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1 Einleitung und Aufgabenstellung

Mit filamentds wachsenden Pilzen, Aspergillus terreus kann aus nachwachsenden
Rohstoffen die chemische Verbindung Itaconsaure (I1A) hergestellt werden. Nach
einer Wachstumsphase startet die nahezu wachstumsentkoppelte Itaconsau-
reproduktion. Die gebildete Itaconsaure wird von den Zellen in das umgebende
Medium abgegeben.

In diesem Verbundprojekt sollen von dem Projektpartner FAL schwerpunktmalig
folgende Arbeiten durchgefuhrt werden:

» Zell-Screening
» Medienoptimierung/Arbeiten zur Effizienzsteigerung bzw. Kosten-
reduktion des gesamten Biokonversionsschrittes
* Substrat-Sreening:
Uberpriufung der Rohsubstrate auf Eignung fiir die Itaconsaure Produktion
* Aufarbeitung:
» Elektrodialyse
» Flussig-flussig Extraktion
« Verwertung der Produktionsruckstande

2 Wissenschaftlich-technische Ergebnisse
2.1 Zell-Screening

In den bisherigen Projekten der FAL zum Thema ,ltaconsdure“®wurde mit
Stammsammlungsorganismen sowie mit einem selbst gescreenten Stamm, A.
terreus LUO2b, gearbeitet. Zu Beginn dieser Arbeit wurden die Staimme A. ter-
reus NRRL 1963, NRRL 1960 sowie der gescreente Stamm A. terreus LUO2b pa-
rallel unter den gleichen Bedingungen kultiviert (Abbildung 2.1-1). Dazu wurden
250 ml Erlenmeyerkolben mit je 100 ml Standardproduktionsmedium (Vorlop
K.D., 2003), mit einem Start pH-Wert von 3,1, mit 1*10° Sporen/ml| angeimpft
und bei 33 °C und 120 Upm (50 mm Rund- Schuttelbewegung) inkubiert.

Nach 17 Tagen wurde eine Endkonzentration von ungefdhr 35 g/L Itaconséure
gemessen.

Die verschiedenen Stamme zeigen einen sehr ahnlichen Verlauf der 1A Produkti-
on. Die Biotrockenmassen sowie der Glucoseverbrauch war tUber 17 Tage hinweg
ebenfalls bei den drei Stdammen sehr ahnlich.

Somit sind unter diesen Bedingungen nicht der Stamm, sondern andere Faktoren
fur die schlechte IA Produktion entscheidend. Aus diesem Grund wurde nicht
nach neuen Stdmmen gescreent, da die Optimierung der Bedingungen von gro-
Rerer Bedeutungen waren. Zur Effizienzsteigerung der IA Produktion wurden fol-
gende Faktoren nédher untersucht:

e« Handhabung

e Sauerstoffversorgung

* Einfluss diverser Medienbestandteile
e Produkt- und Nebenproduktbildung

Da zwischen den Stammen kein signifikanter Unterschied beobachtet wurde,
wurden alle weiteren Kultivierungen mit dem selbst gescreenten Stamm A. ter-
reus LUO2b durchgefuhrt, der bereits nach 14 Tagen 35 g/l 1A produziert hat.
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Abbildung 2.1-1: Itaconsaure gebildet von A. terreus 1960, 1963 und LUO2b in
250 ml Erlenmeyerkolben; 33 °C, Start pH 3,1 ungeregelt, 120 Upm

2.2 Arbeiten zur Effizienzsteigerung

Alle Kultivierungen wurden mit dem an der FAL gescreenten und hinterlegten
Stamm Aspergillus terreus LUO2b durchgefuhrt.

2.2.1 Schuttelkolbenversuche
Handhabung

Wahrend der Kultivierung war die Morphologie des Pilzes nicht einheitlich. Es war
ein Gemisch aus freiem Myzel und kleinen Pellets. Dies deutet darauf hin, dass
der Pilz nicht unter optimalen Bedingungen kultiviert wurde.

Bei den Probenahmen wurden bisher alle Kolben zusammen dem Schittler ent-
nommen und nacheinander bearbeitet. Vielleicht wurde der Pilz durch zu haufige
Probenahme oder aufgrund langer Ruhephasen wéhrend der Probenahme unzu-
reichend mit Sauerstoff versorgt.

