200u des pHBAH-Reagenzes
(sehe Anhang) versetzt, 10s auf einem Mixer geschittelt und anschliefiend 5min in einem
Eppendorf-Thermostaten auf 95°C erhitzt.

Die Proben werden im Eisbad abgekihlt und die Extinktion bei 410nm (Halbmikroklvetten)
gegen eine mitbehandelte Blindprobe gemessen. Die Zuordnung der Konzentration erfolgt tber

e ne Standardreihe.
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3.7.1.7 Phosphatbestimmung (M erck Spectroquant)

Die Phophatbestimmung wird mit einem Test-Set der Firma Merck (Spectroquant P148438)
durchgefuhrt. Die Arbeitsvorschrift wird entsprechend der vorliegenden Probevolumina
minimiert.

Der Test berunt auf der Reaktion von Orthophosphat-lonen mit Molybdat-l1onen, welche in
schwefelsaurer Losung Molybdato-Phosphorséure bilden. Diese wird mit Ascorbinséure zu

Phosphormolybdénblau reduziert, welches bei 712nm absorbiert.

Durchfthrung :

Die Proben werden auf einen Phosphorgehalt von 0,2 - 2,5mg/ml verdinnt (bidest. H,O) und
in einer Halbmikrokivette vorgelegt (1ml). Danach werden sie mit den im Set enthaltenen
Reagenzien P-1A (Molybdat/Schwefelsaure) und P-2A (Ascorbinsaure) versetzt und gut
durchmischt. Nach 15 min wird die Extinktion bei 712nm gegen eine Blindprobe gemessen.
Die Konzentration kann Uber die dem Test-Set beiliegende Kalibrationsgerade ermittelt

werden.

3.7.1.8 Ammoniumbestimmung nach DIN 38 406

Bel einem pH-Wert von ca. 12,5 reagieren Hypochlorit- und Salicylat-lonen bel Gegenwart
eines Katalysators (Dinatriumpentacyanonitrosylferrat) mit Ammonium-lonen zu einem
grunblauen Farbstoff. Die Hypochlorit-lonen entstehen durch akalische Hydrolyse aus lonen
der Dichlorisocyanursaure /DIN-Vorschrift 1983/. Aus dem Medium sind keine Storungen des

Testes durch Fremdionen zu erwarten.

Die Proben werden auf einen Ammoniumgehalt von ca. 0,1 - 0,3mg/l verdinnt. 1ml der
Verdinnung wird mit je 100l der Reagenzlésungen A und B (siehe Anhang) versetzt. Die
Ansdtze werden gut durchmischt und mindestens 2 Stunden bel 25°C stehengelassen.
Anschliefiend wird die Extinktion bel 650nm in einer Halbmikroklivette gegen einen Blindwert
gemessen. Die Konzentration kann aus einer paralel verarbeiteten Kalibrationsgerade

bestimmt werden.
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3.7.19 Produkt- und Precur soranalytik

Die Produkt- und Precursoranalytik wird mit dem schon vorher dargestellten automatisierten
HPL C-System durchgefihrt. Das System fir die Produktanalytik besteht aus einem ktihlbaren
Rack, einem Autosampler (Gilson XL 222, abimed), Pumpe (Irica), Injektionsventil (Valco),
Vorsaule, Trennsdule (Macherey und Nagel), Thermostat (Julabo), Zweikanal-UV -Detektor
(Gynkotek), einem Interface zur Steuerung des Samplers und zur Datenaufnahme (CSI-Box)
und einem PC (486 DX66), auf dem zur Mefl3datenerfassung und -auswertung das Programm
APEX-Chromatography Workstation (Autochrom inc. Version 2.11) installiert ist.

Die Vewendung des programmierbaren Autosamplers als Injektionsapparat macht die
Verwertung grof3er Probezahlen moglich, da die Anlage léangere Zeit - z.B. Uber Nacht - laufen
gelassen werden kann. Die Proben kénnen im kihlbaren Rack ohne mef3bare Veranderungen
bis zu 48 h gelagert werden

Zur Trennung der Substanzen wird ene nach dem Prinzip der Reversed-Phase-
Chromatographie arbeitende, mit Nucleosil 5 C,5 gepackte Saule (Lénge 12,5 oder 25cm)
verwendet. Als Eluent wird ein wal¥riger, methanolhaltiger Phosphatpuffer unter Zusatz von
Tetrabutylammoniumhydrogensulfat (sehe Anhang) eingesetzt. Der verwendete Zweikanal-
UV-Detektor ermittelt die Absorptionsmaxima bei 260nm und 220nm, welche on-line mit
APEX verfolgt werden konnen.

Die erforderlichen Standardsubstanzen (DAC, DAOC, Na-CPC, PenN) sind von der Hoechst
AG, Frankfurt/Main (HMR) zur Verfiigung gestellt worden.

Die Auswertung der aufgenommenen Chromatogramme erfolgte durch Integration der
Peakflache mit APEX. Spéter berechnete Ergebnisse - so z.B. die Produktbildungsraten,
Raumzeitausbeuten etc. - sind mit dem Programm Origin 5.0 (MicroCal Software) durch

Differenzierung der APEX-Daten nach der Zeit erstellt worden.

3.71.10 Aminosaure- und ACV-Analytik

Zur Bestimmung der Aminosduren Asp, Glu, AAA, Asn, Ser, Tyr, Met, Va, Trp, Phe, lle, Leu
und Lys wird die Methode nach Cooper et al. /1984/angewendet, die bereits seit mehreren
Jahren am Ingtitut for Technische Chemie etabliert ist. Dabel werden die Zdllfrei-Extrakt-
Proben nach Entproteinierung mit Methanol und Verdinnung mit Boratpuffer direkt in die
vom Autosampler (Pharmacia Biosystems) gesteuerte Vorsdulenderivatisierung mit OPA-

Reagenz eingesetzt.
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Fur die spatere Auswertung wird ein Aminosaure-Standard mitgefthrt, der aus dem AS
Standard Reagenz der Fa. Sigma besteht und dem zusétzlich AAA, Trp, GIn sowie ACV
beigesetzt sind. Alle Inhaltsstoffe weisen eine Konzentration von 100mM auf.

Die Trennung der Aminosauren GIn, His, Gly und Thr wird nach dieser Methode ebenfalls
vorgenommen, unterliegt jedoch u.U. aufgrund des zunehmenden Anteils Antibiotika in den
Proben einer Stérung. Die Aminosduren Arg und Ala werden in Abhangigkeit des Alters der

Trennsdule unterschiedlich gut getrennt.

Fur die Erfassung thiohaltiger Aminosauren und Peptiden, wie Cys und ACV muld eine
Quantifizierung nach Holzhauer-Rieger /1990/ durchgefuhrt werden. Danach werden die
Proben reduziert und methyliert, wodurch allerdings Storpeaks anderer Qualitdt entstehen
konnen, so dal? zur Erfassung aller Aminosduren eine Untersuchung der Proben nach beiden
Methoden erfolgen muf3.

Abbildung 3.6 zeigt ein typisches Chromatogramm. Es sind deutlich die Peaks von Cystein und
ACV zu ekennen, die nur bei der reduzierten / methyierten Methode auftreten. Die
nachfolgende Tabelle gibt enen Uberblick (ber die durchgefiinrten Schritte zur

Aminosaureanal ytik

140000 ——————————————

ASP
ILE
MET
105000 |- T | -
PHE
GLU
';1 TRP
= 70000 - Asn GLNHIS TYR i
c _ ACV
.(%7 a-AAA SER THR ARG, 5
35000 | GLY cvs ]
L d U LYS
. dk U b .
0 10 20 30 40 50 60

Retentionszeit [min]

Abb. 3.6 : Chromatogramm eines reduzierten und methylierten Aminosdure-Standards
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Arbeitsschritt

Beschreibung

Probenvorbereitung fur die native Messung

Probenvorbereitung far die  red./meth.

Messung

Zellfrei-Extrakt MeOH
(1+4), 10min auf 0°C, Zentrifugation (14.000

entproteiniert mit

Upm, 2min)
Probenverdiinnung: 1. fir intrazdluldre
Messungen keine, 2. fur extrazellulare

Messungen 1:200 und 1:1000 mit Boratpuffer

pH10,0

AS-Standard-V erdiinnung: 1+3 mit
Boratpuffer pH10,0 (25nmM)

Zellfrei-Extrakt entproteiniert mit MeOH

(1+4), 10min auf 0°C, Zentrifugation (14.000
Upm, 2min)

AS-Standard-V erdiinnung:
Boratpuffer pH10,0 (25nM)
Reduktion/Methylierung:
0,1ml Probe bzw. Standard
+0,25ml Boratpuffer pH8,0
+0,05ml 20mM DTE
+0,05ml 400mM Methyliodid
in 50%MeOH

+0,1ml 4M NaOH

10min Reaktion bei 20°C
+0,1ml 4M HCI

+0,35ml Boratpuffer pH10,0

1+3 mit

Herstellung des OPA-Reagenzes

54mg o-Phtaldialdehyd in 1ml Ethanol
+0,04ml Mercaptoethanol

ad 10ml Boratpuffer pH9,5

24h dtern lassen und bei 4°C lagern
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Derivatisierung

automatische Vorsaulenderivatiserung  mit
OPA-Reagenz

Proben + OPA = 1+1

1,5min Reaktion bel RT

0,01ml Injektionsvolumen

Eluent A

Eluent B

17g Natriumacetat x 3H20

+15g Natriumdihydrogenphosphat
ad 2,5| bidest.Wasser

+52ml Tetrahydrofuran

+52ml MeOH

54%MeOH (mit bidest. Wasser)

Gradientensteuerung

durch Autochrom CIM Interface

von 0% auf 50% Eluent B, linear in 55min
50% Eluent B 5min halten

von 50% auf 0% Eluent B, linear in 5min

0% Eluent B 2min halten

67min Gesamtdauer

Iml/min FHufl¥ate

Uber Trennsiule Resolve™ C18, 90A, 5nm
(Waters); 3,9x150mm,; bei 30°C

Detektion
Datenaufnahme

Auswertung

Fluoreszenz, Ex=370nm, Em=420nm
Autochrom CSI2 Interface

Apex Chromatographie-Software

Tab. 3.1: Arbeitsschritte fur die Bestimmung von Aminosauren
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3.71.11 Organische Siuren

Die Bestimmung von Pyruvat, Succinat, Lactat, Formiat und Acetat in einem Analysengang
wurde mit Hilfe einer auf dem Prinzip der lonenausschluf3chromatographie basierenden HPLC-
Anlage bestehend aus einem Entgaser (Gastorr GT-103), einer HPLC-Pumpe (Pharmacia
LKB), einem Autosampler (Pharmacia LKB), einer Vorsdule (Shodex R Spak KC-LG), einer
Trennsdule (Shodex R Spak KC-811), einem Wasserbad (Julabo U3) und einem UV-Detektor
(Soma Optics LTD S-3702) durchgefuhrt. Zur Datenerfassung dient das auf einem PC
installierte Chromatographie Datensystem Andromeda 1.6 der Firma Techlab.

Die zdlfrden on-line Kultivierungsproben werden im  Verhditnis 1.5  mit
Perchlorsdure/Perchlorat versetzt, 48h kiihl gelagert, 8min bei 6000Upm abzentrifugiert und
vorsichtig dekantiert. Eine anschlieffende Lagerung von einer Woche bel -22°C und
anschlief}ender erneuter Zentrifugation sorgt fur eine vollstdndige Entproteinierung.

Die so gewonnenen Proben kdnnen Uber den Autosampler in Injektionsvolumen zwischen 5
und 20pl auf das System aufgetragen werden.

Die organischen Séuren werden auf der aus Polystyrol/Divinylbenzol bestehenden Trennsdule
bei einer Temperatur von 40°C mit einem aus 15mM Schwefelsiure bestehenden Eluenten
(Fluf3: 0,7ml/min) in 95min aufgetrennt und bei einer Wellenlénge von 205nm detektiert.

Die Auswertung der Chromatogramme und Zuordnung der Konzentrationen erfolgt Uber eine
vorher vermessene Standardreihe, die jedesma frisch angesetzt wird und somit eine gute

Kalibration des Systems garantiert.

3.7.1.12. Bestimmung des Gelostkohlenstoffgehaltes (DOC) - TOCOR

Eine wichtige Grof3e, um Bilanzierungen durchzufihren, ist der im Medium gel0ste organische
Kohlenstoff. Hier werden ale kohlenstoffhaltigen Verbindungen as Summenparameter
detektiert und somit wird ein Einblick erhalten, wie hoch der Anteil der Substanzen ist, die
durch die restliche Analytik nicht erfal% werden. Durch einfache Differenzenbildung kann auf
noch nicht mef3bare Substanzen geschlossen werden.

Die Messung des DOC-Wertes (Dissolved Organic Carbon) erfolgt mit einem handel stiblichen
TOCOR 3-Anaysator (Fa. MAIHAK), der neben denm DOC auch den DIC-Wert (Dissolved
Inorganic Carbon) mif%t. Im TOCOR 3 wird der Kohlenstoff der geltsten organischen
Verbindungen photochemisch durch das UV-Licht einer Hg-Niederdruckdampflampe
vollstéandig zu CO, oxidiert.
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Die entstehende CO,-Konzentration wird von einem UNOR-Infrarot-Analysator in en
proportionales, elektrisches Signal umgewandelt. Der zeitliche Verlauf des Signas hat die
Form eines Pesks. Die Peakflache wird aufsummiert, und nachdem das Gerét mit ener
Standardreihe (Priflosung) kalibriert worden ist, kann tber ein Digital-Voltmeter direkt der
DOC bzw. DIC-Wert abgelesen werden. Eine weitere Moglichkelt ist das Auslesen der Daten
Uber eine serielle Schnittstelle. Mit dem Programm Labtech Notebook kann der Peak optisch
dargestellt und bearbeitet werden, so dal3 eine noch grofiere Reproduzierbarkeit gewahrleistet
ist.

Das zu analysierende Kultivierungsmedium (1ml) wird bei ausgeschalteter UV-Lampe in den
Reaktor eingespritzt, welcher Schwefelsaure (pH 2 bis 2,5) enthdlt. Nach dem Einschalten der
Begasung mit Sauerstoff wird innerhalb von 2min der anorganische Kohlenstoff as Carbonat
ausgetrieben (DIC-Wert). Nach Erreichen der Nullinie wird die UV-Lampe eingeschaltet und
es findet die Oxidation innerhalb von 3 bis 12min statt.

Nach erneutem Rickgang auf die Nullinie kann der Peak ausgewertet werden (DOC-Wert).
Eine Verdinnung ist nur begrenzt notwendig, da durch Variieren der Probemenge ein grof3er
Bereich abgedeckt wird. Die Angabe der Werte erfolgt in mg/l und wird Uber eine

Standardreihe aus Glucose in unterschiedlichen K onzentrationen bestimmt.

0,06 -

0,05 [~

0,04

Signal

0,03 [~

0,02 [~

0,01 [~

1 1 1 1 1 1 1 "
00:01:39 00:03:19 00:04:59 00:06:39 00:08:19

0,00

Zeit [min]

Abb. 3.7 : Typischer Verlauf der Oxidation des Kulturmediums mit dem TOCOR
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3.7.2 Intrazellulare Analytik

3721 Zellaufschlufl?

Um reproduzierbare intrazelluldre Messungen zu garantieren, muf3 neben dem schnellen
Abstoppen des Stoffwechels auch die quantitative Zerstorung der Zellen gewahrleistet sein.
Diesist in fast alen vorherigen Untersuchungen in Frage zu stellen, da sehr unterschiedliche
morphologische Strukturen im Laufe einer Kultivierung auftreten. Nach Beyer /1996/ ist ein
Zdlaufschlul? mit einer FrenchPress am vielversprechendsten, es konnten damals aber keine
sgnifikanten Unterschiede zu Zellaufschliissen mit Ultraschall nachgewiesen werden. Fahimi
/1998/ zeigt im Rahmen einer Diplomarbeit jedoch, dal3 erhebliche Unterschiede in den
Messungen auftreten konnen, je nachdem, welche Art des Aufschlusses verwendet wurde.
Neben mechanischen Methoden (Ultraschall, Schwingmihle, Modrser) wird auch eine
enzymatische Lyse durchgefiihrt. Die genaue Beschreibung der untersuchten Verfahren und
angewendeten Kombinationen findet sich dort. Am effektivsten stellte sich der Zellaufschluf3

mit dem Morser da, so dal3 dieser auch in den weiteren Untersuchungen angewendet wurde.

Je zwei Eppendorf-Reaktionsgefél3e werden mit den auf Eis aufgetauten Kultivierungsproben
gefillt und zentrifugiert (3500Upm, 2min, 2°C). Der Uberstand wird bei 0°C aufbewahrt. Die
Ricksténde werden in flissigem Stickstoff schockgefroren. Die Eppendorf-Reaktionsgefalie
werden mit einer Zange aufgeschnitten und der gefrorene Rickstand in einen handelsiiblichen
Feinmorser gedriickt. Der Morser ist in einer Schaumstoffverkleidung mit Eis und fllssigem
Stickstoff vorgekuhlt. Unter regelmélliger Zugabe von flissigem Stickstoff werden die Proben
zermorsert. Es ist streng darauf zu achten, dal3 die Proben nicht wahrend des Mahlvorganges
auftauen, da sonst ein Verschmieren an der Morserwand nicht zu verhindern ist. Anschlief3end
wird das Zelpulver mit seinem Uberstand wieder vereinigt. Nach der Zentrifugation

(3500Upm, 3min, 2°C) kdnnen die intrazelluléaren Messungen durchgefiihrt werden.
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3.7.2.2 RNA-Bestimmung nach K lenzi

Die RNA-Bestimmung orientiert sich an einer Vorschrift, die auf Kienzi et al. /1979/
zuriickgeht. Dieses Verfahren beruht auf dem unterschiedlichen Verhalten von DNA und RNA
gegentiber Alkalihydroxiden. Die DNA kann danach nicht akalisch hydrolysiert werden, well
ihr im Gegensatz zur RNA eine sekundére Hydroxy-Gruppe fehlt. Durch eine pH-Wert-
Verschiebung in den sauren Bereich gehen die RNA-Monomere in Losung. Dagegen bleiben
die Proteine und die DNA unlgdlich. Beim Absorptionsmaximum von 260nm 183 sich die RNA
guantitativ erfassen. Um Tribungseffekte zu eliminieren, wird auf3erhalb der Absorptionsbande
bei 320nm ebenfalls die Extinktion bestimmit.

Mittels einer RNA-Stamml6sung aus Torula utilis wird im Vorfeld die optimae
Verfahrensweise und Verdinnung ermittelt, bei der gemessen werden soll. Die
Reproduzierbarkeit ist dabei ebenso sichergestellt worden, wie die Stabilitdt des RNA-
Komplexes tber mindestens 24h. Da es sich hier um eine quantitative Absolutmessung handelt,
ist bei den weiteren Messungen auf das Mitflhren eines Standards verzichtet worden.

Von den extra- und intrazelluldren Probentiberstanden werden jeweils 0,5ml entnommen und
mit 2ml 0,3N KOH, bei 37°C, 1h inkubiert. Anschlief3end &% man die Proben abkihlen und
sduert sie mit 10N Perchlorsdure an (ca. 0,075ml), bis eine klare Losung entsteht. Die
ausgefallene DNA  wird abzentrifugiert (3500Upm, 10min, RT) und der verbleibende
Uberstand mit 0,5N Perchlorsiure 1:50 verdiinnt. Mittels einer Deuteriumlampe wird im
Spektrometer bei 260nm und bel 320nm in einer Quarzkivette gemessen.

Aus der Differenz der beiden Extinktionswerte (E) ergibt sich die optische Dichte, aus der die

Gesamtmenge an RNA berechnet werden kann:

ODProbe = E260 - E320
1 0D = 33,3 ng/ml RNA
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3.7.23
Fur die Untersuchung an der HPLC ist es nétig, alle Probentberstande durch Gelfiltration mit

Probenvor bereitung fir dieHPLC

Sephadex®-Saulen nochmals aufzureinigen und von Glycerin zu befreien. Diese so gewonnenen

Zé€llfrei-Extrakt-Proben kénnen bis zur Messung auf fliissigem Stickstoff schockgefroren und

bei -80°C gelagert werden.

Methode

Beschreibung

Material

Ultrazentrifugation

14.000 Upm, 3min, 2°C

Kuhlzentrifuge
(B. Braun Sigma 3K 20)

Gdlfiltration

Kuhlraum, 4°C

1ml Probe einlaufen lassen

Sephadex® G25 Medium

(NAP™-10/ Pharmacia)

+0,5ml Eluationspuffer Eluationspuffer:

+1ml Eluationspuffer 50mM TRIS/HCI (pH 7,5)
10mM KCl
10mM MgSO,
1ImM DTT

insg. 1,5ml auffangen

Tab. 3.2: Arbeitsschritte zur Probenvorbereitung

3.7.24 Enzymatische Aktivitatsbestimmungen

Nach den Arbeiten von Tollnick /1996/ und Beyer /1996/ galt es, die eingefihrten Analytiken
als Routine zu etablieren, da sich der Aufwand fir solche Messungen nur lohnt, wenn sich fr
jede durchgefihrte Fermentation ein komplettes Enzymspektrum ergibt. Nur aus vollstandigen
Datensétzen konnen Aussagen Uber Engpadsse und Strategien fir Verbesserungsansitze
gemacht werden. Der Schwerpunkt der Untersuchungen liegt weiterhin auf dem postulierten
Engpald der Biosynthese des Cephalosporin C - der ACVS-Aktivité. Es konnte eine
Routineanalytik fir die Messung der ACVS- und der IPNS- Aktivitét eingefihrt werden.
Probleme treten weiterhin bel der Messung der restlichen Enzymaktivitéten auf. Grundsétzlich
ist die Messung der Hydroxylase- / Expandase - und der Acetyltransferase- Aktivitdt moglich,

erfordert jedoch eine erheblichen chromatographi schen Aufwand.
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3.7.24.1 Proteaseinhibitoren

Ein grofes Problem bei der Messung von intrazelluldren Proteinen ist das Auftreten einer
hohen Proteasesktivitdt im Kulturmedium. Diese ist einerseits auf das aktive Ausschleuf3en der
Protease zurtickzufiihren, andererseits auch auf die zunehmende Zelllyse wéhrend einer
Kultivierung. Genaue Untersuchungen und Aktivitdtsspektren finden sich bei Backermann
/1996/.

Die hohe Proteaseaktivitét erschwert es erheblich, geringe Konzentrationen in Enzymassays
und anderen Protein relevanten Tests quantitativ zu charakterisieren. Gerade im Hinblick auf
die sehr niedrige ACV S-Aktivité mufdte ein Weg gefunden werden, um die Proteaseaktivitét
im Testansatz niedrig zu halten.

Hierzu wurden schon dem Aufschluf3puffer Proteaseinhibitorcocktails zugesetzt, um ein breites
Spektrum abzudecken. Desweiteren wurden zahlreiche Tests mit alten Aufschlul3proben
durchgefihrt, um den effektivsten Inhibitor zu finden. Es snd mehrere der géngigen

Proteaseinhibitoren getestet wurden.

I nhibitor Proteasen
EDTA Metalloproteasen
PM SF/Pefabloc Serinproteasen
Leupeptin Serin-,Cysteinproteasen
Pepstatin Aspartinproteasen
Bestatin Aminopeptidasen
E64 Cysteinproteasen
Complete alle genannten

Tab. 3.3: Verwendete Proteaseinhibitoren

In den Tests zeigte sich, dal3 - im Hinblick auf die wichtige ACV S-Aktivitét - der Einsatz von
Pepstatin mit EDTA die effektivste Hemmung brachte. In der nachstehenden Graphik ist die
relative Peakflache gegen die eingesetzten Inhibitoren aufgetragen und gibt somit - bei genau
gleicher Behandlung der Probe - Aufschluld Gber die gebildete Menge an ACV und somit bei
vorausgesetzter gleicher Aktivitéat des Enzyms die beste Inhibitorleistung.
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Ein nicht zu charakterisierendes Problem ist jedoch, dal3 nicht genau gesagt werden kann,

inwieweit eine Uberkonzentration der Inhibitoren sich negativ auf die Aktivitaten der einzelnen
Enzyme auswirkt.

160

A : EDTA/PMSF

B : EDTA/Pefabloc

C: EDTA/Leupeptin

D : EDTA/Pepstatin

120 E: EDTA/Bestdin

F: Kombination aller

G : Kombination + E64

H : EDTA/PM SF/Pepstatin

80

rel. Peakflache [%]

Inhibitor

Abb. 3.8 : Rdative Peakflache der ACV-Konzentration

3.7.24.2 ACV-Synthetase (ACVS)

Die Messung der Enzymaktivitét von ACV-Synthetase geht auf Banko /1986/ zuriick. Dem
Testansatz sind zusétzlich Serin-Protease-Inhibitoren PMSF und EDTA zugesetzt, um
Nebenaktivitéten der IPNS zu verhindern. Diese Methode geht auf Beyer /1996/ zuriick und
wird hier, trotz der z.T. bereits im AufschluRpuffer der Proben enthaltenen Inhibitoren,
ebenfalls angewandt, um einen optimalen Vergleich zu erméglichen. Alle Substanzen werden,

wenn nicht anders angegeben, in 50mM TRIS/HCI (pH 7,5) gel6st. Die folgenden Tabelle stellt
die Arbeitschritte Ubersichtlich dar.
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Verarbeitungsschritte

Anmerkungen

0,05ml 50mM AAA
+0,01ml 50mM Cys
+0,05ml 50mM Vdl
+0,008ml 200mM DTT

5min Reaktion bei 25°C

neutral. mit 0,5m/mg AS 4N NaOH
neutral. mit 0,5m/mg AS 4N NaOH
neutral. mit 0,5m/mg AS 4N NaOH

+0,025ml 200mM Magnesiumsulfat
+0,132ml 50mM TRIS/HCI (pH7,5)
+0,05ml 100mM ATP

+0,02ml 25mM EDTA

+0,005ml 100mM PM SF

+0,15ml Z€llfrei-Extrakt

Omin bzw. 60min Reaktion bal 25°C

neutral. (1,3m/mg 4N NaOH); immer frisch!

in 2-Propanol 16sen

+1ml MeOH

eiskalt; zum Abstoppen der Reaktion

Tab. 3.4: Testansatz fur die Bestimmung der ACV S-Aktivitét

Die Quantifizierung der ACV erfolgt nach der reduziert/methylierten Methode der

Aminosaure-HPLC .

Die Berechnung der Enzymaktivitét erfolgt in Units/g(Protein). Dabel werden die durch den

Bradford-Test ermittelten Proteinwerte verwendet:

U (ACVS) = [Dnacy - 1000 -1000 - 1000] / [M

acy * 60MIin - ng ]

Dnacv = Stoffmengendifferenz zw. 60min- und Nullproben in mg/ml

MACV = 363,44 g/mol

N5 = gemessene Proteinmenge aus Bradford in mg/|
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Da die Enzymeinheit in mmol/min angegeben wird, mul3 der Faktor 1000-1000 eingefihrt
werden, um die ACV-Stoffmenge in mmol umzurechnen. Auf3erdem muf3 eine Umrechnung der
Proteinkonzentration aus der Bradfordmessung in g/l erfolgen, wodurch ein zusétzlicher
Faktor 1000 notwendig ist.

3.7.4.2.3 Isopenicillin N-Synthetase (IPNS)

Die Bestimmung der Enzymaktivitdt von IPNS erfolgt nach der Vorschrift von Kupka et al.
/1983/. Dabei kann nicht zwischen der gebildeten Menge an Penicillin N und Isopenicillin N
unterschieden werden. Es wird daher der Summenpeak aus den beiden Produkten ausgewertet.
Diese Vereinfachung ist zulassig, wenn von einer vernachléssigbaren Menge gebildeten
Penicillin N ausgegangen wird, so dal3 die Vergroferung des Peaks als aleiniges Ergebnis der
Isopenicillin N-Produktion gedeutet wird. Als Standard wird eine Penicillin N-Probe mit
Img/ml mitgefthrt, die freundlicherweise von der Fa Hoechst AG Frankfurt/Main zur
Verfugung gestellt wurde. Alle Substanzen sind, wenn nicht anders angegeben, in 50mM
TRIS/HCI (pH 7,5) gelst.

Verarbeitungsschritte Anmerkungen

0,01ml 6,25mM bissACV neutralisieren
+0,008ml 60mM DTT

15min Reaktion bei 25°C
+0,01ml 10mM Eisensulfat in bidest. Wasser gel6st
+0,05ml 100mM KClI

+0,05ml 100mM Magnesiumsulfat

+0,034ml 10mM Ascorbinsaure neutralisieren
+0,288ml 50mM TRIS/HCI (pH 7,5)
+0,05ml Zdllfrei-Extrakt bzw. Standard

Omin bzw. 20min Reaktion bel 25°C
+1ml MeOH eiskalt; zum Abstoppen der Reaktion

Tab. 3.5: Testansatz fur die Bestimmung der IPNS-Aktivitét
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Die Quantifizierung des IPN bzw. PEN erfolgt nach einer Methode fur die gesamte Produkt-
und Zwischenprodukt-Bestimmung der Fermentationen, die am Institut fir Technische Chemie
entwickelt wurde. Hiernach erfolgt die Detektion von PENN/IPN bel 220nm. Zur genauen
Lokaliserung des Peaks wurden Vorfelduntersuchungen mit Testansdtzen aus PENN, DTT
und ACV durchgefiihrt. Diese ergaben die Notwendigkeit, die Flul¥ate auf 1,5ml/min zu
reduzieren, um eine gute Trennung des PENN/IPN-Peaks vom DTT-Peak zu gewahrleisten.
Die folgende Ubersicht zeigt die Spezifikationen der Methode.

Eluent 4,37g Natriumdihydrogenphosphat
+6,99g Tetrabutylammoniumhydrogensulfat
ad 2| bidest. Wasser

+100ml MeOH
Trennsdule Nucleosil 100 5 C;5 (Macherey-Nagel, Diren);
125mm
Flul¥rate 1,5ml/min
Dauer 40min
Temperatur 30°C
I njektionsvolumen 5m
Detektion UV 220nm (Gynkotek)

Die Berechnung der Enzymaktivitdt erfolgt in Units/g(Protein). Dabel werden die durch

Bradford-Test ermittelten Proteinwerte verwendet:

U, (IPNS) = [D njpN- 1000 - 1000 - 1000] / [M g, + 20min - ng, ]
Dn,, = Stoffmengendifferenz zw. 20min- und Nullproben in mg/ml
M = 359,4 g/mol

N = geMessene Proteinmenge aus Bradford in mg/|
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3.7.4.2.4 Deacetoxycephalosporin C-Synthase (Expandase)/-Hydroxylase

Die durchgefiihrten Testansdtze gehen auf die Vorschriften von Jensen et al. /1985/ zuriick
und wurden von Beyer /1996/ modifiziert. Die genaue Beschreibung ist dort zu finden. Der
Expandase-Aktivitétstest erfolgt in 1,5ml Reaktionsgefallen mit in TRIS-Puffer geltsten
Substraten und Kofaktoren und ist grundséizlich fir Paralelbestimmungen geeignet. Der
Hydroxylase-Aktivitétstest erfolgt nach der gleichen Verfahrensweise, jedoch mit einer DAOC-
Stammlésung anstelle der Penicillin N-Stammldsung. Die schon von Beyer beobachteten,
aufgetretenden Probleme konnten auch in dieser Arbeit nicht vollsténdig beseitigt werden. So
erschwert der Einsatz der Proteaseinhibitoren die Lokaliserung und Quantifizierung des
Penicillin N-Peaks und es treten weiterhin die Storpeaks durch Methanol und durch die
eingesetzten Kosubstrate auf. Es konnten jedoch einige wertvolle Messungen durchgefihrt
werden, was man jedoch nicht als Routineanalytik bezeichnen kann. Erheblichen Einflul’ auf
die Durchfuhrung dieses Aktivitétstests hat das Sdulenmaterial und die Qualitét des Eluenten.
Beides sollte moglichst neu bzw. frisch angesetzt sein. Desweiteren kann man durch Variieren
der Fluigeschwindigkeit zwischen 1 und 2,5 ml/min zu besseren Auftrennungen kommen, was

allerdings zahlreichen Probenverschleild mit sich bringt.

Verarbeitungschritte Anmerkungen

Stammlésung : Einsatz 0,4 ml
0,413ml 100mM KCI
+0.13ml 100mM MgSO,

+0.022ml 10mM FeSO, gelost im dest. H,O
+0,154ml 100mM Ascorbinsaure neutralisiert !
+0,22ml 25mM a-Ketoglutarat neutralisiert !

+0,154ml 10mM PenN bzw. 10mM DAOC
+3,025ml 50mM TRIS/HCI (ph 7,5)
+0,055ml 100mM PM SF geldst in 2-Propanol

+0,1 ml Z€lfreiextrakt

25 min inkubieren

+1ml MeOH eiskalt, Abstoppen der Reaktion

Tab. 3.6 : Testansatz fur die Bestimmung der Expandase/Hydroxylase-Aktivitét
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Die chromatographische Analyse findet nach der Produktmethode unter variierenden
Fluf3geschwindigkeiten statt.

Zur Berechnung spezifischer Expandase-Aktivitdten wurde die im Resktionsansatz gebildete
Menge an DAOC und DAC auf die Inkubationsdauer (25min) sowie auf das im Ansatz

vorliegende Protein bezogen, eventuelle Verdiinnungen miissen beriicksichtigt werden.
Uge(Expandase) = [Dnpaoctpac)] / [M paoc+pac) * 25 Nerai]

Dn , = Stoffmengendifferenz zw. 20min- und Nullproben in mg/ml

(DAOC+DAC

M = 754,29 g/mol

(DAOC+DAC)

N = gemessene Proteinmenge aus Bradford in mg/|

Zur Berechnung spezifischer Hydroxylase-Aktivitdten wurde die im Reaktionsansatz gebildete
Menge an DAC auf die Inkubationsdauer (25min) sowie auf das im Ansatz vorliegende

Gesamtprotein bezogen.
Uspez(Hydroxylﬁ) = [Dn(DAc)] / [MDAC'25' nprot]

DN pacy = Stoffmengendifferenz zwischen 20min- und Nullproben in mg/ml

(DAC

M pag) = 385,13 g/mol

(DAC

N = gemessene Proteinmenge aus Bradford in mg/|
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3.7.4.25 Deacetylcephalosporin C-Acetyltransferase (Acetyltransfer ase)

Die Aktivitdten der Acetyl CoA-Deacetylcephalosporin C Acetyltransferase wurden nach einer

von Matsuyama et al. /1992/ entwickelten Methode bestimmt. Der Aktivitétstest wird mit

einem Gesamtvolumen von 0,1 ml in 1,5 ml Reaktionsgefél3en durchgefuhrt.

Verarbeitungschritte

Anmerkungen

Stammlésung : Einsatz 0,09ml
0,836ml 100mM TRIS/HCI (pH7,5)
+0,044ml 100mM MgSO,
+0,055ml 50mM DAC

+0,055ml 100mM Acetyl CoA

+0,01ml Z€ lfreiextrakt
20min inkubieren bei 25°C

neutralisiert !

0,2ml MeOH

eiskalt zum Abstoppen der Reaktion

10min lagern und abzentrifugieren
(15000upm)

Entproteinierung

Tab. 3.7: Testansatz fur die Bestimmung der Acetyltransferase-Aktivitét

Zur Berechnung spezifischer Acetyltransferase-Aktivitéten wurde die im Reaktionsansatz

gebildete Menge an Cephalosporin C auf die Inkubationsdauer sowie auf das im Ansatz

vorliegende Gesamtprotein bezogen.

Uge(Acetyltransferase) = [Dnicre)] / [Mcre) *20°Nerod]

Dn

(CPC)

M = 415,2 g/mol

(CPC)

= Stoffmengendifferenz zw. 20min- und Nullproben in mg/ml

N = gemessene Proteinmenge aus Bradford in mg/|
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4. Ergebnistell

4.1 Kultivierungen in komplexen Medien

Die Kultivierungen im komplexen Medium werden in erster Linie zur Produktivitétssteigerung
des verwendeten Hochleistungsstammes von Acremonium chrysogenum durchgefihrt und
sollen moglichst gleichzeitig Aufschlufd Uber eventuelle Engpésse in der Biosynthese des
Cephalosporin C bzw. Uber Produktivitétsgrenzen geben. Die gewahlten Medienkompositionen
liegen nahe an der Zusammensetzung des in der Industrie verwendeten Kulturmediums, um
somit alle erhaltenen Ergebnisse einfacher Ubertragen zu konnen. Es werden zahlreiche
Kultivierungen im 30L-Mal3stab durchgefiihrt, deren Medienzusammensetzungen im Anhang
zu finden sind. In den Arbeiten von Tollnick /1996/ und Beyer /1996/ sind mehrere Hypothesen
aufgestellt worden, die gentigend Ansatzpunkte geben, um eine weitere Verbesserung der
Produktivitdt durch gezielte Medienzusammensetzungen zu ereichen. So ist deutlich zu
erkennen, dal3 die aktive Produktionsphase in den verwendeten Medien relativ frih
abgeschlossen war (nach ca. 90-100h, Seidel /1996/) und sich danach im Kulturmedium
hauptsachlich Nebenprodukte anhauften. Nachdem gezielte Glucosezufitterungsexperimente
zur Verléangerung der Produktionsphase durchgefihrt worden sind, werden die in der
Biosynthese des Cephalosporin C bendtigten Aminosduren genauer betrachtet. Da nach Beyer
11996/ zwar ale Aminosauren intrazelluldr in ausreichender Menge vorliegen, zeigten die
Aufnahmeraten der extrazelluld&ren Aminosduren enen starken Bedarf an leicht zu
metabolisierenden (L-Alanin) und zudem fur die Produktbiosynthese direkt zu verwertenden
Aminosauren (L-Valin, L-Serin).