Der Sauerstoffeintrag spielt eine wesentliche Rolle bei der IA Produktion mit A.
terreus. Um wéahrend der Probenahme die Kultivierung nicht unnétig zu beein-
flussen wurde ab dieser Kultivierung immer nur ein Kolben zur Probenahme aus
dem Schittler entnommen. Bei der Handhabung wahrend der Probenahme wurde
darauf geachtet, dass der Kolben immer per Hand geschittelt wurde (neue
Handhabung).

Bei der Kultivierung mit der neuen Handhabung wurden nach 7 Tagen Kultivie-
rung 63 g/L IA gebildet. Die Morphologie des Pilzes war einheitlich. Er wuchs als
feines freies Myzel.

Mit der neuen Handhabung konnten diese Ergebnisse mehrfach reproduziert
werden. Um diese Auswirkung in der Probenahme begrinden zu kénnen, wurden
zwei Kulturen vor jeder Probenahme 10 Minuten nicht geschittelt (Abbildung
2.2-1).
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Abbildung 2.2-1: Neue Handhabung (gleichmalRige Sauerstoffversorgung) im
Vergleich zu 10 Minuten nicht schiutteln vor jeder Probenahme (schlechte Sa-
erstoffversorgung); Kultivierung von A. terreus LUO2b in 250 ml Erlenmeyerkd-
ben; 33 °C, Start pH 3,1 ungeregelt, 120 Upm

In den ersten zwei Tagen sind keine Abweichungen zu den anderen Kultivierun-
gen (immer geschittelt, gleichméafige Sauerstoffversorgung) vorhanden. In die-
ser Zeit befindet sich der Pilz in der Wachstumsphase. Nach zwei Tagen wird
kaum noch IA gebildet und Glucose verbraucht. Nach 7 Tagen Kultivierung wur-
den nur 8 g/L IA gebildet. Die Morphologie des Pilzes war wahrend der Kultivie-
rung nicht einheitlich. Er wuchs sowohl in Pellet- als auch in freier Myzelform.
Wohingegen er mit der neuen Handhabung (gleichmaRige Sauerstoffversorgung)
in einheitlicher Wuchsform als feines freies Myzel wuchs.

Folglich scheint es fur die 1A Produktion wesentlich zu sein, dass der Pilz wahrend
der Produktionsphase ausreichend und standig mit Sauerstoff versorgt wird.

Die Ergebnisse der neuen Handhabung konnten mehrfach reproduziert werden.
Somit wurden Kultivierungsbedingungen geschaffen, unter denen die 1A Herstel-
lung reproduzierbar ist und fur weitere Optimierungen als Referenz dient. Diese
Reproduzierbar konnte in den zwei bisherigen Projekten nicht erreicht werden, so
dass positive oder negative Effekte wahrend der Kultivierung nicht eindeutig auf
veranderte Parameter zuriick gefuhrt werden konnten.

Bei Kultivierungen mit der neuen Handhabung nimmt die Produktivitdt nach un-
gefahr 7 Tagen ab. Fur diese Hemmung konnte eine Substratlimitierung, die Bil-
dung von Nebenprodukten oder eine Produkthemmung verantwortlich sein.

Substratlimitierung/- hemmung

Bisher wurden 120 g/l Substrat eingesetzt. Bei einer guten Sauerstoffversorgung
wird dieses aber nach 10 Tagen vollstandig verbraucht (Abbildung 2.2-1). Somit
kann angenommen werden, dass nach 8 Tagen Kultivierung eine Substratlimitie-
rung einsetzt, die Produktivitat verringert wird und somit Konzentrationen von
mehr als 65 g/l 1A nicht erreicht werden kdnnen. Daher wurde eine Kultivierung
mit 180 g/l Glucose durchgefuhrt, um zu Uberprifen ob zum einem nach 8 Tagen
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Abbildung 2.2-2: Hbhere Substratanfangskonzentration von 180 g/L im Ver-
gleich zu 120 g/L; Kultivierung von A. terreus LUO2b in 250 ml Erlenmeyerkd-
ben; 33 °C, Start pH 3,1 ungeregelt, 120 Upm

aufgrund der Substratlimitierung der Pilz keine weitere IA produziert und zum
anderen in wie weit der Pilz durch diese Anfangskonzentration gehemmt wird
(Abbildung 2.2-2). Der Substratverbrauch und die 1A Produktion entsprachen den
bei einer Anfangskonzentration von 120 g/l Glucose. Auch bei einer noch ausrei-
chenden Substratkonzentration sinkt die Produktivitdt unabhangig von der Sub-
stratanfangskonzentration nach 6 Tagen Kultivierung. Die Abnahme der Produk-
tivitat hangt somit vermutlich nicht mit der Glucosekonzentration zusammen.
Weiterhin wird gezeigt, dass bei 180 g/l Glucose keine Substrathemmung zu Be-
ginn der Fermentation vorliegt.