Als erstes wird ein Uberblick tiber den Verlauf einer charakteristischen Kultivierung gegeben,
die stellvertretend fir alle durchgefiihrten Fermentationen in den mit Aminosiuren versetzten
Medien steht. Der Verlauf der dargestellten Kultivierungsparameter kann fir Acremonium
chrysogenum in komplexen Medien dieser Art verallgemeinert werden, da durch Variation der
Aminosiurezusammensetzung im Medium kaum Anderungen im zeitlichen Verlauf der
Kultivierung - vor allem des Wachstums - nachzuweisen waren. In Hinblick auf die Produktion
des Cephalosporin C dellten sich jedoch interessante Zusammenhdnge heraus. Diese
Unterschiede werden in spéteren Kapiteln dargestellt, so dal3 im folgenden nur der Verlauf der
Produktkonzentrationen betrachtet wird.
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4.1.1 Charakteristischer Kultivierungsverlauf - Wachstumspar ameter

Die Kultivierungen mit dem A3/2-Stamm von Acremonium chrysogenum zeigen einen
einheitlichen Verlauf (Abb. 4.1). Der pH-Wert félt nach dem Durchlaufen eines kleinen
Maximums innerhalb der ersten 40 Stunden steil ab. Bei Erreichen des pH-Wertes von 5,75
setzt die Regelung ein, die den Wert konstant zwischen 58 und 6 hélt. Der
Ammoniakverbrauch dient als zusétzlicher Beobachtungspunkt, da er immer dhnlich erfolgt
und somit Aufschlu® Uber den Stand der Kultivierung gibt. Zum Ende der Kultivierung ist
immer ein kurzer Anstieg des pH-Wertes zu verzeichnen, der auf die zunehmende Zellyse
zurtickzufiihren ist. Zu diesem Zeitpunkt wird folglich auch kein Ammoniak mehr verbraucht.
Der pO,-Wert féllt mit zunehmender Biomasse proportional ab und erreicht nach 60-70
Stunden die 60%-Grenzmarke, bel der die Regelung mit Prefduft und - bei Bedarf - Sauerstoff
einsetzt. Auf diese Weise wird eine ausreichende Sauerstoffversorgung garantiert. Die hier
gezeigte NAD(P)H-Fluoreszenz wird eine zeitlang als Uberwachungsmethode eingesetzt, dann
aber durch die 2D-Fluoreszenz-Spektrometire ersetzt. Zusétzlich ist das Futterungsprofil fur
das Sojadl dargestellt, aus dem deutlich wird, dal3 eine den Bedirfnissen des Pilzes angepalite

Dosierung gewahlt wurde, d.h. die Sojadlzudosierung wird dem Biomassezuwachs

mengenmaldig angepalit.
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Abb.4.1:  Kultivierungsparameter (pH- und pO,- Wert, Ol- und Ammoniakverbrauch

sowie die Fluoreszenzintensitét)
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Die off-line gemessenen Standardwerte fir die extrazeluldren NH,- und PO,>-
Konzentrationen sowie der Gesamtzuckergehalt zeigen das klassische Bild, wie in Abbildung
4.2 zu erkennen ist. In der exponentiellen Wachstumsphase des Pilzes werden aufgrund der
Glucose-6-Phosphat-Synthese in der Zelle sowohl Zucker und Phosphat parallel aufgenommen
und verstoffwechselt. Nach ca. 60 Stunden ist der Zucker verbraucht und es erfolgt die
Umstellung auf andere Kohlenstoffquellen, wobel immer ein nicht verstoffwechselbarer
Restanteil an Oligo- und Polysacchariden zurtickbleibt. Zu dieser Zeit wird auch verstérkt
Ammonium aufgenommen. Mit zunehmender Zellyse steigt die Phosphatkonzentration wieder
an, wéhrend die Ammoniumkonzentration nahezu konstant bel 0,3g/l liegt und somit bewuf3t

niedrig gehalten wird, um eventuellen Hemmechanismen in der Cephalosporin  C-Biosynthese

vorzubeugen.
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Abb. 4.2 : Ammonium-, Phosphat- und Gesamtzuckergehalt

Im komplexen Medium ist die Kontrolle des Wachstums bzw. die Bestimmung der Zellzahl ein
grofes Problem, da anhaftende Medienpartikel Mef3werte, wie z.B. die Biotrockenmasse
verfaschen. Daher wird zur on-line Beobachtung die Kohlendioxidproduktionsrate (CPR) als
Parameter fir das Wachstum verwendet. In der folgenden Abbildung 4.3 sind anhand ihres

Verlaufes, deutlich die unterschiedlichen Wachstumsphasen zu erkennen.
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Nach einer kurzen Lagphase von ca. 10 Stunden folgt die exponentielle Wachstumsphase.
Nach 20 Stunden ist die freie Glucose verbraucht und es folgt die Verstoffwechselung der
komplexeren Zucker, die zunéchst durch Amylasen gespalten werden missen. Anschlief3end
mufd sich der Pilz auf Sojadl as Kohlenstoffquelle umstellen (nach ca. 60 Stunden), was
zunéchst die Synthese von Lipasen bedeutet. Das typische diauxische Wachstum ist gut zu
erkennen. Einen @hnlichen Verlauf zeigt die Sauerstofftransferrate (OTR). Nach Umstellen des
Stoffwechsels auf Sojadl sollte eigentlich eine stationdre Wachstumsphase zu erkennen sein,
dies ist alerdings nur bedingt zu beobachten, was an einer Uberdosierung des Sojadls liegt.
Hier wird auch der Vortell deutlich, den eine on-line Sojadlbestimmung mit sich bringen
wirde. Durch die verzweigten Stoffwechselwege und komplexen Spaltprozesse der
Sojadlverwertung kann auch der RQ-Wert keinen sinnvollen Aufschlufd Giber den Zustand der
Zellen geben. Er liegt in der Regel zwischen 0,4 und 0,7, was auf eine nicht optimae
Respiration schliefRen 183, Zusétzlich sind die Begasungsdaten aufgefihrt, die verdeutlichen
sollen, dal3 mit Beginn der Sojadlverstoffwechselung die Viskositét des Mediums stark
zunimmt und somit die GelOstsauerstoffkonzentration abndhme, wenn nicht zusétzlich mit
Sauerstoff begast wirde. Die hohe Viskositdt des Mediums ist zum einen auf die seifenartigen
Spaltprodukte des Sojadls, zum anderen auf die morphologischen Anderungen des Pilzes

(Bildung von geschwollenen Hyphen und Arthrosporen) zurlickzufthren.
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Abb. 4.3: CPR, OTR, RQ und Begasung im komplexen Medium
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Bel der Betrachtung der off-line gemessenen Werte fir Sediment, Biofeucht- und
Biotrockenmassen wird wiederum deutlich, dal3 aus diesen Daten nicht direkt auf die Zellmasse
zuriickgeschlossen  werden kann. Auch wenn in alen Verlaufen die typischen
Wachstumsphasen auszumachen sind, so ist doch der Fehler der Feuchtigkeit bzw. der
mitgetrockneten Festkorperpartikel zu grof3, um quantitative Betrachtungen durchzufihren.
Trotzdem kann die Biotrockenmasse as aussagekréftiger Wert fuar qualitative
Fermentationskontrollen benutzt werden, da der Verlauf dber ale durchgefiihrten

Kultivierungen @hnlich und vor allem reproduzierbar ist.

400 ——————1————7———— 100
> 300} e 47
= / o« m—
LL
m | A / | g
L 200} 450 5
2 1
o F o A 1 ’
® 100 425

O ' | ' | ' | ' | ' | ' | ' O
0 20 40 60 80 100 120 140

Kultivierungsdauer [h]

Abb. 4.4 . Sediment, Biofeucht- und Biotrockenmasse im komplexen Medium

Es lag folglich nahe, nach weiteren Biomasseparametern zu suchen, die direkt Aufschlul3 Gber
Anzahl und Zustand der vorhandenen Zellen geben. Neben der Messung von Proteingehalten
und des Gesamt-DNA-Gehaltes findet vor allem die RNA-Bestimmung Beachtung. Schon
Kuenzi et al. /1979/ nutzten diese Methode zur Quantifizierung der Zellaktivitét und auch in
den in der vorliegenden Arbeit verwendeten Medien stellte sich die Methode als am besten
geeignet heraus. Abbildung 4.5 zeigt die gute Korrelation der RNA-Werte mit der
Biotrockenmasse und dem Proteingehalt. Da die mit dieser Methode bestimmte einstréngige
RNA hauptsichlich in aktiven Zellen vorliegt, kann Uber diesen Wert eine Aussage Uber die
tatsachliche Zellaktivitét getroffen werden.
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Es wird auch deutlich, dal3 zuvor getétigte Aussagen, die die Biotrockenmasse zur Grundlage

haben, nicht als falsch anzusehen sind, da eine Umrechnung durchaus akzeptabel wére.
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Abb. 4.5 Intrazellulérer Proteingehalt, RNA und Biotrockenmasse in komplexen Medien

4.1.2 Betrachtung der extrazellularen Aminosauren

In den folgenden Abbildungen 4.6 und 4.7 werden die typischen Verléufe der wichtigsten
extrazelluldren Aminosduren fur Acremonium chrysogenum dargestellt. Aminosauren bilden
einen entscheidenden Kreuzungspunkt zwischen anabolen und katabolen Reaktionen, so nimmt
der Pilz sehr schndll die leicht verstoffwechselbare Aminosaure L-Alanin auf. L-Alanin kann
auf einfachem Wege durch die Alanin-Aminotransferase in Pyruvat umgewandelt werden und
stellt somit eine gute Energiequelle zu Beginn des Wachstums dar. Das dabei verbrauchte a-
Ketoglutarat wird durch die Glutamat-Dehydrogenase zurtickgewonnen. Es ergibt sich

folgende Bilanz :

L-Alanin + NAD" + H,O < a-Ketoglutarat + NADH + H + NH,"
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Wie im Theorietell aufgefihrt spielt a-Ketoglutarat in der Cephaosporin C-Biosynthese eine
Rolle as Kofaktor, so dal3 neben der positiven Wachstumsbeeinflussung des Pilzes durch L-

Alanin, auch auf eine mogliche Stimulierung der Biosynthese geschlossen werden kann.
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Abb. 4.6 : Verlauf der extrazelluldren Methionin-, Alanin-und Asparaginkonzentrationen

Da es sich bel dem verwendeten A3/2-Stamm um einen Methionin abhangigen Stamm handelt,
wird dem Medium diese Aminosaure in hoher Konzentration zugesetzt (max. 11g/l). Nach
Matsumura et al. /1980/ stimuliert Methionin sowohl direkt die Cephalosporin C-Synthese als
auch die als notwendig fur die Produktion postulierte morphologische Verdnderung zur
Arthrospore. Tollnick /1996/ zeigte jedoch, dal3 der A3/2-Stamm auch ohne Methioninzusatz
zur Produktion fahig ist und morphologische Betrachtungen zeigten, dal? eine ausreichende
Produktion auch ohne Arthrosporenbildung erreicht werden kann /Seidel 1996/. Wie in
Abbildung 4.6 zu sehen ist, wird das zugesetzte Methionin in den ersten 90 Stunden der
Kultivierung zlgig aufgenommen und ist folglich zu Beginn der Produktionsphase nahezu
vollstdndig verbraucht. L-Alanin wird ein wenig schneller aufgenommen, wéhrend das
zugesetzte L-Asparagin langsamer verstoffwechselt wird. In friheren Kultivierungen wurde
dem Medium Arginin zugesetzt, welches sich alerdings as nicht optimal herausstellte, daesim
Laufe einer Kultivierung aktiv von Acremonium chrysogenum ausgeschieden wird und danach

nur unter extremen Bedingungen als Kohlenstoff- bzw. Stickstoffquelle herangezogen wird.
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L-Alanin kann zu Beginn einer Kultivierung somit als die bevorzugte Aminosdure angesehen
werden.

Da der Stamm auch den Weg der Sulfatreduktion beschreiten kann, liegt es nahe, die
Aminosaure L-Serin dem Medium zuzusetzen. Diese Aminosaure liegt Ublicherweise intra- wie
extrazelluldr in sehr geringen Konzentrationen vor und wurde noch nicht mit der Biosynthese
des Cephalosporin C in Verbindung gebracht, daihr eine untergeordnete Rolle zugedacht wird.
Allerdings kann durch die Uber Serin verlaufende Sulfatreduktion Cystein ebenfals als
essentielle Aminosdure fur die Cephaosporin C-Biosynthese zur Verfligung gestellt werden
(siehe Theorieteil). Aus der folgenden Abbildung 4.7 wird deutlich, dal3 gerade ab dem
Moment als Methionin und Serin extrazellulér verbraucht sind, Cystein sich im Medium
anreichert. Es kann aso angenommen werden, dal3 intrazelluldr eine ausreichende Menge
vorliegt. Desweiteren ist zu diesem Zeitpunkt, wie spater noch deutlich werden wird, das
Optimum der ACV-Synthetaseaktivitdt schon erreicht, und es koénnen nicht mehr alle
anfalenden Aminosauren weiterverwertet werden. Dieses gibt sich auch im  aktiven
Ausschleusen der a-Aminoadipinsaure (AAA) zu erkennen, die sich ab der 80. Stunde im

Medium anreichert.
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Abb. 4.7 : Verlauf ausgewahlter extrazelluldrer Aminosdurekonzentrationen
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Der Abfal der AAA-Konzentration ganz am Ende der Kultivierung ist vermutlich auf das
erneute Anwachsen der Kultur zurlickzufihren, zeigt aber keinen Zusammenhang mit einer
eventuellen Produktion. Die optimale Serinkonzentration wurde im Rahmen dieser Arbeit
empirisch ermittelt und liegt bei 0,3 - 0,5g/1.

Deutlich zu erkennen ist auch, dal die gewahlte Konzentration an Valin (0,8 -1g/l) hoch genug
ist, um bis in die Produktionsphase eine ausreichende Versorgung zu garantieren. Da Valin fur
die Produktbiosynthese eine entscheidende Funktion besitzt, kann durch Bereitstellung dieser
Aminosaure im Medium die Cephalosporin C-Biosynthese stimuliert werden. Zudem kann der
Pilz die intrazellulére Synthese des Valins vernachldssigen. Ein direkter Zusammenhang
zwischen der Vainaufnahme und dem Methioninverbrauch konnte nicht festgestellt werden,
beide Aminosauren konnen parallel verstoffwechselt werden.

Das Glutamin - Glutamat System zeigt einen erwarteten Verlauf. Die Glutamatkonzentration
nimmt steil ab, da Glutamat intrazellulér fir die Assimilation des vorliegenden Ammoniums
gebraucht wird. Es ist weiterhin anzunehmen, dal3 dabel entstehendes und Uberschiissiges
Glutamin zunédchst wieder an das Medium abgegeben wird, was den Anstieg der Konzentration
zwischen der 40. und 70. Stunde erklaren kann. Danach wird Glutamin langsam wieder

aufgenommen, um den Aminosaurepool aufzufillen.

4.1.3 Betrachtung der extrazelluldren organischen Sauren

Ebenso wie die extrazellularen Aminosauren in Hinsicht auf ihre Verstoffwechselung ein
interessantes Bild zeigen, lassen sich auch in der genauen Betrachtung der ausgeschleusten
organischen Sduren einige aufschlufreiche Beobachtungen machen. Am Anfang und in der
exponentiellen Wachstumsphase einer jeden Kultivierung ist ein extremer pH-Shift zu
verzeichnen, der bisher auf den Stickstoffhaushat von Acremonium chrysogenum
zuriickgefuhrt wurde /Tollnick 1996/. Die Messung der Konzentration der organischen Sauren
im Kulturmedium macht jedoch deutlich, dal? der Pilz einige organische Séuren aus der Zelle
freigibt (Abb.4.8). Die parallel zur exponentiellen Wachstumsphase steigend verlaufenden
Konzentrationen von Acetat, Succinat und etwas zeitversetzt Formiat konnen nun zur
Erklarung dieser pH-Wert Anderung herangezogen werden. Selbst das am leichtesten zu
verstoffwechselnde Pyruvat liegt zunéchst im Uberschul? vor und reichert sich bis zum Ende

der Wachstumsphase nach 80 Stunden im Medium an.
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Diese Konzentrationserhéhung im Medium 183 sich erkléren, wenn davon ausgegangen wird,
dal3 der Pilz in jedem Medium mit Substraten im Uberschul versorgt ist, so dal’ praktisch erst
eine Art ,,Vorratspool* an wichtigen energieliefernden Metaboliten gebildet werden kann.

Mit Verbrauch des Zuckers und der Aminosduren als Hauptkohlenstoffquellen stellt sich ein
anderes Verhdtnis ein und Acremonium chrysogenum nimmt die notwendigen organischen
Sauren aus dem Medium wieder auf und kann diese sofort an wichtigen Punkten im
Citratzyklus (Pyruvat, Succinat, Acetyl-CoA) oder der Produktbiosynthese (Acetyl-CoA)
wieder einbringen. Gut zu erkennen ist hier unter anderem die Periodizitét des Citratzyklusses -
erst erfolgt die Aufnahme von Pyruvat und zeitversetzt wird Succinat aufgenommen. Nach
Demain et al. /1983/ kann der Pilz Acetat einfach in Acetyl-CoA umwandeln, welches als
Kofaktor in der Produktbiosynthese Verwendung findet. Zudem muf3 beachtet werden, dal3

kleine Molekille wie Pyruvat nahezu ungehindert durch die Zellmembran wandern kénnen.
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Abb. 4.8 : Verlauf der mef3baren extrazelluléren organischen Sauren

Interessant ist weiterhin die hohe Konzentration an Formiat mit 7,2g/l am Ende der
Kultivierung, die genaue Herkunft dieser einfachen organischen Séure konnte bisher noch nicht
geklart werden. Als Folge dieser hohen Konzentration an Formiat ist das Absinken des pH-
Wertes im Medium anzusehen. Dies erfordert eine standige Basenzugabe. Anzunehmen ist, dal3
das freigesetzte Formiat bei einer Spaltungsreaktion (z.B. der Sojadlverwertung durch

Lipasen) als Endprodukt anfallt und nicht weiter verwertet werden kann.
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Lactat wird von dem Pilz as Kohlenstoffquelle nicht bevorzugt aufgenommen und findet
folglich auch erst nach Umstellung des Stoffwechsel auf andere Substrate Beachtung.

Vermutlich wird es auch durch den Stoffwechsel in Acremonium chrysogenum zum Pyruvat
metabolisiert.

414 Betrachtung der intrazellularen Aminosauren

Bel der Betrachtung des Verhdltnisses der intrazelluldren Aminosduren wird deutlich, dal3
Acremonium chrysogenum zu Beginn der Wachstumsphase einen extremen Bedarf an
Aminosduren hat. Diese werden - wie im vorherigen Kapitel gesehen - sehr schnell aus dem
Medium aufgenommen und so schnell verstoffwechselt, dal3 die Konzentrationen intrazellulér
bis zur 90. Stunde so niedrig sind, dal3 eine Erfassung auf3ert problematisch ist. Aus den
folgenden drei Abbildungen 4.9 - 4.11 wird der Unterschied bel der Verstoffwechselung der
Aminosauren im Primér- und Sekundarstoffwechsel deutlich. Wahrend die Aminoséuren
hauptsachlich in den extremen Wachstumsphasen zur Energiegewinnung dienen und folglich in
ale Stoffwechselwege eingebracht werden, zeigt sich nach Umstellung auf den
Sekundérstoffwechsel, dafl? die Aminosiuren im Uberschul synthetisiert werden, was zu einer

intrazelluldren Anreicherung fhrt.
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Abb. 4.9 : Intrazelluldre Konzentrationen von Ala, Asn, Met und Arg
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Abb. 4.10:

Abb. 4.11:
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Vor alem die Precursor-Aminosduren Cystein, Vain und a-Aminoadipinséure missen in
Bezug auf die Cephalosporin C-Bioynthese genauer betrachtet werden. Dabel zeigt sich en
interessantes Bild. Wie noch deutlich werden wird, besitzt die ACV-Synthetase ihr
Aktivitdtsmaximum wéahrend der exponentiellen Wachstumsphase von  Acremonium
chrysogenum (siehe Kap. 4.1.5). Zu diesem Zeitpunkt existiert folglich eine Konkurrenz
zwischen Primér- und Sekundérstoffwechsel um diese drei Substrate. Es mul3 also
gewdhrleistet werden, dal3 die ACV-Synthetase zu diesem Zeitpunkt die drei Aminosauren in
ausreichender Menge vorfindet, um die Bildung des Tripeptids ACV zu garantieren. Wie aus
den intrazelluléren Daten deutlich wird, sind die Konzentrationen zu dieser Zeit alerdings
relativ niedrig, was jedoch nicht auf eine Unterversorgung sondern auf die sehr schnelle
Umsetzung zum Tripeptid ACV zurickgefuhrt wird, welches sich zu diesem Zeitpunkt

anreichert.

4.1.5 Enzymaktivitaten

Eine der wichtigsten gemessenen Grolen fir die Beurteillung des Engpasses in der Biosynthese
zum Cephaosporin C sind die intrazellul&ren Enzymaktvitdten, da die produktbildenden
intrazelluldren Enzymaktivitéten in Hinscht auf Exprimierungszeitpunkt und -ausmal3
entscheidend die Produktivitét des Stammes beeinflussen. Besondere Beachtung gilt der
Aktivitdt der ACV-Synthetase, die nach Beyer /1996/ as Hauptengpald angesehen wird.
Andere Autoren sehen auch in der Acetyltransferase einen moglichen Engpald der Synthese
/Martin et al., 1997/. In der folgenden Abbildung 4.12 ist der Verlauf der ACV-Synthetase-
Aktivitdt bel der gleichen Kultivierung zu sehen, aus der auch die vorhergehenden
exemplarischen Daten stammen. Zusdtzlich sind beispielhaft die ACV-Konzentrationen im
Testansatz und die intrazelluléren Proteingehalte dargestellt. Fir alle anderen Enzyme sind nur
die Aktivitéten aufgefihrt, da die Konzentrationen im Testansatz irrelevant sind. Die Einheit
der Enzymaktivitéten muld — aufgrund eines Gehelmhaltungsabkommens - in ,relative UNITS
[rU]* erfolgen und ist gleich zusetzten einer Angabe in Units bezogen auf eine Massenangabe.
Eine Aktivitdt der ACVS st ab der 20. Stunde mef3bar, von da beginnt ein steiler Anstieg, der
sein Maximum nach 75 Stunden erreicht. Ab diesem Zeitpunkt falt die Aktivitét des Enzyms
kontinuierlich ab. Aus dem Verlauf der ACVS-AKktivitét ist deutlich zu erkennen, dal? das
Enzym sein Aktivitatsmaximum in der exponentiellen Wachstumphase hat und - anders as von
Beyer /1996/ beschrieben - durchaus Uber einen langen Zeitraum, wenn nicht sogar Uber die
ganze Kultivierung, aktiv ist.
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Esist nicht verwunderlich, dal3 ein Enzym, welches am Anfang einer Synthesereihe steht, nach
einer gewissen Zeit weniger exprimiert wird. Durch die vielféltigen Regulierungsmechanismen
im Ablauf des Zdlstoffwechsels wird meistens der ,committed step” einer Synthese zuerst
gehemmt, um die Energieumsetzung in eine andere Richtung zu lenken. Das Ziel enes
Screenings miite nach diesem Verlauf zu urteilen, in der Uberexprimierung der ACVS in der
stationéren Phase bestehen.

Inwieweit es dadurch zu Konkurrenzmechanismen mit der Exprimierung von Lipasen kommt,
kann hier nicht beurteilt werden. Anzunehmen ist jedoch, dal3 Acremonium chrysogenum
aufgrund der Stoffwechselumstellung auf Sojadl es fur notwendig erachtet, die fur den
Sekundarmetabolismus entscheidenden Enzyme zuriickzustellen und ein breites Spektrum an
Lipasen zu entwickeln. Sollte es funktionieren die Stoffwechselumstellung zu umgehen bzw.
se etwas schonender einzuleiten, so ist es durchaus denkbar, dal3 die Aktivitdt der ACVS
keinen so grof3en Abfall erlebt wie bisher.
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Abb. 4.12 : ACVS-Aktivitéat, ACV-Konzentration und der intrazelluldre Proteingehalt

In Abbildung 4.13 sind die Enzymaktivitéten, der in der Biosynthese des Cephalosporin C
beteiligten Enzyme gegenlbergestellt. Der Verlauf der Enzymaktivitédten spiegelt ein
grundsétzlich dhnliches Bild der Verhaltnisse wieder, die Beyer /1996/ und auch Zhang et al.
11987/ erforscht haben.
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Die ACVSAKktivitdt west die deutlich niedrigste Aktivitét Uber den gesamten
Kultivierungszeitraum auf. Zum Vergleich sind Verlaufe der ACVS-AKktivitdt aus zwe
unterschiedlichen Kultivierungen (UD22 und UD26) dargestellt, was verdeutlichen soll, daf3
der Verlauf des Aktivitéatsspektrum dhnlich ist, die absoluten Werte jedoch schwanken kdnnen.

Der Vergleich der Verlaufe der anderen Enzymaktivitdten untereinander verdeutlicht, dal3 der
Einsatz von Proteaseinhibitoren durchweg zu hdheren Aktivitétswerten fihrt. Was vor alemin
den hohen Aktivitatswerten der Acetyltransferase (maximal 80 rU) und der ACVS-Aktivitét
zum Ausdruck kommt, also genau bel den beiden Enzymen, die a's Engpald angesehen werden.
Durch die hohe Aktivitdt der Acetyltransferase in allen betrachteten Kultivierungen kann ein
Engpal? im verwendeten A3/2 Stamm an dieser Stelle der Biosynthese ausgeschl ossen werden.
Im Gegensatz dazu durfte durch die niedrige ACV S-Aktivitdt (maximal 1,3 rU) bestétigt sein,
dal3 hier der Engpald im Hochleistungsstamm liegt.
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Abb. 4.13 : Charakteristischer Verlauf der Enzymaktivitdten in Acremonium chrysogenum
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Die IPNS zeigt die zweithochste Aktivitdt der betrachteten Enzyme. Die Aktivitét ist ab der
40. Stunde deutlich mef3bar und steigt nach 90 Stunden auf ein Maximum von 20 rU an, was
aufgrund der neuen Penicillin N Standards, die Vermutung bestétigt, dal3 alte Penicillin N
Standars zu verfélschten - zu hohen - IPNS-Werten in der Vergangenheit fiihrten /Beyer 1996/.

Deutlich niedriger fallen die Aktivitéten der DAOC-Synthase (Expandase) und der DAOC-
Hydroxylase aus. Im Verlauf dieser beiden Aktivitéten ist der Widerspruch zur Bifunktionalitét
des Enzyms nicht zu Ubersehen. Die Expandaseaktivitét steigt in der Wachstumsphase des
Pilzes bis zur 40. Stunde schnell an und bleibt auf diesen Niveau von 5rU fast Gber den
gesamten Kultivierungsverlauf. Erst ab der 110. Stunde ist ein leichter Abfall zu verzeichnen.
Im Gegensatz hierzu bleibt die Hydroxylase-Aktivitét zuerst relativ niedrig und beginnt erst ab
der 80. Stunde zu steigen. Das Maximum wird bei 110 Stunden mit 4 rU erreicht. Nach
Scheidegger et al. /1984/ und Zhang et al. /1987b/ sollte die Expandase- und Hydroxylase-
Aktivitét einen korrelierenden Verlauf zeigen, mit einem spét in der Kultivierung liegenden

Maximum.

Basierend auf diesen vorgestellten Enzymaktivitdten und der Einbeziehung der von Mamberg
et al. /1992/ durchgefiihrten kinetischen Modellansétze fir Acremonioum chrysogenum C-10,
kann die Hypothese gefestigt werden, da® in dem verwendeten Hochleistungsstamm
Acremonium chrysogenum A3/2 der primére Engpal? fur eine Umsatzlimitierung bei der
Cephalosporin C-Biosynthese bei der Aktivitét der ACVS zu suchen ist. Als sekundérer
Engpal? mu’ die Expandase/Hydroxylase-Aktivitdt angesehen werden.

4.1.6 Cephalosporin C-Produktion in komplexen M edien

In alen durchgefuhrten Kultivierungen zeigt Acremonium chrysogenum das typische Bild eines
im  Sekundérmetabolismus produzierenden Mikroorganismus. Allerdings ist der durch
genetisches Screening verbesserte Stamm  féhig, schon wéahrend der exponentiellen
Wachstumsphase die Biosynthese des Cephaosporin C zu starten. Wie in Abbildung 4.14 zu
erkennen ist, findet nach 40 Stunden eine erste Anreicherung des Hauptproduktes im Medium
statt, welche bis zum Ende der Kultivierung anhélt und schliefdich 129,79 % CPC liefert. Die
Angaben in Prozent beziehen sich auf eine Standardausbeute von 100 % (vgl. Kap. 4.1.7).
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Die Ausschleusung der Nebenprodukte beginnt etwas zeitversetzt und ist Indiz fur die

diskutierten Enzymaktivitéten der in der Biosynthese involvierten Enzyme.

Nach Tollnick /1996/ ist die Anreicherung von DAC im Medium auf eine Hydrolyse des
Cephalosporin C zurtickzufiihren, welche mit einer Kinetik erster Ordnung beschrieben werden
kann. Dies konnte auch im Rahmen dieser Arbeit bei mehreren Kultivierungen bestétigt
werden. Die Konzentration des Penicillin N ist in erster Linie von der Aktivitét der Expandase
abhangig, die am Ende der Kultivierung ein Minimum aufweist und somit as zweiter Engpal3
angesehen werden kann. Ebenso ist die Anreicherung des DAOC durch die Hemmung der

DAOC-Synthase/ -Hydroxylase zu erkléren.
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Abb. 4.14 : Verlauf der Neben- und Hauptproduktkonzentrationen

Bel dem Verlauf der Produktbildungsraten (Abb. 4.15) wird schnell ersichtlich, warum die
Produktivitdt bei dem verwendeten Stamm nur noch schwer zu steigern ist. Das Maximum der
CPC-Bildung liegt in der 80. Stunde, zu einem Zeitpunkt, an dem sich der Pilz also gerade in
der Stoffwechselumstellung befindet. Durch diese Anderung im Energiestoffwechsel kommit es
zu einem erheblichen Eingriff in den Fluf3 der Produktbiosynthese. Zidl ist es, dieses Maximum
der Produktivitét zu verlangern, was sich aber als @ulferst schwierig herausstellten sollte. Die
Stoffwechselumstellung miifdte “ sanfter” ablaufen, so dal? die Produktbiosynthese nicht gestort

wird. Dies konnte z.B. durch die Glucosezufitterung zu diesem Zeitpunkt erreicht werden.
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Durch Zusatz der Aminosauren zum Medium konnte das Maximum auf 0,51g/I-h gesteigert
werden, welches aber im Zusammenspiel mit einer Glucosezufitterung nicht erzielt werden

konnte.
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Abb. 4.15 : Verlauf der Produktbildungsraten im komplexen Medium

Nach 120 Stunden folgt noch einmal ein langsamer Anstieg in der CPC-Bildungsrate, was
vermutlich auf das stdrkere Nachwachsen von aktiven Zellen zurlickzuftihren ist, welche
alerdings gegeniiber den absterbenden bzw. nicht produzierenden Zellen zurtickbleiben.
Deutlich zu erkennen ist auch, dal3 die Penicillin N-Anreicherung im Medium erst beginnt,
nachdem die Cephaosporin-Bildung ein wenig stagniert (85. Stunde), zum Ende kommt es
aufgrund des Stoppens der Biosynthese zum sprungartigen Anstieg der Penicillin N-
Bildungsrate. Zu diesem Zeitpunkt zeigt auch die Bildungsrate fir DAC und DAOC einen
deutlichen Anstieg (120. Stunde).
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4.1.7 Vergleich der durchgefiihrten Kultivierungen in komplexen Medien

Wie schon mehrmals deutlich wurde, sind im Rahmen dieser Arbeit zahireiche Kultivierungen
mit unterschiedlichen Zusammensetzungen bzw. unterschiedlichen Konzentrationen an
Aminosauren durchgefihrt worden. Ausgehend von einer dlteren Kultivierung (Tollnick 1996)
sind Versuche unternommen worden, um die Produktivitét des Stammes zu steigern. Hierzu
werden zunéchst Glucosezuftterungsexperimente durchgefihrt, um die
Stoffwechselumstellung auf Sojadl und den damit verbundenen Einbruch in der Biosynthese
des Cephalosporin C zu beeinflussen. Parallel werden Kultivierungen mit Aminosaurezusatzen
durchgefthrt, zudem wird eine Kombination von Glucosezufitterung und Valinzusatz

erlautert.

Kultivierung 1
Normalmedium 100%
Tollnick /1996/

l

Kultivierung 2
Glucose Batch(50%)

l

Kultivierung 3
Glucosefiitterung 0,6-0,8g/I(50%)

Kultivierung 4
Valin/Alanin (75%)

\4

Kultivierung 5
Valinbatch/
Glucoezufitterung (50%)

|

Kultivierung 6
Valinbatch und
Zufitterung 0,03g/1 (50%)

|

Kultivierung 7
Vain/Alanin (50%)

|

Kultivierung 8
Serin/Vain/Alanin (50%)

Abb. 4.16 : Die wichtigsten durchgefihrten Kultivierungen
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Kultivierung maximale CPC-Konzentration [%]

1 (100%) 100

2 (50% Glucosebatch) 50,88
3 (50% und Glucosezuf iitterung) 83,59
4 (75% Vain/Alanin) 104,57
5 (50% Valin und Glucosezufitterung) 89,41
6 (50% Valin und Valinzufitterung)) 90,44
7 (50% Valin/Alanin) 129,79
8 (50% Valin/Alanin/Serin) 136,43

Tab. 4.1: Maximal erreichte Cephal osporin C Konzentrationen bei den berlicksichtigten

Kultivierungen

Die Tabelle 4.1 zeigt die maximal erreichten Cephal osporin C-Konzentrationen in [%] bezogen
auf eine Standardausbeute von 100 % in Kultivierung 1. Aus den normierten Konzentrationen
ist ein deutlicher Trend abzulesen. Neben der Verdinnung des Mediums, bringt auch der
gezielte Zusatz der Aminosduren eine extreme Ausbeutesteigerung mit sich. So wird
beispiel sweise im halbkonzentrierten Medium der Kultivierung 8 fast 37% mehr Cephal osporin
C produziert als im 100%-igen Medium. Dies macht deutlich, wie sehr die Produktivitét durch
gezielte Variation des Aminosaurespektrums noch zu steigern ist.