Wird die Glucose vollstdndig verbraucht, nutzt der Pilz die Itaconsdure als Koh-
lenstoffquelle, daher werden die weiteren Forschungsarbeiten mit einem Gluco-
seliberschuss von 180 g/l durchgefiuhrt. Aus diesen 180 g/l Glucose kann der Pilz
bei einer theoretischen Ausbeute von 100 mol% 130 g/l Itaconsdure herstellen.

Optimierung der Phosphatkonzentration

Bei den bisherigen Versuchen wurde das Standardproduktionsmedium (Vorlop
K.D., 2003) mit 0,04 g/L KH,PO, verwendet. Die IA Produktion ist phosphatlimi-
tiert und tritt ein, wenn der Phosphatgehalt eine bestimmte Konzentration unter-
schreitet. In dieser Versuchsreihe wurde untersucht, in wie weit sich eine erhohte
Phosphatkonzentration auf die Produktion, das Biomassenwachstum sowie auf
die Morphologie des Pilzes auswirkt. Die 1A Produktion beginnt unabhangig von
der Phosphatkonzentration (siehe Abbildung 2.2-3) zwischen 24 und 48 h nach
der Inkubation mit Sporen. Zu diesem Zeitpunkt sind ca. 2/3 der exponentiellen
Wachstumsphase abgeschlossen. Nach sechs Tagen Kulivierungsdauer wurden
mit hoheren (> 0,04 g/l KH,PO,) Phosphatkonzentrationen mehr IA produziert.

In der stationaren Wachstumsphase wurde bei der Kultivierung mit 0,16 g/l
KH,PO, 9,8 £ 1,8 g/I BTM erreicht. Die Morphologie des Pilzes war helles, aber
sehr dichtes Myzel. Die Viskositat der Kultur war deutlich hoher als bei
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Abbildung 2.2-3 1A Produktion und Biomassenwachstum bei Verwendung ver-
schiedener Phosphatkonzentrationen; Kultivierung von A. terreus LUO2b in
250 ml Erlenmeyerkolben; 33 °C, Start pH 3,1 ungeregelt, 120 Upm

geringeren Phosphatkonzentrationen. Mit 0,1 g/l KH,PO, wurde die gleiche IA
Produktion mit durchschnittlich 8,4 + 1,4 g/l BTM erreicht. Der Pilz wuchs als fei-
nes, freies und helles Myzel. Da aufgrund der Ausbeute und spezifischen Produk-
tivitat moéglichst wenig Biomasse viel Produkt herstellen soll, wurden alle weite-
ren Versuche mit 0,1 g/l KH,PO, durchgefuhrt. Die erzielte IA Konzentration
(75 g/l nach 7 Tagen) mit 0,1 g/I KH,PO, konnte reproduziert werden und dient
bei den folgenden Variationen als Referenz.

Einfluss der Sporenlagerung bei 4 °C auf die Aktivitat des Pilzes

Die Sporen werden auf Czapek-Dox Agar vermehrt (30 °C, 5 Tage), mit einer
NaCl Losung (0,9 % w,v) geerntet und anschlieend bis zum Animpfen bei 4 °C
gelagert. Um zu untersuchen ob die Zeit der Lagerung bei 4 °C einen Einfluss auf
das Wachstum und die Produktivitat des Pilzes hat, wurden Sporen, die 2 Wo-
chen, 0,5, 1 und 1,5 Jahre bei 4 °C gelagert wurden parallel unter den gleichen
Bedingungen kultiviert (siehe Abbildung 2.2-4). Das Wachstum sowie die 1A Pro-
duktion zwei Wochen alter Sporen entsprach denen mit frischen Sporen (siehe
Referenz Abbildung 2.2-3). Bei den Kultivierungen mit 0,5, 1 und 1,5 Jahren ge-
lagerten Sporen war nach einem Tag Inkubation kein Wachstum erkennbar. Nach
zwei Tagen war zwischen den verschiedenen Ansatzen kein Unterschied im
Wachstum vorhanden.