Die durchaus positiven Ergebnisse sollen anhand zweier konomisch wichtigen Parameter
belegt werden. Eine wichtige Grof3e bzw. ein aussagekréftiger Parameter fUr die Bewertung
eines Prozesses ist die Raum-Zeit-Ausbeute des gewiinschten Hauptproduktes bezogen auf die
Kultivierungszeit (Abb. 4.18), da mit der Lange ener Kultivierung eine der wichtigsten
industriell relevanten Grofen — die Zeit — erfaldt wird. Natirlich ist der Wert nur im
Zusammenhang mit Selektivitéten und dem im folgenden berechneten Ausbeutekoeffizienten
zu sehen. Die Prozentangaben in den nachfolgenden Legenden beziehen sich auf die
Substratkonzentrationen, die im Medium vorgelegt worden sind und geben damit auch
Aufschlufd Gber die Viskositét des Mediums. Die genauen Medienzusammensetzungen finden
sich im Anhang. Aus der Darstellung der Raum-Zeit-Ausbeuten wird sehr schnell erkennbar,
dal3 die als Normalmedium bezeichnete Kultivierung deutlich hinter denen in dieser Arbeit
durchgefihrten Kultivierungen zuriickbleibt. Eine Ausnahme bildet nur die Fermentation, die

mit einer hohen Startkonzentration an Glucose durchgefiihrt wurde.
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Diese diente lediglich dazu, die Biomassebildung unter hoher Zuckerkonzentration zu
beobachten. Es ist wie erwartet zu einer starken Biomassebildung mit verspétet einsetzender
Produktion gekommen, da zuerst alle Energie in den Wachstumsprozef3 investiert wird. Die
darauf folgende Glucose-fed-batch-Kultivierung macht deutlich, da3 durch gezielte
Glucoseimpulse die Produktion friih angeregt werden kann, d.h. am Anfang der Kultivierung
wird die Konzentration niedriger als gewohnt gehalten, was eine geringere Biomassebildung
und eine frihere Stoffwechselumstellung mit sich bringt. Zu diesem Zeitpunkt einsetzende
Glucose-zufitterungen konnen eine sanftere Umstellung bewirken und gleichzeitig den
Energiehaushalt hoch haten. Die Zelen bleben damit aktiv im Primar- und
Sekundérstoffwechsel.  Diese  Glucosefltterungsexperimente wurden  mit einer
Glucosekonzentration zwischen 0,6 und 0,8g/l Glucose im Medium durchgefuhrt, um
eventuelle Hemmungen der Cephalosporin C-Biosynthese - durch Verbrauch von essentiellen
ATP - zu unterdriicken. Somit lag die Glucosekonzentration immer etwas unter der vorher
bestimmten Aufnahmerate durch die aktiven Pilzzellen (Abb. 4.17). Die Bezeichnungen in der
Legende der Abbildung beziehen sich auf frihere Kultivierungen. Ausfuhrliche
Fermentationsdaten finden sich in Seidel /1996/ und Tollnick /1996/.
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Abb. 4.17 : Glucoseabnahmeraten im Medium bei einigen friheren Kultivierungen
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So frih wie in dieser Kultivierung - nach 90 Stunden — konnte das Maximum an Produktivitét
nie wieder erreicht werden. Als néchste Kultivierung in Abbildung 4.18 ist eine
Batchkultivierung mit erhdhten Konzentrationen an Valin und Alanin aufgefihrt. Aufgrund der
hoher gewahlten Medienkonzentration ist eine hohere Raum-Zeit-Ausbeute nicht weiter
verwunderlich, denn in dem 75%-igen Medium wird wesentlich mehr produziert, als durch den
Zeitvorsprung der anderen Kultivierungen “aufgefangen” werden kann. Aufgrund der besseren
Vergleichbarkeit wurden alle anderen Medien 50%-ig gewahit.

Weiterhin ist deutlich zu erkennen, dal? die Batch-Zugabe aler drei Aminosduren zum Medium
eine Steigerung der Raum-Zeit-Ausbeute von fast 50 % (0,128 - 0,191g/I-h) liefert, was
alerdings nicht Uberbewertet werden darf, da die verkirzte Produktion eine wichtige Rolle
spielt. Die Netto-Ausbeute kann erst nach Beriicksichtigung des Ausbeutekoeffizienten
betrachtet werden. Zudem sind die hohen Preise der Aminosduren zu bedenken, so dal3 erst
eine Optimierung des Preis-Leistungsverhédtnisses durchgefihrt werden mul3. Festzustellen ist
jedoch, dal3 durch Zugabe dieser essentiellen Aminosauren die Produktivitdt in Bezug auf die

Raum-Zeit-Ausbeute deutlich gesteigert werden kann.

1 Normalmedium (100%)
0,20 | 4
0,191 2 Glucose-Batch (50 %)
0,175 3 Glucosefiitterung (50 %)
] 4vain/Alanin (75%)

= 0,163
i 0,159 5 Glucosefuitterung/Valin (50%)
9 0,15 - 6 Valinzufiitterung (50%)
O 0,129 7 Valin/Alanin (50%)
2 8 Serin/Valin/Alanin (50%)
% 9 Synthetisches Medium
B 010 i
< 0,084
T
N
IS
0,05 _
nag 0,04
0,00

Kultivierung

Abb. 4.18: Raum-Zeit-Ausbeute bei den wichtigsten durchgefuhrten Kultivierungen in

komplexen Medien
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Zusétzlich ist im Vergleich das synthetische Medium aufgenommen worden, um zu zeigen, daf3
im Minimalmedium die Produktion sehr zeitversetzt ablauft. Zudem ist die Konzentration an
Cephalosporin C im Vergleich zu den komplexen Medien so gering, dal ein direkter Vergleich

der Raum-Zeit-Ausbeuten hier nicht sinnvoll erscheint.

In der ndchsten Graphik 4.19 sind die Ausbeutekoeffizienten der gleichen betrachteten
Kultivierungen dargestellt. Der Ausbeutekoeffizient wird auf die Biotrockenmasse bezogen, da

so am besten ein Vergleich mit friheren Kultivierungen durchgefihrt werden kann.

0,40 T T T T T T T T T T T T T T T
1 Normalmedium (100%)

— 035 2 Glucose-Batch (50 %)
’E 3 Glucosefiitterung (50 %)
b 4valin/Alanin (75%)
030 5 Glucosefiitterung/Valin (50%)
B 6 Valinzufiitterung (50%)
3 025 7 Valin/Alanin (50%)
¢ © 8 Serin/Valin/Alanin (50%)
Q
2 0,20
k5
N
£ 015
o
)
3 010
)
>
<

0,05

0,00

1 2 3 4 5 6 7 8
Kultivierung

Abb. 4.19 : Ausbeutekoeffizienten ausgewahlter Kultivierungen

Die Ausbeutekoeffizienten der ausgewahiten Kultivierungen zeigen einen fast einheitlichen
Verlauf von links nach rechts betrachtet, was durchaus Uberraschend ist, da ene
Produktivitdtssteigerung in diesem Mal3e nicht zu erwarten war. Aus der Reihe félt nur die
Glucose-fed-batch-Kultivierung heraus, da hier im Vergleich extrem wenig Biomasse, durch
die sehr niedrige Glucosekonzentration zu Beginn der Fermentation, gebildet wurde. Die
Angabe in Stunden auf den Balken bezieht sich auf die Zeit, zu der das Cephalosporin C seine

maximale Konzentration im Medium erreichte.
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Es ist klar auszumachen, dal3 im Vergleich zu friheren Fermentationen das Maximum immer
fruher erreicht wurde (bei Kultivierung 1 nach 146 Stunden, im Gegensatz dazu bei
Kultivierung 5 nach 103 Stunden), was ein Indiz dafir ist, da3 die Cephalosporin C
Fermentation in der Vergangenheit immer Uber den optimalen Zeitpunkt hinaus durchgefihrt
wurde, was negative Kosten und Zeitaufwand verursacht. Es ist also generell zu Uberdenken,
ob auch grofechnisch - bzw. im industriellen Prozef3 - die Dauer der Fermentation bel
gleichbleibender Produktivitét durch den Zusatz von Aminosauren verkirzt werden konnte.
Diesist in erster Linie von dem aktuellen Preis der benttigten Aminosduren abhéngig, da diese
Neukosten den eingesparten Summen gegenuberzustellen sind. Bei Betrachtung des Verlaufes
der Ausbeutekoeffizienten ist deutlich zu erkennen, da jeder Zusatz einer weiteren
Aminosaure eine erhebliche Steigerung in der Gesamtproduktiviét mit sich bringt.

Ein weiteres wichtiges Problem bei der industriellen Produktion von Cephalosporin C ist das
bei der Aufreinigung schwer zu entfernende DAOC, welches aufgrund seiner toxischen
Eigenschaften nur zu geringen Mengen im Endprodukt enthalten sein darf. Es gilt folglich die
Konzentration an DAOC schon im Kultivierungsprozef3 moglichst niedrig zu halten. Auch hier
brachte der Einsatz der Aminosduren leichte Verbesserungen, wie aus Graphik 4.20 deutlich
ersichtlich ist. So zeigt die Kultivierung mit Serin-, Vain- und Alaninzusatz zum Ende der
Kultivierung  die  niedrigste  im Forschungsmalistab  gemessenen DAOC-

Konzentration.
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Abb. 4.20 : Verlauf der DAOC-Konzentration bei den wichtigsten Kultivierungen
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4.1.8 Vereinfachte K ohlenstoffbilanz im komplexen Medium

Entscheidend fir eine Bilanzierung in jeglicher Form ist neben den erfal3aren Substanzen im
Medium und der Abluft, die Kenntnis Uber die Zusammensetzung des Pilzmycels auf
Elementarbasis. In komplexen Medien entsteht hier der grofdte Fehler durch anhaftende
Festkorper, die mit zur Verbrennungsanalyse gegeben werden und somit das Bild verfalschen
kénnen. Dies ist auch bel dem hier dargestellten Verfahren zu berticksichtigen, da eine
vollstdndige Trennung von Zellen und Medienbestandteilen nicht durchgefihrt werden kann.
Die getrocknete Biomasse wurde in eéinem Morser feingemahlen und freundlicherweise von der
Hoechst AG weiter zur Elementaranalyse gegeben. Die hohen Kosten fir solche Anaysen
schranken den Einsatz von Bilanzen jedoch in betréchtlichem Mal3e ein, so dal3 hier nur eine
Kultivierung exemplarisch betrachtet werden soll. Nachdem von Tollnick /1996/ schon eine
Schwefelbilanz erstellt wurde, bietet es sich an, nun den Kohlenstoffgehalt genauer zu
analysieren. Die bel der Verbrennungsanalyse erhaltenen Werte fir den S, O-, N- und C-
Gehalt bei einer Kultivierung mit erhohter Valinkonzentration sind in der folgenden Abbildung
4.21 dargestellt.
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Abb.4.21: BTM, S, N-, O- und C-Gehalt bei ener Kultivierung mit erhchter

Vainkonzentration
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Die Verlaufe des Stickstoff- und Kohlenstoffgehaltes spiegeln deutlich die - gegenliber den
Medienbestandteilen - wachsende Zunahme an Biomasse zu Beginn der Kultivierung wieder.
Kohlenstoff und Sauerstoff bilden den Hauptanteil am Elementargehalt, und der Verlauf des
Schwefelgehaltes zeigt ein ahnliches Bild wie bel Tollnick /1996/ und kann vermutlich auf den
hohen Schwefelgehalt im Medium (anorganisches Sulfat) zurlickgefUhrt werden.

Die durchgefihrte Bilanz soll in erster Linie Aufschlu® dariiber geben, inwieweit die
bestehende Analytik ausreicht, um eventuell Stoffliisse zu charakteriseren oder aber
Modellierungen durchzufiihren. Da z.B. Versuche mit radioaktiv markiertem Kohlenstoff
fenlen, mul3 auf Bass von Summationen der analysierten Substanzen auf mogliche
Verteilungswege geschlossen werden. Hierzu wurde neben den Gehalt an Kohlenstoff in der
Biotrockenmasse der Geltstkohlenstoffgehalt (DOC) im Medium sowie der CO,-Gehalt im
Abgas berticksichtigt. Die folgende Abbildung 4.22 zeigt, dal3 Uber den gesamten Zeitraum
einer Kultivierung die gemessenen Werte immer mit den durch die Einwaage bestimmten
maoglichen Kohlenstoffmengen in Einklang zu bringen sind. Ein relativ geringer Fehler einer
erhdhten Wiederfindungsrate tritt in der exponentiellen Wachstumsphase (40-90h) der

Kultivierung auf.
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Abb. 4.22 : Einfache Kohlenstoffbilanz fir eine Kultivierung mit erhéhter VVainkonzentration
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Von besonderem Interesse ist, ob mit der vorhandenen Anaytik alle |6slichen Bestandteile
erfald werden. Folglich wurde hierzu das zellfreie Medium auf seine Kohlenstoffverteilung
genauer untersucht. In der folgenden Abbildung 4.23 ist die Aufteilung des Gel 6st-kohlenstoffs
in typische Gruppen, die routinemal3ig gemessen werden, dargestellt. Als 100%-Wert ist der
mit dem TOCOR gemessene Kohlenstoffgehalt anzusehen. Es ist zu erkennen, dal3 ab der 50.
Stunde der b-Lactam-Anteil im Medium stark zunimmt und zu diesem Zeitpunkt Zucker und
Aminosauren ene untergeordnete Rolle spielen. Die erstmas quantitativ, zusétzlich
miterfaldten, organischen Séuren stellen nahezu immer um die 20% des Gesamtanteiles dar.
Festzustellen ist weiterhin, dal3 gerade in der entscheidenden Phase der Stoffwechselumstellung
der Anteil an noch nicht genau charakterisierten bzw. nicht mef3baren Substanzen extrem hoch
ist. Es kann zu diesem Zeitpunkt also nur schwer gesagt werden, in welcher Form der
Kohlenstoff vorliegt. Dieses erschwert erheblich die Mdglichkeit ein Black-Box-Modell fir
Stoffllsse aufzustellen, da der Fehler bei 20% liegen wirde. Hier sind genauere Metabolit-
Untersuchungen von Noten, da der Grofdell dieser ,unbekannten Substanzen® im
Proteinbereich und in den Primérstoffwechselprodukten zu suchen ist. Inwieweit vollig neue

Zwischenprodukte zu erwdhnen sind, kann hier nicht beurteilt werden.
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Abb. 4.23: Verteilung des Gel 6stkohlenstoffs (DOC) auf erfaldte Analysegruppen
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Festzuhalten bleibt bel dieser Analyse jedoch, dal3 der Grof¥eil des zu Beginn der Kultivierung
zur Verfigung stehenden Kohlenstoffs im Laufe der Kultivierungszeit zu Biomasse und b-
L actamen umgesetzt wird und davon ausgegangen werden kann, dal3 es keine Unterversorgung

an C-Quellen im komplexen Medium gibt.

419 Modellierung der Cephalosporin C-Biosynthese in komplexen Medien
Ziel dieses Modellierungsansatzes ist es, kiinftig Prognosen Uber Produktverldufe - bel leichten
Veradnderungen des Kultivierungsschemas - zu machen. Der Verlauf der Biosynthese des
Cephalosporin C - und die Beeinflussung dieser durch Kofaktoren - ist ausfuhrlich im
Theorietell (Kap. 2.2) dieser Arbeit beschrieben. Entscheidend fir eine Modellierung ist
zunéchst die Betrachtung der Kinetik der einzelnen enzymatisch katalys erten Umwandlungen.
Zu diesem Zweck wurde eine mathematische Beschreibung dieser Enzymreaktionen
vorgenommen und somit ein kinetisches Modell erstellt. In diesen Modellen und den folgenden
Massenbilanzen werden viele Parameter und Konstanten verwendet. Um eine Simulation
durchzufthren, werden die in der Literatur erwdhnten Werte verwendet, bzw. wenn vorhanden
auf die experimentellen Daten dieser Arbeit zurlickgegriffen. Bel einigen bendtigten Daten
mussen Schétzwerte benutzt werden, die spdter Uber die Modellierung bestétigt und
identifiziert werden konnen und so eine ausreichende Genauigkeit fir die vorgestellten
Ergebnisse bieten. Die Modellierung wird nach der vierten Ruge-Kutta-Methode (Program
Promote ,, process modelling”, Institut fir Technische Chemie) durchgefiihrt. Die verwendeten
Parameter und Konstanten sind in der Tabelle 4.2 zusammengestellt. Zur Simulation werden
diein vivo gemessenen Enzymaktivitdten (mUnitsmg Protein) zu der Einheit [mMol/h/ml cell]
unter der Verwendung von 2ml cell/g BTM /Mamberg et al., 1992/ und 76mg intrazelluldres
Protein/g BTM im Komplexmedium umgerechnet.
Darausfolgt,

1 mU/mg Prot = 228/100000 mM/(mg Prot - h - mL cell)

Die nachfolgenden Gleichungen erfassen die Reaktion in der Biosynthese des Cephal osporin C.

Die verwendeten Abkirzungen werden der Ubersicht halber im Abkuirzungsverzeichnis

erlautert.
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Parameter Wert Literatur Parameter Wert Literatur
Kacv - geschéatzt Anvp exp.

Ancvs exp. Kbaoc 0,02 mM /Dotzlaf 1989/
Kaaa 1,5mM /Beyer 1996/ Kepc - geschéatzt
Keys 0,2 mM /Beyer 1996/ Aacr exp.

KvaL 0,75mM | /Beyer 1996/ Kpac 0,22mM /Beyer 1996/
Kipn - geschéatzt KinhpENN - geschéatzt

Aipns exp. Kinnpaoc - geschéatzt
Kacv 0,52 mM /Beyer 1996/ Ksecacv - geschéatzt
Kpaoc - geschétzt KsecPENN - geschéatzt
Aexp exp. Ksecpaoc - geschéatzt
Kpenn 0,029 mM | /Dotzlaf 1989/ Ksecpac - geschéatzt

Koz 0,1525 mM | /Zhou 1992/, Kseccre - geschéatzt
Koac - geschéatzt RhoSp 2 mL cell/g BTN /Mamberg 1992/

Tab. 4.2: Parameter fur die Modellierungen

ACV-Synthetase (ACV'S)

Kacv ¥Aacvs
Racvs = -1-
1+ Kasa/ AAA in+ Kevs/ CY Sine+ Kvac/ VAL int

Isopenicillin N-Synthetase (IPNS, Cyclase)

Ripns = Kipn XA 1PNS .
1+ Kacv/ACV int

Isopenicillin N-Epimerase (EPM)
a) IsopenicillinN - Penicillin N

Keenn XAepmF
Repvr = -3a

1+ Kien/ IPNint
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b) PenicillinN - Isopenicillin N

Rerun = Kien XAePMR -3b-
1+ Kpenn/ PENN int

Expandase (EXP)

Kpaoc XAEexp
Rexp = -4-
(1+ Kerenn/ PENNint) X1+ KO2/ Ozint)

Hydroxylase (HYD)

Koac XAnyp
Ruyp = -5
1+ Kpaoc/ DAOCin

Acetylttransferase (ACT)

_ Kcpc XAact
cr =
(1+ Koac/ DACin)) X1+ PENN in/ Kinhpennh + DAOCint/ Kinhoaoc)

Auf der Basis der beschriebenen biosynthetischen Reaktionen lassen sich die Massenbilanzen
fir jeden Metaboliten der Cephalosporin C-Biosynthese wie folgt beschreiben /Pissara et al.,
1996/ :

dMET int
dt

= YiRenz- WMET in -7-

Hierbel ist MET;. die intrazellulére Konzentration des Metabolites, z.B. CPCiy, wahrend Reny
die Aktivitét des jeweiligen Enzyms darstellt. Der Koeffizient Y; ist positiv fur das Produkt,
aber negativ fur den Reaktanten.
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Das spezifische Zellwachstum p &3 sich allgemein wie folgt beschreiben :

X 8
dt

-1
HTX

Dabel ist X, diein diesem Fall off-line gemessene Biotrockenmasse. Die in der Zelle gebildeten
Metabolite konnen durch die Zellmembran in das Medium exkretiert werden. Diese Exkretion
kann auch durch die Diffusion erfolgen, deren Kinetik wie folgt beschrieben werden kann
/Mamberg et al., 19924/ :

R scmer = Kseemer XMET int- METex) -O-

Die nachfolgenden Gleichungen beschreiben vereinfacht die Massenbilanzen fur jeden
intrazelluldren und extrazelluldren Metaboliten. Zur Berechnung der Penicillin N-Konzentration
wird angenommen, dal? die Reaktion zwischen IPN und PENN sehr schnell ist und ein nahezu
aquimolares Verhdtnis zwischen IPN und PENN vorliegt /Mamberg et al., 1992/.