Die IA Produktion ist bei 0,5, 1 und 1,5 Jahren gelagerten Sporen ca. einen hal-
ben Tag verzogert. Jedoch ist die Biomassenbildung, die IA Produktivitat sowie
die 1A Endkonzentration unabhangig von der Zeit der Lagerung der Sporen bei
4 °C.
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Abbildung 2.2-4: Unterschiedliche Lagerungszeit der Sporen; Kultivierung von
A. terreus LUO2b in 250 ml Erlenmeyerkolben; 33 °C, Start pH 3,1 ungeregelt,
120 Upm

Das bedeutet, dass eine gréRere Menge an Sporen als Vorrat hergestellt werden
kann. Dieser kann Uber einen langeren Zeitraum (Lagerung bei 4°C bis 1,5 Jah-
re) als Inokulum fur Kultivierungen eingesetzt werden. Somit entféallt die Sporen-
herstellung und Ernte fir jede einzelne Kultivierung, was die Kultivierungsvorbe-
reitungszeit deutlich verkurzt.

Diskussion: Kultivierung in Schuttelkolben

Nach einer Medien Optimierung war die maximal erreichte IA Konzentration von
K. Welter 49 g/l nach 8 Tagen Kultivierung (Abbildung 2.2-5) (K.Welter, 2000).
In dem nachfolgenden Projekt konnte mit einem Eigenisolat A. terreus LUO2b im
1,5 | Glasruhrreaktor unter Glucosezudosage 78 g/l 1A aber nach einer Kultivie-
rungszeit von 25 Tagen hergestellt werden (FNR, 2003). Eigene Versuche zeig-
ten, dass bei einer Sauerstoffunterbrechung von 10 Minuten (schlechte Sauer-
stoffversorgung) die IA Produktivitat sowie die erreichte Konzentration deutlich
schlechter sind im Vergleich zu parallel Versuchen mit einer nahezu kontinuierli-
chen Sauerstoffversorgung (gleichmaRige Sauerstoffversorgung).

Laut Literatur wird bei Sauerstoffmangel weniger NADH verbraucht und dessen
Konzentration steigt an, wodurch die Isocitrat-Dehydrogenase und die Citrat-
Synthase gehemmt werden und der Citratzyklus zum Erliegen kommt (Karlson,
1994). Die Citrat-Synthase stellt aber die Citronenséure, aus der die Vorstufe der
IA synthetisiert wird, bereit. Weiterhin muss der pH-Wert innerhalb der Zellen,
gegen einen auleren pH-Wert von 2,0, auf pH 6,0-7,0 gehalten werden, da die
cytoplasmatischen Enzyme dort ihr Optimum besitzen. AuBerdem muss die IA,
die im Cytoplasma hergestellt wird, gegen einen Konzentrationsgradienten nach
aulen ins Medium abgegeben werden. Diese beiden energieabhangigen Prozesse
forcieren eine kontinuierliche ATP Versorgung. Eine kontinuierliche Sauerstoffver-
sorgung zur ausreichenden Versorgung mit ATP ist somit fur die 1A Produktion
durch den filamentdsen Pilz Aspergillus terreus notwendig.
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Abbildung 2.2-5: Ubersicht der max. Produktivitaten und der max. produzierten
IA Konzentrationen in 250 ml Erlenmeyerkolben und 1,5 | Glasfermenter

Unter diesen Bedingungen konnte mit einer maximalen Produktivitdt von
0,43 g/(Ih) nach 10 Tagen Kultivierung im Schittelkolben eine IA Endkonzentra-
tion von 65 g/l erreicht werden. Da, zu diesem Zeitpunkt, die Glucose vollstandig
verbraucht war, wurde mit einer héheren Glucoseanfangskonzentration (180 g/l)
unter gleichen Bedingungen die Kultivierung durchgefiihrt. Die maximale Produk-
tivitat weicht mit 0,46 g/(lh) nicht deutlich von der Referenz Kultivierung mit
120 g/l Glucose ab. Da die Kurvenverlaufe des Glucoseverbrauches und der IA
Produktion unabhéngig von der Hohe der eingesetzten Glucosekonzentration ver-
laufen, kann sowohl eine Substratlimitierung wie auch eine Substrathemmung
durch diese hohe Startkonzentration ausgeschlossen werden.