Fur LLD-ACV :

dA;:tV L (Racvs- Ripns- Rsecpenn) - EXACV int -10a-
dA(Cj:tveXt = X XRhoSp XK seccacv {ACV ini- ACVext) -10b-
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Fur PENN (=IPN) :

% = 0.5XRipns- Rexp- Recrenn) - XPENN in
% = X *Rh0Sp K s pen XPENN in- PENNex)
Far DAOC :
% = (Rexe- Rivo- Raxoaod) - 1XDAOCin
% = X $Rh0SP K s 0A0c X DAOC - DAOCer)
Fir DAC :
dDgtC"“ = (Rivp- Ract- Reconc) - XDACin
dDﬁtCe” = X XRh0Sp K ssc oA {DAC - DACex)
Far CPC :
dCPCn _ (Ract - Rsccre) - U XCPCint
aT
dcztce” = X XR0OSP K sec cpc X CPCint- CPCext)

-11a

-11b-

-12a

-12b-

-13a

-13b-

-1l4a

-14b-
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Die verwendeten experimentellen Daten entstammen einer Kultivierung, die mit erhohter
Vainkonzentration durchgefiihrt wurde. Der Verlauf der Enzymaktivitéten ist in Kapitel 4.5
dargestellt und ausfihrlich erlautert. Der fUr die Simulation verwendete Verlauf der
intrazelluldren Konzentrationen der drel  Precursoraminosduren ist in Abbildung 4.24
dargestellt.
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Abb. 4.24 : Verlauf der intrazelluldren Konzentrationen von a-AAA, Cysund Val

In den nachfolgenden zwel Abbildungen (Abb. 4.25 und 4.26) sind die smulierten Verlaufe der
Produktkonzentrationen den mit der HPLC bestimmten off-line Werten gegenibergestellt.
Zusétzlich ist in Abbildung 4.25 der Verlauf der Biotrockenmasse bei dieser Kultivierung
dargestellt. Es ist deutlich zu erkennen, dal das entwickelte Modell noch mit Fehlern behaftet
ist, es aber schon eine ausreichende Genauigkeit in Bezug auf die Verlaufe der Penicillin N-,
DAOC-, DAC- und Cephaosporin C-Konzentration liefert. Der Fehler bei der ACV-
Konzentration kann in der Uberhaupt sehr geringen Menge an extrazellulér mef3baren ACV
liegen, was demnach eine hohe Fehlergrenze bedeutet. Erkennbar ist eine gute
Ubereinstimmung von simulierten zu experimentellen Werten in der exponentiellen

Wachstumsphase des Pilzes.

-80-



Ergebnisteil - Kultivierungen in komplexen Medien

®  PENN,, ACV - 20,
~ PENN_ ACV - 20,
% , . .
o o _
/ e m e
e * a
°
100 |- .////// -
g o/ _— - =
c / - —
= e
g . i
: 7 ]
c e
g , ™ J
¢ s0f ]
- _
|
/’,/ -
— l ~ - .
0 =.+|]. I . ! . I . I . I . I

0 20 40 60 80 100 120 140
Kultivierungsdauer [h]

Abb. 4.25: Smulation der PENN- und ACV-Konzentration
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Abb. 4.26 : Simulation der DAOC-, DAC- und CPC-K onzentration
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Im Hinblick auf die Hauptproduktkonzentration des Cephalosporin C liefert das Modell in den
ersten 100 Stunden gute Werte, danach werden alerdings schnell die Grenzen aufgezeigt, da es
nicht moglich ist, die Stagnation der Produktion hier zu erfassen, was auf fehlende Daten
zuriickzufhren ist. Bei Betrachtung der vorher durchgefiihrten Kohlenstoffbilanz zeigt sich,
da3 beide Modelle zur gleichen Zeit Probleme aufweisen, was auf die mangelinde
Charakterisierung der Zwischenprodukte zu diesem Zeitpunkt zurtickzufihren ist.

Aus den dargestellten Mefawerten und Simulationen kdnnen jedoch die oben as geschétzte

Parameter eingebrachten Werte charakterisiert und wie folgt angegeben werden.

Parameter Wert Parameter Wert
Kacv 8000.1 Kinhbaoc 1,43 mM
Kien 3,909 Ksecacv 0,00024 1/h
Kpaoc 0,7809 KsecPENN 0,00549 1/h
Kpac 5,527 Ksecpaoc 0,00102 1/h
Kcee 0,206 KsecDAC 0,00101 1/h
Kinhpenn 0,86 MM | Keeccre 0,0853 V/h

Tab. 4.3: Ausdem Moddl identifizierte Parameter

Neben der kinetischen Analyse der Biosynthese des Cephalosporin C kann mit Hilfe der
gewonnenen Daten der Einflul der GelOstsauerstoffkonzentration auf die Produktion von
PENN und CPC untersucht werden. Die Produktion der Antibiotika wurde in
unterschiedlichen Gel 6stsauerstoffkonzentrationen (5% (= 0,0211mM), 10% (= 0,03329mM)),
20% (=0,05769mM), 40% (=0,10649mM), 50% (=0,0211mM) und 70% (=0,1797mM))
simuliert und bestétigt die experimentell gewonnenen Erkenntnisse /Zhou et al., 1992/.

Die Penicillin N-Konzentration (Abb.4.27) zeigt den gewohnten sigmoiden Verlauf. Bei einer
GelOstsauerstoffkonzentration von 5% bildet sich mehr as die dreifache Menge dieses
Nebenproduktes, als bei einer GelGstsauerstoffkonzentration von 70%. Deutlich zu erkennen
ist die hierzu umgekehrt verlaufende Konzentration an Cephalosporin C (Abb. 4.28), bel der
sich die entsprechende bessere Sauerstoffversorgung (70% gegeniiber 5%) in einem bis zu
sechs mal hoheren Antibiotikatiter uf3ert.
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Abb. 4.27:

Abb. 4.28 :
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Abb. 4.29 : Einflul3 der Variation des pO,-Wertes bel t=100h auf die b-Lactam-Verteilung

Abbildung 4.29 zeigt noch deutlicher den Zusammenhang zwischen b-Lactam-K onzentrationen
und dem pO,-Wert. In der Hauptproduktionsphase nach 100 Stunden einer Kultivierung macht
die Variation der Gelostsauerstoffkonzentration klar, wie wichtig eine ausreichende
Sauerstoffversorgung fur das Lenken der Produktion zum Hauptprodukt Cephalosporin C hin
ist. Hier wird deutlich, dal3 die Unterversorgung des Systems mit Sauerstoff dazu beitragen
kann, dal3 sich Penicillin N anreichert. Ausschlaggebend hierfir ist meistens die hohe Viskositét
des Produktionsmediums, welches schon allein aufgrund dieser Tatsache verdinnt werden

muf3.
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4.2 Kultivierungen in synthetischen Medien

421 Entwicklung, Probleme und erste Anwendungen

Wahrend der Diplomarbeit von Jirgens /1997/ wurde ein synthetisches, chemisch genau
definiertes Medium fir Schittelkulturen entwickelt. Dieses Medium wird im Rahmen dieser
Arbeit Uber Kultivierungen im 10L-Mal3stab auf den 30L fassenden Pilotfermenter Ubertragen.
Diese Strategie ist nicht vollig neu, da auch schon friher in synthetischen Medien mit
Acremonium chrysogenum gearbeitet wurde. Allerdings standen den Laboratorien damals wie
auch heute fast nur niedrigproduzierende Stdmme zur Verfiigung, so dald hier erstmals das
Verhdten eines Produktionsstammes in Minimalmedien und dessen mdgliche Anpassung an
seine Umgebung untersucht werden konnte. Der Ansatz diente dazu, die im Komplexmedium
auftretenden Probleme wie die Biomassebestimmung zu umgehen bzw. neue optische
Anaysemethoden einzusetzen. Durch spétere Vergleiche und Umrechnungen sollte es moglich
sein, fehlende Daten des Komplexmediums durch simulierte oder berechnete Daten aus dem
Vergleich mit dem synthetischen Medium zu erhalten. Zu diesem Zweck wurde die
Zusammensetzung des synthetischen Mediums mdglichst nahe am Komplexmedium gewahlt,
d.h. ale Grundkomponenten mit Ausnahme des Corn-Steep-Liqours werden verwendet.
Zudem wird der enthaltene Trockenglucosesirup durch reine Glucose ersetzt.

Der Einsatz von Schiittelkulturen bringt fir solche Kultivierungen typische Probleme mit sich,
auf die im folgenden kurz eingegangen wird. Die grofdten Schwierigkeiten treten bel der pH-
Wert-Kontrolle und der Bestimmung der Gelostsauerstoffkonzentration auf, welches
essentielle Werte fur die Cephalosporin C-Produktion sind. Wahrend der Verlauf des pH-
Wertes durch Einsatz von Puffersystemen kontrolliert werden kann (Abb. 4.30), bleibt der
pO,-Wert eine geschétzte Grofe und wird basierend auf Erfahrungswerten as ausreichend
betrachtet. In Abbildung 4.30 sind die pH-Wert-Verldufe verschiedener Schttelkulturen
aufgetragen. In diesen Experimenten wurde unterschiedliche Puffersysteme getestet, um den
pH-Wert im Bereich zwischen 6,5 und 5,8 zu halten. Aus der Abbildung wird deutlich, daf3 der
fur diese Schittelkulturen optimale pH-Verlauf beim Einsatz eines MES-Puffers mit einer
Konzentration von 100mM erreicht wird, d.h. diese Kultivierung zeigt einen dem
Fermentermal3stab entsprechenden Verlauf. Zudem ist deutlich erkennbar, dal3 bel Versagen
des Puffersystems der pH-Wert positiven und negativen Schwankungen in Bezug auf den
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Normalverlauf unterworfen ist, so dald Werte aus diesen Kultivierungen
Vorsicht zu betrachten sind.
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Abb.4.30: Verlauf des pH-Wertes mit unterschiedlichen Puffersystemen /Jirgens 1997/

1. Komplex1 5. SK-PO, 50mM
40 2. Komplex2 6. SK-MES 50mM
3. SK-ohne Puffer 7. SK-MOPS 200mM

4. SK-ohne Puffer mit Ala 8. SK-MES 100mM
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Abb. 4.31: Gesamt-b-Lactam-Konzentrationen in den getesteten Schittel kulturmedien
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I nteressanterweise zeigt Acremonium chrysogenum in alen verwendeten Medien eine deutliche
b-Lactam-Produktion, so dal3 ein upscaling des Versuchsansatzes nahe liegt. Die Abbildung
4.31 zeigt die durchschnittlichen Gesamt-b-L actam-Konzentrationen und macht deutlich, dal3
im synthetischen Medium im Schiittelkolben mit 34 % die Produktkonzentration nahezu den
Wert des Komplexmediums erreicht (43 %). Die in der Abbildung 4.31 aufgefthrten
Komplexschittelmedien unterscheiden sich in ihrer Zusammensetzung nur in der Behandlung
des Corn-Steep-Ligours. Bei der Kultivierung Komplex 2 wurde der Corn-Steep-Liqour
getrennt autoklaviert und zentrifugiert, um zu testen inwieweit er ganz weggelassen werden
kann, da auch hier ein moglichst geringer Feststoffgehalt das Zidl ist. Zusétzlich ist eine
Kultivierung mit Alaninzusatz (SK 4) dargestellt, die verdeutlichen soll, dal3 der Zusatz dieser
Aminosaure schon im Schiittelkolbenmalistab eine Produktivitétsteigerung mit sich bringt
(vergleiche SK 3). Genauere Beschreibungen der einzelnen Kultivierungsverlaufe und
Medienzusammen-setzungen finden sich bel Jirgens /1997/. Aus den Abbildungen wird
deutlich, dal3 die Schwierigkeiten der pH-Wert-Regulierung in den Schittelkulturen nicht
vollstandig umgangen werden konnen.

Zudem treten Probleme durch die lange Versuchszeit auf und auch die Probenahme bringt
Schwierigkeiten mit sich. Es kann also gesagt werden, dal3 die Schiittelkulturen nur geeignet
sind, um eventuelle Medien auf Wachstum und Produktion zu testen. Diese Ergebnisse sind
jedoch, aufgrund der auftretenden Probleme schwer auf den Fermentermal3stab zu Ubertragen,
so dald auf jeden Fall ein Test im Reaktormal3stab erfolgen muf3, da nur hier eine kontinuierlich
Probenahme, eine pH-Wert-Regulierung und die pO,-Wert-Kontrolle gewdahrleistet ist. Aus
diesem Grunde wurde auf weitere Schiittelkulturen verzichtet. Das Medium der SK 8 wurde
ohne MES-Puffersystem auf den 10L-Fermenter berechnet und eingesetzt. Zusétzlich wurden
die Aminosduren Alanin, Valin und Serin zugefiigt. Es werden zwel Kultivierungen im 10L-
Mal3stab durchgefihrt, bevor mit folgender Medienzusammensetzung der 30L Fermenter

benutzt wird.
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Substanz Menge[g] | Konz [g/l]
Glucose 1050 35
NH;SO, 126 4,2
NaSO, 150 5
KH,PO, 93 31
L-Vdin 30 1

DL-Alanin 60 2

L-Asparagin 100 3,33
L-Methionin 440 14,67
L-Serin 30 1

Sojadl 600 20
Desmophen 3900| 30 ml 1ml
MgSO, 200 6,67
FeSO, 2,7 0,09
MnSO, 0,9 0,03
ZnS0O, 0,6 0,02
CuSO, 0,6 0,02
Harnstoff 63 2,1

Tab. 4.4: Synthetisches Medium fir den 30L-Reaktor

4.2.2 Wachstum im 30L -Reaktor

Der Verlauf des Wachstums im 30L-Reaktor wird anhand einer Kultivierung kurz dargestellt
und soll aufzeigen, dald die gewonnenen Daten zufriedenstellend mit denen der
Komplexmedien verglichen werden kdnnen.

Acremonium chrysogenum zeigt in dem synthetischen Medium einen erwarteten
Wachstumsverlauf (Abb. 4.32). Der pO,-Wert unterschreitet nicht die 60%, was aufgrund der
geringen Viskositét des Mediums alein durch Prefjuftbegasung erreicht werden konnte. Durch
Regelung des pH-Wertes wird ein optimales pH-System garantiert. Es wird auch hier zum
Vergleich fur die Kultivierungen im komplexen Medium die Kohlendioxidproduktionsrate

(CPR) as on-line Beobachtungsparameter fir das Wachstum verwendet.
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Es ist eine etwas verlangerte Lagphase und eine dem diauxischen Wachstum entsprechende
Stoffwechselumstellung nach 80h zu erkennen. Bei weiterer Betrachtung des Verlaufes der
K ohlendioxidproduktionsrate wird allerdings deutlich, dal3 der PFilz in diessm Medium lénger
braucht, um sich auf Sojadl als Kohlenstoffquelle umzustellen. Dies liegt in dem bis zu diesem
Zeitpunkt synthetisierten Enzymspektrum begrindet. Da nur Glucose als Kohlenstoffquelle
vorliegt, werden vermutlich weniger Lipasen bis zu diesem Zeitpunkt freigesetzt. Im
komplexen Medium wird die Aushildung eines kompletten Enzymspektrums schon in der
2. Vorkultur angeregt, zudem fordert der Corn-Steep-Liquor ein erheblich breiteres Spektrum
an substratspaltenden Enzymen.

In Abbildung 4.33 wird die off-line gemessene Glucosekonzentration in Bezug zur
Fluoreszenzintensitét bei 370nm/450nm gesetzt. Der verwendete Biowiew 2D-Fluororeszenz-
Sensor erlaubt nach Lindemann /1998/ eine Beobachtung der Verstoffwechselung der Glucose,
da ene Korreation der off-line gemessenen Zuckerkonzentrationen und des
Fluoreszenzverlaufes bel dem Wellenldngenpaar 370nm/450nm vorliegt. Zu Beginn der
Kultivierung wird die Glucose von den Zellen verstoffwechselt und ist nach ca. 90h verbraucht.
Dem Fluoreszenzverlauf zufolge wird das Sojadl zu einem gewissen Teil mit der Glucose
metabolisiert und wird nach Verbrauch des Zuckers zur aleinigen Kohlenstoffquelle, die auch
beim Abbruch der Kultivierung noch nicht vollstéandig verbraucht ist. Ein Vergleich dieser
Fluoreszenzdaten mit den Ergebnissen einer Sojadlanalytik wirde die Interpretation
vereinfachen, da in dem beobachteten Wellenléngenbereich auch das Fluoreszenzmaximum des
NAD(P)H liegt, dessen Konzentration mit dem Zellwachstum zunimmt. Bei der Kultivierung
im Komplexmedium wurde in diesem Wellenldngenbereich ein dhnlicher Verlauf gemessen,
eine ausfuhrlichere Betrachtung der Kulturfluoreszenz findet sich im spéteren Verlauf dieser
Arbeit (Kap. 4.3).
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Abb. 4.32: Verlauf von pO,-Wert, pH-Wert und CPR im synthetischen Medium
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Abb. 4.33: Fluoreszenzverlauf bai 370nm/450nm und Glucosekonzentration wahrend der

Kultivierung im Minimalmedium /Lindemann 1998/.
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Zusatzlich zur Messung der Kohlendioxidproduktionsrate konnte in dem definierten Medium
eine off-line OD-Bestimmung erfolgen. Da kein Feststoff vorhanden ist, sollte dariiber direkt

auf die absolute Biomasse geschlossen werden kénnen.
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Abb. 4.34: Wachstum im definierten Medium anhand von BFM, BTM und ODsgonm

In Abbildung 4.34 ist die recht gute Korellation zwischen den drei Parametern BTM, BFM und
ODsgonm zU erkennen, der zu Beginn der Kultivierung schnellere Anstieg in der Biofeuchtmasse
ist durch den gréfieren Fehler in der Bestimmung des Gewichtes der Feuchtmasse zu erkléren,
da die Sedimente sehr klein und somit schwer zu vermessen sind. Der Verlauf der
Biotrockenmasse hingegen spiegelt wie der CPR-Velauf ale charakteristischen
Wachstumsphasen wieder. So ist deutlich die Lagphase bis ca. 50h, die exponentielle
Wachstumsphase und auch ein stationdrer Zustand ab der 100h zu erkennen. Nicht
auszumachen ist eine Absterbephase, was darauf hindeutet, dal3 die Kultivierung im Bezug auf

die Biomassehildung noch nicht abgeschlossen gewesen ist.
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Auch hier kann ene Korreation mit den Fluoreszenzdaten hergestellt werden. Der
Fluoreszenzverlauf im Streulichtbereich des BioView-Sensors (Abb. 4.35) zeigt eine sehr gute
Ubereinstimmung mit samtlichen Anderungen im Kurvenverlauf der optischen Dichte, so dai3

der Sensor zum Verfolgen des Wachstum durchaus geeignet ist /Lindemann 1998/.
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Abb. 4.35: Intensitdt im Streulichtbereich und optische Dichte bei der Kultivierung im
Minimal medium /Lindemann 1998/.
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Abb. 4.36: Ammonium-, Phosphat- und Gesamtzuckergehalt.
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In Abbildung 4.36 ist der Verlauf der Ammoniumkonzentration sowie die Verlaufe der
Phosphatkonzentration und des Gesamtzuckergehaltes dargestellt. Aus der Graphik wird
deutlich, dal3 im synthetischen Medium ein etwas anderer Verlauf dieser Substrate vorliegt. So
erfolgt zun&chst ein kurzer Anstieg in der Phosphatkonzentration, was nur durch weitere
Untersuchungen sicher zu erkldren wére. Ab der funfzigsten Stunde wird das Phosphat mit der
Glucose pardlel aufgenommen, um die Metabolisierung der Glucose zu vervollstdndigen. Am
Ende erfolgt im Gegensatz zu den Kultivierungen im komplexen Medien kein Anstieg der
Phosphatkonzentration, da die Zellyse noch nicht fortgeschritten ist bzw. die Aufnahmerate
durch nachwachsende Zellen immer noch Uber der Abgaberate durch absterbende Zellen liegt.
Die Glucose hingegen wird innerhalb der ersten achtzig Stunden komplett verstoffwechsalt.
Der Verlauf der Ammoniumkonzentration ist sehr dhnlich den Verlaufen im komplexen

Medium, alerdings zeitlich etwas verschoben. So wird auch hier kein Minimum durchlaufen.

4.2.3 Betrachtung der extrazellularen Aminosauren
Im folgenden werden die gleichen extrazelluléren Aminosduren untersucht, die auch bei den
Kultivierungen im komplexen Medium betrachtet werden. Abbildung 4.37 zeigt die Aufnahme

der dem Medium zugesetzten wichtigen Aminosduren Methionin, Alanin und Asparagin.
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Abb. 4.37 : Verlauf der extrazelluldren Methionin-, Alanin- und Asparaginkonzentrationen.
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Alle drei Aminosauren werden von Acremonium chrysogenum auch im synthetischen Medium
verwertet. Es wird jedoch deutlich, dal3 Methionin wesentlich langsamer as im komplexen
Medium aufgenommen wird, was auf die sehr spét einsetzende Cephal osporin C-Biosynthese
zurtickzuftihren ist. L-Alanin wird sehr schneller als Methionin aufgenommen, ist alerdings
aber auch erst nach 100 Stunden vollsténdig verstoffwechselt. Die Aufnahme des Asparagins
beginnt sogar erst nach 100 Stunden, also auch wesentlich spéter als bel Kultivierungen in
komplexen Medien. Die Verlaufe deuten darauf hin, dal3 Acremonium chrysogenum seinen
Energiestoffwechsal zundchst vollig auf der im Medium in hoher Konzentration vorliegenden

Glucose aufbaut und die Aminoséauren nur als Begleitsubstrate benutzt. Sie scheinen

demzufolge fur das Wachstum in diesem Fall nicht so essentiell zu sein.

07777710 0040
590 1
o0 o ] 40,035
| | O75F ]
[ ] —408
|7 I 40,030 =
DO ® i | =2
o W oeof A\ 2
| \ los 5 199%° 3
® — 4 c
| 0,45 5 100202
i - o < 1Y el
= .foff—ffA > g
= | | £
= * 04, ] 0015 £
S og30f ]
® ~e i
£ I “a 40,010
N =402 ]
S 015
¥ _ VR 4 0,005
0,00 b1y e A R T T | e S R 0, 10,000
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Kultivierungsdauer [h]

Abb. 4.38: Verlauf ausgewdahlter extrazelluléarer Aminosaurekonzentrationen.

Die Betrachtung der anderen ausgewdhlten extrazelluldren Aminosauren in Abbildung 4.38
vermittelt einen dhnlichen Verlauf wie im komplexen Medium. Glutamat wird wahrend der
gesamten Wachstumsphase bis zur 120. Stunde aufgenommen, wahrend Glutamin sich ab der
40. Stunde zundchst im Medium ansammelt und erst nach 140 Stunden aufgenommen wird.
Die dem Medium zugesetzten Aminosauren Valin und Serin werden ebenfalls tiber die gesamte
Kultivierung aufgenommen und sind selbst nach 160 Stunden noch nachzuweisen. Dies deutet
auf eine Uberversorgung hin bzw. it ein Anzeichen dafir, daR die Biosynthese des

Cepha osporin C im synthetischen Medium gehemmt ist.
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Ahnlich wie im komplexen Medium reichen sich die Aminosauren Cystein und
Aminoadipinséure im Medium zum Ende der Kultivierung an, was ebenfalls as Hinweis auf

eine Stagnation der Produktsynthese im Sekundarmetabolismus zu werten ist.

4.2.4 Verlauf der Produktbildung und Enzymaktivitaten

Die folgende Abbildung 4.39 zeigt den zu der Kultivierung im synthetischen Medium
gehorenden Produktverlauf. Es ist zu erkennen, dal3 Acremonium chrysogenum im chemisch
definierten Medium parallel zum Primérstoffwechsel auch den Sekundarstoffwechsel aktiv halt.
Eine Cephalosporin C-Produktion ist ab der vierzigsten Stunde zu verzeichnen, die nach 80
Stunden kurz stagniert, dann jedoch exponentiell ansteigt und zum Ende der Kultivierung eine
Cephalosporin C-Ausbeute von 39,83 % ereicht. Bel Betrachtung der Cephalosporin C-
Produktbildungsrate ist auch hier zu erkennen, dal3 die Kultivierung auch noch langer eine
Zunahme des Titers mit sich gefiihrt hétte, da der letzte Abknick durchaus periodisch zu sehen
ist. Die Verlaufe der Precursoren zeigen ein aus frilheren Kultivierungen bekanntes Bild, wobei
die Penicillin N-Konzentration auf3erst niedrig ist, was auf die sehr gute Sauerstoffversorgung
zuriickzufUhren ist. Ebenso sind die anderen beiden Nebenprodukte relativ gering konzentriert,
was auch darauf hindeutet, dal3 die Biosynthese noch nicht zum Erliegen gekommen ist.
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Abb. 4.39: Produktverlauf bei einer Kultivierung im Minimalmedium.
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Um einen genaueren Einblick in den Verlauf der Biosynthese des Cephalosporin C auch im
synthetischen Medium zu erhalten, wird versucht, auch hier ein komplettes Enzymspektrum

der biosynthetisch wichtigen Enzyme zu messen.

Es selt sich jedoch heraus, da3 aufgrund der sehr geringen Konzentrationen der
intrazelluldren Produkte es nur bei zwel Enzymen mdoglich ist, Uber den gesamten

Kultivierungsverlauf reproduzierbare Daten zu gewinnen.

Die spezifische Aktivitdt der ACV-Synthetase ist in Abbildung 4.40 dargestellt. Eine mef3bare
ACV-Konzentration liegt erst nach ca. 40 Stunden vor, danach steigt die Aktivitat der ACVS
exponentiell an und erreicht ihr Maximum nach 90 Stunden. Erstaunlicherweise ist aber danach
kein starker Abfall zu beobachten, sondern eine nahezu stationére Phase bis zur 150. Stunde.
Zu dieser Zeit durchlduft die Biosynthese ihr Maximum an Produktivitét, demzufolge kann hier
nicht direkt auf einen Engpal? bei der ACV S-Aktivitét geschlossen werden. Das zweite kleine
Maximum deutet auf ein erneutes Aktivieren des Stoffwechsels hin und korreliert mit dem
Anstieg in der Biomasse. Danach kommt es jedoch zum Einbruch in der Aktivitét, well

vermutlich zu diesem Zeitpunkt nicht genug aktive Zellen nachwachsen.
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Abb. 4.40 : Spezifische Aktivitat der ACVS, die ACV-Konzentration und der intrazelluldre
Proteingehalt.
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Auch bel den Kultivierungen im synthetischen Medium ist eine Bestimmung der ACVS
Aktivitét zur Routine geworden. Es kann festgehalten werden, dal3 die spezifische Aktivitét der
ACVS im synthetischen Medium bei den betrachteten Kultivierungen sogar grofer ist als im
komplexen Medium. Dies kann in erster Linie auf den Proteingehalt zuriickgefiihrt werden, der
hier wesentlich genauer ermittelt werden kann, da keine storenden Substanzen im Medium

vorliegen.

Die Aktivitdt des zweiten betrachteten Enzyms - der IPNS - spiegelt einen ahnlichen Verlauf
wie im komplexen Medium wieder (Abbildung 4.41). So ereicht die IPNS ihr
Aktivitdtsmaximum erst nach 140 Stunden, zeitlich nachdem die ACVS ihr Maximum an
Aktivitét bereits durchlaufen hat.
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Abb. 4.41: Spezifische Aktivitéat der IPNS, die Penicillin N-Konzentration und der
intrazellul&re Proteingehalt.

Uber einen direkten Engpal in der Biosynthese des Cephalosporin C kann im synthetischen
Medium noch keine sichere Aussage getroffen werden. Aufgrund von rheologischen und
morphologischen Verdnderungen ist ein Vergleich von synthetischen zu komplexen Medien
immer schwierig. Es kann aber die Hypothese aufgestellt werden, dal3 der Engpald im
synthetischen Medium an der gleichen Stelle der Biosynthese zu suchen ist, wie im
Komplexmedium. Diese Annahme begriindet sich hauptséchlich durch den dhnlichen Verlauf
der Aktivitétsspektren.
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4.3 Messung der Kulturfluoreszenz -
Einsatz der 2D- Fluoreszenzspektrometrie

Waéhrend dler Kultivierungen wird die Kulturfluoreszenz on-line verfolgt. Wie bereits bel
Tollnick /1996/ zeigt die mit dem Fluorosensor gemessene NAD(P)H-Fluoreszenz keine
Korrelation zu irgendeiner Prozef3grofie, da im Rahmen dieser Arbeit mit Corn-Steep-Liqgour-
haltigen Medien gearbeitet wird. Dadurch wird die Kulturfluoreszenzmessung (340nm/460nm)
hauptsachlich durch Matrixeffekte gestort /Nielsen et al., 1994/. Durch die zur Verfiigung
stehende Methode der zweidimensionalen Fluoreszenzspektrometrie soll deswegen Zugang zu

neuen Korrelationsmoglichkeiten gefunden werden.

Fur die Messungen der Kultivierungen im  Komplexmedium wird das Hitachi-
Fluoreszenzspektrophotometer eingesetzt. Die erhaltenen Daten werden aufgearbeitet und
konnen Ubersichtlich dargestellt werden /Lindemann 1998/. Das 2D-Fluoreszenzspektrum zu
Beginn der Kultivierung von Acremonium chrysogenum in komplexen Medien zeigt eine hohe

relative Fluoreszenzintensitét, die auf Fluorophore im Medium zurtickzufihren ist.
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Abb. 4.42: 2D-Fluoreszenzspektrum des Komplexmediums zu Beginn der Kultivierung
/Lindemann 1998/.
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W Fluoreszenzintensitziten
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Abb. 4.43: 2D-Fluoreszenzspektrum im Komplexmedium am Ende der Kultivierung

/Lindemann 1998/
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Am Ende der Kultivierung (Abb. 4.43) ist wiederum ein hohes Fluoreszenzsignal zu erkennen,
welches in der gleichen Grofenordnung liegt, wie am Anfang der Kultivierung (Abb. 4.44).
Die Maxima haben sich allerdings zu anderen Wellenldngenpaaren verschoben. Aus den
deutlich sichtbaren Veranderungen in den 2D-Fluoreszenzspektren kdnnen zunéchst folgende
Informationen gezogen werden.

Die Abnahme der Fluoreszenzintensitét im Laufe der Kultivierung 183 auf den Verbrauch von
Medienbestandteilen schlief?en, wahrend die Zunahme der Intensitét teilweise sowohl auf
Zdlbestandteile (Protein-, Riboflavin und NAD(P)H-Bereich) as auch auf die Bildung
unbekannter Fluorophore zuriickzufthren ist. Durch Zu- und Abnahme kommt es zu starken
Uberlagerungen der Medienfluoreszenz, die eine Auswertung erheblich besintrachtigten.

Aus einzelnen Fluoreszenzverlaufen konnen jedoch Korrelationen zu Zellparametern gemacht
werden. So korreliert, z.B. die Tryptophanfluoreszenz gut mit dem Verlauf des DNA-Gehaltes,
aber nur sehr schlecht mit dem Verlauf der Biomasse (Abb. 4.44).

Das Vorhandensein unbekannter Fluorophore im Komplexmedium und die Beeinflussung deren
Identifikation durch  Tribungseffekte sowie das Auftreten von Quench- und
Losungsmitteleinfliissen beim Messen der Kulturfluoreszenz, machen es erforderlich, die
Kulturfluoreszenz zur besseren Interpretation der Spektren auch in Minimamedien zu
verfolgen. Durch Reduktion der moglichen fluoreszierenden Substrate im Medium sollen die
Maxima in der Fluoreszenzintensitét genauer zugeordnet werden kénnen und Verlaufe von
einzelnen ExzitationsEmissions-Paaren besser den Kultivierungsparametern zugeordnet
werden. Abbildung 4.45 zeigt das 2D-Spektrum zu Beginn der Kultivierung und auch hier sind
deutlich Fluoreszenzmaxima zu erkennen, welche wiederum auf die genannten Fluorophore im

Medium zurtickzufihren sind.
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Fuoreszenzintensitaten
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Abb. 4.45: 2D-Fluoreszenzspektrum zu Beginn der Kultivierung im synthetischen Medium
/Lindemann 1998/.

Da der Corn-Steep-Ligour in dem Medium fehlt und auch sonst nur Trubungseffekte durch
sich bildende Biomasse auftreten, sollten die auftretenden Maxima leichter charakterisiert bzw.
identifiziert werden konnen. Das 2D-Spektrum am Ende der Kultivierung zeigt ebenfalls eine

hohe Kulturfluoreszenz.

// Fluoreszenzintensitaten
530 B 1241 - 1600
// B 963.2 -- 1241
I 747.3 -- 963.2
490 579.8 -- 747.3
4499 -- 579.8
349.0 -- 449.9
270.8 -- 349.0
E 450 210.1 -- 270.8
= 163.0 -- 210.1
,5 1265 -- 163.0
g 410 98.14 - 126.5
i 76.15 -- 98.14
n 59.08 -- 76.15
370 45.84 -- 59.08
35,57 -- 45.84
[ 2759 -- 35,57
330 B 21.41 - 27.59
B 1661 - 21.41
Bl 1289 -- 16.61

I 10.00 - 12.89
290

310 350 390 430 470 510 550 590
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Abb. 4.46: 2D-Fluoreszenzspektrum am Ende der Kultivierung im synthetischen Medium
/Lindemann 1998/.
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Fluoreszenzintensitaten
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Abb. 4.47: Differenzspektrum einer Kultivierung (166h-0h) /Lindemann 1998/.

Im Differenzspektrum, der mit dem Bioviewsensor aufgenommen Spektren, sind maximale
Anderungen der Fluoreszenzintensititen bei 370nm/430nm (Abnahme der Intensitét),
390nm/550nm und 450nm/530nm (Zunahme der Intensitéten) zu erkennen. Die Reduktion der
storenden fluoreszierenden Medienbestandteile auf ein Minimum ist neben Filtereffekten des
Gerdtes und der Aufnahme weniger Mef3punkte, auch auf weniger Fluorophore im Medium
zuriickzufUhren. Eine genaue Interpretation der Maxima konnte bisher nicht erfolgreich
durchgefuihrt werden. So ist es nur moglich, einzelne Paare mit Prozef3parametern mehr oder
weniger gut zu korrelieren. In der Verwendung des synthetischen Mediums sollte jedoch ein

hohes Potential zur Verbesserung dieser on-line Uberwachungsmethode liegen.

Bel den Messungen der Kulturfluoreszenz fallen sehr grof3e Datenmengen an. Beide
verwendeten Spektrometer liefern informative, aber - wie oben gesehen - auch sehr
komplizierte Spektren. Da die manuelle bzw. einfache optische Auswertung sehr problematisch
ist, werden diese Mefidaten durch mathematische Datenreduktionsmethoden vereinfacht. Wei
/1998/ untersuchte im Rahmen einer Doktorarbeit zwei Methoden - die Wavelet -
Transformation und die selbstorganisierende Merkmalskarte (SOM). Durch die entwickelten
Methoden konnen die Dimension und die Menge der Fluoreszenzdaten drastisch reduziert

werden.
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Zudem wird eine Methode zur Modellbildung - das Backpropagation-Netzwerk-Modell (BPN)
- eingesetzt, mit dem es gelingt be unterschiedlichen Kultivierungen, zahlreiche
Prozevariablen, d.h. leichte Anderungen der Kultivierungsparameter, mit ausreichender
Genauigkeit abzuschdtzen. Die Originalspektren konnen nach dem SOM-Verfahren
aufgearbeitet werden und stellen dann die BPN-Eingangsgrofen dar. Um die Korrelation
zwischen dem Fluoreszenzspektrum und unterschiedlichen Prozef3variablen, wie Biomasse,
CPR, Produkte etc. zu ermitteln, wird jeweils ein BPN fur jede Prozefdvariable trainiert. Die
Anzahl der versteckten Neuronen wird variiert, um eine optimale Netzstruktur herauszufinden.
Im folgenden sollen nur zwei Graphiken exemplarisch dargestellt werden, in denen der
wichtige Wachstumsparameter CPR und das Hauptprodukt Cephalosporin C modelliert
worden sind. Ausfihrliche Interpretationen und eine Beschreibung der durchgefiihrten
Methodik finden sich bei Wei /1998/.
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Abb. 4.48: Vergleich der berechneten und der gemessenen CPR.
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Esist deutlich die gute Korrelation zwischen den berechneten und den gemessenen Werten zu
erkennen. Der Korrelationskoeffizient liegt bei 0,99. Ein dhnlich guter Zusammenhang 183 sich
bei dem Hauptprodukt Cephalosporin C erkennen. Alle weiteren Parameter kbnnen nach einer
Strukturoptimierung Uber eine 65<3<1 BPN dhnlich gut berechnet werden /Wei 1998/.
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Abb. 4.49: Vergleich der berechneten und der gemessenen Cephal osporin C-Konzentration.
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5. Zusammenfassung und Ausblick

51 Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Cephaosporin  C-Produktion mit einem
Hochlei stungsstamm von Acremonium chrysogenum in komplexen und synthetischen Medien
bei Kultivierung im 30L-Fermenter-Mal3stab naher untersucht. Der verwendete A3/2-Stamm
zeigte in beiden Medien ein fir wissenschaftliche Untersuchungen ausreichendes Wachstums-
und Produktionsverhalten.