Bei der Phosphatoptimierung hingegen konnte mit 0,1 g/l KH,PO, eine maximale
Produktivitdt von 0,53 g/(Ih) und 90 g/l 1A nach lediglich 13 Tagen Kultivierung
erreicht werden. Die Biomasse ist mit durchschnittlich 8,4 g/l ungefahr um 2 g/I
gegenuber der Referenz erhdht. Mit dem gleichen Medium (Mit Ausnahme der
Phosphatkonzentration, 0,1 g/l KH,PO,, sowie einer erhdhten Substratanfangs-
konzentration.) und dem gleichen Stamm konnte somit im Vergleich zu dem bis-
herigen Stand an der FAL die maximale Produktivitat um 0,21 g/(lh) und die
Endkonzentration um 12 g/l bei einer gleichzeitigen Halbierung der Fermentati-
onsdauer erreicht werden (FNR, 2003). Weiterhin wurde die molare Ausbeute
von 50 % auf 80 % gesteigert.

Diese Ergebnisse konnten mehrfach reproduziert werden. Dennoch ist bei den
Kultivierungen im Schuittelkolben zwischen den Doppelansatzen vereinzelt eine
Abweichung in der Produktion vorhanden. Die Versuche zur Handhabung zeigen,
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dass die Sauerstoffversorgung im Schuttelkolben die IA Produktion stark beein-
flusst. Dadurch, dass wéhrend der Probenahme die Erlenmeyerkolben per Hand
weiter geschuttelt werden, wird versucht die Unterbrechung der Sauerstoffver-
sorgung zu minimieren. Hinzu kommt, dass die verwendeten Erlenmeyerkolben 3
Schikanen besitzen, die fir den Sauerstoffeintrag wahrend der Kultivierung. Die-
se Schikanen werden aber manuell gefertigt, so dass diese Kolben nicht identisch
sind. Da diese Einflisse bei der Kultivierung in Schittelkolben nicht ausgeschlos-
sen werden kdnnen, werden weitere Untersuchungen im Fermentersystem (Vor-
lop K.D., 2003) durchgefuhrt.

2.2.2 Multifermenteranlage
Bei den Kultivierungen im Bioreaktor (Abbildung 2.2-6) kann erstmals der gel6st
Sauerstoff, der pH Verlauf und das Redoxpotenzial online gemessen werden.

Die Kultivierungen im 1,5 L Glasfer-
menter werden unter folgenden Bedin-
gungen durchgefuhrt:

» 1L Standardproduktionsmedium mit
180 g/L Glucose und 0,1 g/L KH.PO,

> Animpfmenge: 1*10° Sporen/mL

» T=33°C

» Ruhrsystem: Magnetrihrer mit Fish-
Clip (Magnetruhrstabchen “Schwe-
bend”“ber dem Magnetrihrgerat)

» Start pH 3,1 ungeregelt

Abbildung 2.2-6 Eine Fermentations-
einheit der Multifermenterankge

Sauerstoffversorgung

Die Schuttelkolbenversuche zeigen, dass eine kontinuierliche Sauerstoffversor-
gung notwendig ist. Dieser Parameter soll daher naher untersucht werden.

Die Begasung erfolgt Uber eine Edelstahlfritte. Diese ist im Fermenter so ange-
ordnet, dass die feinen, austretenden Gasblasen direkt von dem Ruhrsystem (ca.
2 cm uber dem Reaktorboden) verteilt werden. Dies ist fur eine gleichméafige
Verteilung und hohe Verweilzeit der Gasblasen im Reaktorinnenraum notwendig.
Aul3erdem entstehen aufgrund der hohen Glucoseanfangskonzentration sehr klei-
ne Gasblasen, was den Sauerstoffiubergang von der Gasphase in die Flussigphase
beglnstigt. Zu Fermentationsbeginn wird das Medium mit Sauerstoff gesattigt
und anschlieBend wird die Zuluft gestoppt. Der Reaktor wird mit Sporen beimpft.
Diesen Sporen steht wahrend der Keimung der geldst Sauerstoff zur Verfugung.
Sinkt der Gel6stsauerstoffpartialdruck unter 10 % wird die Zuluft manuell stu-
fenweise gedffnet um eine Sauerstofflimitierung zu vermeiden. Wahrend der
Wachstums- und Produktionsphase wird der Reaktor kontinuierlich mit Sauerstoff
versorgt. Die Begasung betragt in der Regel 0,5 bis 1 v/vm.