Bel friheren Kultivierungen ist ein erhdhter Bedarf des Pilzes an Aminosduren beobachtet
worden. Weiterhin verwertet Acremonium chrysogenum zahlreiche Aminosduren zur direkten
und indirekten Cephalosporin C-Produktion. Daher sind bei den Kultivierungen in den
komplexen, industrienahen Medien mehrere Kultivierungen mit Aminosdurezusdtzen und
Glucosezufitterungen durchgefiihrt worden. Die Glucosezufitterungsexperimente machten
schnell deutlich, dal3 die Produktivitét, allein durch Glucosezusétze zum Zeitpunkt, der fir das
System typischen, diauxischen Stoffwechselumstellung, nicht befriedigend gesteigert werden
kann. Durch den Zusatiz von Glucose konnte die Kultivierungsdauer bei gleicher
Produktkonzentration extrem verringert werden. Es lag nahe, dem Medium eine Kombination
von Glucose und Aminosduren zuzusetzen. Bei kirzerer Prozefizeit konnte dadurch die
Ausbeute gesteigert werden. Eine optimale Medienzusammensetzung, bezogen auf
Biomassebildung und Produktivitét, ergab sich bei eéinem Zusatz von L-Alanin, L-Valin und L-
Serin. Hier konnte der Ausbeutekoeffizient im Vergleich zu friheren Kultivierungen um fast
50% erhoht werden. Zudem zeigte ein Vergleich der Konzentration des Nebenproduktes
DAOC, dald durch den Zusatz der Aminosduren dessen Endkonzentration im Medium

verringert werden konnte.

Der zweite Schwerpunkt der Arbeit bestand neben der Produktivitdtssteigerung in der
Untersuchung des Engpasses der Biosynthese des Cephalosporin C. Nach der Arbeit von
Beyer /1996/ wurde der primére Engpal’ der Cephalosporin C-Biosynthese in der Aktivitét der
ACVS gesehen. Nachdem zahlreiche Enzymassays entwickelt und zur Routineanalytik
umgesetzt wurden, bestétigten ausfihrliche Untersuchungen - zum Verhdltnis der
Enzymaktivitdten untereinander - diese Annahme und weisen die Expandase/Hydroxylase-

Aktivitét als zweiten Engpal’ der Biosynthese aus.
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Die ACV-Synthetase besitzt ihr Maximum in der exponentiellen Wachstumsphase von
Acremonium chrysogenum. Hier mifden Mal3nahmen gentechnischer Art zur Verbesserung
ansetzen, um die Synthese des ACV auch in der, fir die Hauptproduktion relevanten,

stationdren Phase zu garantieren.

Da im Laufe der Zeit deutlich wurde, dald bei Kultivierungen in komplexen Medien héufig
Probleme bei der Analytik, bedingt durch den hohen Feststoffanteil und die hohe Viskositét,
auftreten, wurde ein fir den Forschungsmal3stab angepaldtes synthetisches Medium entwickelt.
Mehrere Kultivierungen im synthetischen Medium mit  Acremonium chrysogenum
durchzufihren, erscheint als durchaus sinnvoll. Innovative Analysemethoden, wie z.B. die 2D-
Fluoreszenzspektrometrie oder auch die on-line FIA, kdnnen besser eingesetzt werden und
bringen neue Erkenntnisse Uber Wachstums- und Produktionsverhalten. Allerdings kdnnen
diese Experimente nicht zur direkten Produktivitdtssteigerung dienen, hier soll vorrangig dem
wissenschaftlichen Aspekt Rechnung getragen werden.

Der Einsatz der 2D-Fluoreszenzspektrometrie im Rahmen dieser Arbeit zeigte interessante
Ansétze fur diese optische Analysemethode. Vor alem im synthetischen Medium sind deutliche
Fluoreszenzintensitdten auszumachen, die in der Zukunft charakterisiert bzw. identifiziert
werden miissen, um eine einfache on-line Uberwachungsmethode fiir den Verbrauch von
Substraten und den Aufbau von Produkten zu gewinnen.

Die Betrachtung der Enzymaktivitéten im synthetischen Medium bestétigt ale Hypothesen aus
den Kultivierungen im Komplexmedium und weist auch hier die ACV-Synthetase-Aktivitét as
priméaren Engpal? der Cephalosporin C-Biosynthese aus.

Die gesammelten extra- und intrazelluléren Daten reichten aus, um ein erstes kinetisches
Modell fur die Cephalosporin C-Biosynthese zu entwerfen, welches in den ersten 100 Stunden
einer Kultivierung gute Prognosen fur den Prozeldverlauf liefert. Es konnten kinetische
Konstanten bestimmt werden und somit die Enzymaktivitéten noch genauer betrachtet werden.
Simulationen mit der Gelostsauerstoffkonzentration bestdtigten die Ergebnisse friherer
experimenteller Arbeiten und zeigten, dal3 sich bei zu niedriger GelGstsauerstoffkonzentration
Penicillin N im Medium a's Hauptprodukt anreichert. Dies ist besonders bel Kultivierungen in
hochkomplexen Medien wichtig und erklért die hohen Nebenproduktkonzentrationen im
I ndustriemal3stab.
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5.2 Ausblick

Weitere Arbeiten auf dem Gebiet der Optimierung eines Prozesses durch Medienkomposition,
sollten sich zundchst mit der gezielten Suche nach billigen und aminosdurehaltigen
Rohstoffquellen, die vor alem reich an Valin, Alanin und Serin sind, beschéftigen. Da der
gezielte Zusatz dieser Aminosduren im Forschungsmalistab hohe Ausbeutegewinne mit sich
brachte, ist zu empfehlen, den Zusatz durch sorgfaltiges up-scaling auf den Industrieprozefd zu
Ubertragen. Desweiteren kann durch Verdiinnung des Mediums unter Zufitterung von Glucose
und Aminosduren der Produktionsprozefd ohne Ausbeuteverlust beschleunigt werden. Das
entwickelte synthetische Medium bietet zahlreiche Maoglichkeiten zur  genaueren
Charakterisierung des Produktionsprozesses. So ist es nun moglich, genauen Zugriff auf die
Biomasse zu erhalten. Reines Zellmaterial konnte isoliert und bestimmt werden, wodurch eine
genaue Wachstumsrate zu bestimmen wére. Ebenso wére die Durchfihrung von
Elementaranalysen sinnvoll und wirde sehr genau Aufschlul Gber die Zusammensetzung des
Pilzmycels geben. Durch solche Analysen kdnnen bessere Bilanzen erstellt und eventudll
Stoffllisse charakterisert werden. Diese wiederum sind unter Vorbehalt auf den
Industrieprozefd Ubertragbar sein. Die vorgestellten Modelle und Simulationen dieser Arbelit
waéren durch die so gewonnenen Daten aussagekréftiger, da sie eine hohere Genauigkeit zeigen
wrden.

Ein waeiteres, lohnendes Forschungsgebiet ist sicherlich die Anwendung der 2-D
Fluoreszenzspektrometrie im synthetischen Medium. Durch das Fehlen der storenden
Fluorophore des Komplexmediums mufdte eine Charakteriserung bzw. ldentifizierung der
auftretenden Fluoreszenzmaxima einfacher und treffender moglich sein. Vor allem eine on-line

Sojadl-Anaytik ware hier ein erfolgversprechender Ansatzpunkt.
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Anhang

7. Anhang
7.1 Zusammensetzung der Agar schragen
Komponente Konzentration [g/l]
Glucose 10
Hefe-Extrakt 4
DL-Methionin 2
Agar 25

Tab. 7.1: Zusammensetzung der Agarschragen nach Kuenzi et al. /1980/

Mit bidest. H,O auf einen Liter auffillen und pH 7,7 einstellen.

7.2 Schattelkulturen fur komplexe und synthetische M edien
Komponente Menge [g/160 ml] Gehalt [g/l]
Hefeextrakt 5,28 33
Malzextrakt 3,84 24
Glucose 0,8 5
Sojadl 0,06 mi 0,4 ml

Calciumcarbonat 0,8 5

L eitungswasser auf 160 ml auffillen

Tab. 7.2: Zusammensetzung des Schittel kulturmediums
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Anhang

7.3 Zweite Vorkultur fur komplexe Medien (Biostat V)
Komponente Menge [g/6 1] Gehalt [g/l]

Corn Steep Liquor 204 34
Glucose 210 35

Ammoniumacetat 36 6
Sojadl 60 10

Calciumcarbonat 33 55

Desmophen 3900 2 0,33

Tab. 7.3: Zusammensetzung der 2. Vorkultur
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7.4

Hauptkulturmedien der fur die Arbeit verwendeten Kultivierungen
(BIOSTAT UD 30L)

Die Kultivierungsnummerierung bezient sich auf die im Ergebnisteil

Die Minerdsdze (Mg™, F

e2+ ’ M n2+ ’

(Kapitel  4.1.7)
eingefuhrten Bezeichnungen . Alle Angaben sind in [g] as Einwaage in den 30L-Bioreaktor.

Cu®™) werden separat aufgelést und der

Trockenglucosesirup wird getrennt autoklaviert (3L, 40min).

1 2 3 4 5 6 7 8
Glucose - 500 | ab40h 1g/I - ab 40h 19/l - - -
CSL 3300 | 1650 1650 2475 1650 1650 1650 | 1650
NH4SO, 30 30 30 30 30 30 30 30
N&,SO, 150 | 150 150 150 150 150 150 | 150
KH,PO, 63 32 32 48 32 32 32 32
Arginin 100 | 50 50 - - - - -
Asparagin | 100 | 50 50 75 50 50 50 50
L-Valin - - - 25 25 25 25 30
ab der 45h
0,03g/l
L-Alanin - - - 50 - - 50 50
L-Serin - - - - - - 30
Methionin | 440 | 220 220 330 220 220 220 | 220
Sojadl 600 | 300 300 450 300 300 300 | 300
MgSO, 200 | 200 200 200 200 200 200 | 200
FeSO, 2,7 | 27 2,7 2,7 2,7 2,7 27 | 27
MnSO, 09 | 09 0,9 0,9 0,9 0,9 09 | 09
ZnSO, 06 | 06 0,6 0,6 0,6 0,6 06 | 06
CuSO, 06 | 06 0,6 0,6 0,6 0,6 06 | 06
CaCOs 300 | 150 150 225 150 150 150 | 150
Harnst. 63 32 32 48 32 32 32 32
TGS 1380 | 690 690 1035 690 690 690 | 690

Tab. 7.4 : Zusammensetzungen der wichtigsten komplexen Kultivierungsmedien
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7.5 Bradford-Reagenz fir die Proteinbestimmung

50 mg Coomassie Blue (25%-ig) werden in 25ml Methanol gelst. Anschliefsend werden 50ml
85%-ige Phosphorsaure hinzugegeben. Es wird mit bidest. H,O auf 500 ml aufgefillt.

7.6 pHBAH-Reagenz fiur die Glucosebestimmung
Losungl: 4g p-Hydroxybenzoesdurehydrazid
20 ml konz. HCI
adll bidest.H,O
Losung2: 409 Natriumhydroxid
9,39 EDTA (Natriumsalz)
adll bidest. H,O

Das Gebrauchsreagenz wird durch Mischung gleicher Volumina der beiden Lé&sungen

unmittelbar vor der Benutzung erhalten.

7.7 Reagenzldsungen fur die Ammoniumbestimmung nach DIN 38 406
LosungA: 139 Natriumsalicylat

139 Trinatriumcitrat

0,979 Dinatriumpentacyanonitrosylferrat

ad 100 ml bidest.H,O

LosungB: 3,29 Natriumhydroxid
029 Natriumdichlorisocyanurat
ad 100 mi bidest. H,O
Ldsung A ist im Kuihlschrank mehrere Wochen haltbar, Losung B sollte méglichst frisch

verwendet werden.
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7.8 Eluentenzusammensetzung fiir die Produkt HPLC
Phosphatpuffer : 14 mmol Natriumdihydrogenphosphat
10,3mmol  Tetrabutylammoniumhydrogensulfat

ad1ll

Der Eluent setzt sich aus dem Puffer und 50 ml Methanol (HPL C-Grade) zusammen.

bidest. H,O

7.9 Zusammensetzung von Maisquellwasser (Corn-Steep-Liquor)
Bestandtell Gehalt [g/100g CSL ]
Trockenmasse 46,8 - 49,6
Asche 8,04 - 10,43
Total-Stickstoff 3,33- 3,67
Total-Zucker (als Glucose) 0,74 - 4,39
L actat 11,6 - 19,3
Eisen 0,009 - 0,0027
Phosphor 1,5-1,9
Calcium 0,02 - 0,07
Zink 0,005 - 0,012
Kaium 2,0-25
pH 40-47
Tab.7.5: Zusammensetzung des CSL nach Cejka, Schering AG Bergkamen
Aminosaure Fre Total
[g/kg Trockenmasse] [g/kg Trockenmasse]
Alanin 40,7 54,5
Arginin 2,4 20,3
Aspartat 2,2 19,9
Cystein 0 1,3
Glutamat 7.7 40,2
Glycin 6,6 26,8
Higtidin 0 31,8
Isoleucin 11,2 17,3
Leucin 35,5 39,3
Lysin 0 14,8
Methionin 6,5 6,9
Phenylaanin 26,2 27,4
Prolin 27,7 48,2
Serin 10,7 19,0
Threonin 9,3 20,7
Tyrosin 1,3 6,5
Vdin 20,1 30,5

Tab. 7.6: Aminosduregehalt in Maisquellwasser (CSL) /Christensen 1992/
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7.10

Fettsduremuster von Sojadl

Fettsaure| 16:0 | 18:0| 18:1 | 18:2 | 18:3 | 20:0 22:1
%min. | 132 | 34 | 21,6 | 443 | 8,2 | Spuren 0
%max. | 155 | 50 | 27,2 | 51,3 | 9,7 0,2 | Spuren

FE% 145| 42 | 252 | 476 | 85 0,1 0

Tab. 7.7 : Fettsauremuster von Sojadl /Kaufmann und Her sl 6f, 1991/

7.11

mit :

7.12

Tab.

Formeln fir die Berechnung von CPR, OTR und RQ

OTR =

en
VGas

T 2414, § %2 1 YE-YE 0251-;

Xl ein _

1- Yg'Z“ -ya

CO, . austj

VAU R S AU
CPR= o= X Yo, % ais aui - Yo, ¥
22414¥, 1 2 1- 3=y T e

CPR

RQ=——

Q= omR

en
VGas

Vy begastes Reaktionsvolumen [l]

YSn'2es Molenbruch der Gaskomponente im Begasungsstrom (ein) oder Abgas

(aus)

Begasungsstrom unter Normalbedingungen [NI/h]

Zusammensetzung der Wasch- und AufschluRpuffer

Puffer K onzentration Bestandteile
Waschpuffer 50mM TRIS/HCI (pH 7,5)
100mM KCl
AufschluRpuffer A 10mM TRIS/HCI (pH 7,5)
20mM EDTA
50 Vol% Glycerin
0,1 mM DTT
Aufschlul3puffer B 10mM TRIS/HCI (pH 7,5)
20mM EDTA
50 Vol% Glycerin
0,1 mM DTT
14 Tabletten/Liter Complete™ (Inhibitor)

7.8 : Zusammensetzung der

Wasch- und

Aufschluf3puffer



Abkirzungsverzeichnis

8. Abkurzungsver zeichnis

Aktivitat von xxx

Alanin

Albumin, Bovine

a-Aminoadi pat/a-Aminoadipinsiure
a-L-Aminoadipyl-L-Cysteinyl-D-Valin
a-L-Aminoadipyl-L-Cysteinyl-D-Valin-Synthetase
Aminosduren

Adenosintriphosphat

Arginin

Ascorbinsaure/Ascorbic Acid

Asparagin

Aspartat/Asparaginsaure

Biofeuchtmasse

Biotrockenmasse

Cephalosporin C

Coenzym A

Cystein

Deacetyl cephal osporin C

Deacetoxycephal osporin C
Desoxyribonukleinsdure/Desoxyribonuclic acid
Dithioerythritol

Dithiothreitol

Epimerase (F= forward; R=rewind)
Ethylendiamintetraessigsaure Dinatriumsalz
Fliel3-Injektions-Anaytik

Glutamat

Glutamin

Glycin

High Performance Liquid Chromatography
Higtidin

Isoleucin

Isopenicillin N

Isopenicillin N-Synthase

Km-Werte fur xxx

Kinetische Konstante fir xxx
Kaliumchlorid

Leucin

Lysn

Axxx UNd Ry
Ala
BSA
AAA
ACV
ACVS
AS
ATP
Arg
ASS
Asn
Asp
BFM
BTM
CPC
CoA
Cys
DAC
DAOC
DNA
DTE
DTT
EPMF/EPMR
EDTA
FIA
Glu
GIn
Gly
HPLC
His
lle
IPN
IPNS
Koo
Kyox
KClI
Leu
Lys
-128-



Abkirzungsverzeichnis

Metabolit xxx

Methanol

Methionin

Penicillin N
Phenylmethylsulfonylfluorid
o-Phtalaldehyd

Phenylaanin

Prolin

Relative Units
Resktionsgeschwindigkeit
Ribonukleinsdure/ Ribonucleic acid
Serin

Tetrahydrofuran
Tris(hydroxymethyl)aminomethan
Tryptophan

Tyrosin

Ultraschall

Umdrehungen pro Minute

Valin

MET s
MeOH
Met
PEN
PMSF
OPA

Pro
ru
Ruo
RNA

THF
TRIS
Trp
Tyr
us
Upm
v
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