Aufgrund der hohen, aber wéhrend der Wachstumsphase notwendigen, Bega-
sungsrate kommt es sehr schnell zu Flotation (Myzel haftet an den feinen Luft-
blasen und schwimmt mit den Luftblasen nach oben.). Dadurch kommt es zum
Biomassenaustrag und Uberschaumen des Reaktors. Die Biomasse wird aus der
Flussigphase ausgetragen und lagert sich oberhalb der Phasengrenze an der
Reaktorinnenwand an. Setzt im weiteren Verlauf eine starke Schaumbildung ein,
tritt dieser Schaum samt Biomasse Uber die Abluftstrecke aus und die IA Produk-
tion sinkt erheblich. Um dies zu verhindern wird nach einem Tag Kultivierung,
wahrend der Wachstumsphase und vor der ersten Schaumbildung, 0,3 ml/l Anti-
schaummittel (Ucolup N-115, Brenntag Mineral6l GmbH, Mulheim a. d. Ruhr) zu-
gegeben.

Die Keimung der Sporen findet innerhalb der ersten 15 Stunden der Kultivierung
statt. Bei einer manuellen Sauerstoffregelung wird nicht immer zum gleichen
Zeitpunkt die Sauerstoffzufuhr ge6ffnet. Um zu vermeiden, dass eine Sauerstoff-
limitierung eintritt und um einen konstanten Partialdruck wahrend der gesamten
Fermentation einzustellen wird bei dem Fermenter 1 der 4fach Multifermenteran-
lage eine Sauerstoffregelung integriert. Der Sollwert des zu konstant haltenden
Sauerstoffpartialdrucks wurde auf 25 % eingestellt. Der online Sauerstoffpartial-
druck des Fermenters dient dem Regler als Eingangssignal (Istwert). Fallt der
Sauerstoffpartialdruck infolge der Sporenkeimung unter 25 %, setzt die Regelung
ein und die Zuluft wird entsprechend der Abweichung zwischen Soll- und Istwert
gedffnet. Bei den Fermentern 2-4 wird die Zuluft weiterhin manuell eingestellt.

Infolge der Sporenkeimung beginnt die Sauerstoffzehrung (Abbildung 2.2-7).
Nach 10 Stunden wurde die Zuluft im Fermenter 1 automatisch, abhangig vom
Istwert des Sauerstoffpartialdruckes, geregelt. Nach 1,5 Tagen war die Zuluft mit
0,8 v/vm vollstandig geotffnet, reichte aber nicht aus um den Sauerstoffpartial-
druck auf 25 % zu halten. Wahrend dieser Phase befand sich der Pilz in der
Wachstumsphase, welche nach ungefahr 2 Tagen beendet ist und die Regelung
halt den Gel6stsauerstoffpartialdruck auf ungefahr 25 %.

Bei der Fermentation ohne Sauerstoffregelung war der Verlauf des Geldstsau-
erstoffpartialdruckes innerhalb der ersten 10 Stunden vergleichbar der Fermenta-
tion mit Regelung. Die Zuluft wurde aber erst nach 15,5 Stunden manuell auf
0,2 v/vm geobffnet, worauf der pO, sofort auf 100 % anstieg. Zwischenzeitlich
war der pO; allerdings fur 2 Stunden unter 5, aber tber 1,5 %. Nach 24 Stunden
und bis zum Ende der Fermentation wurde die Zuluft auf 0,5 v/vm eingestelit.
Die IA Produktion setzt unabhangig von der Regelung zwischen 1 und 1,5 Tagen
ein. Zu diesem Zeitpunkt war der pH-Wert von 3,1 auf 1,8-2,0 abgesunken und
blieb bis zum Fermentationsende auf diesem Niveau. Ohne Sauerstoffregelung
setzte die IA Produktion ungefdhr 8 Stunden verzogert ein. Diese Verzdgerung
beim Produktionsstart kdnnte daran liegen, dass der Fermenter wahrend der
Sporenkeimung fur 2 Stunden zwischen 1,5 und 5 % lag.

In der grofRten Produktionsphase, zwischen dem 2. und 3. Tag, ist kein nennens-
werter Unterschied zwischen diesen beiden Fermentationsverlaufen erkennbar.
Nach 2,5 Tagen ist eine geringe und nach 4 Tagen eine deutliche Produktionsab-
nahme unabhangig von der Sauerstoffversorgung und von dem Geldstsauerstoff-
partialdruck (25 % zu 80 %) vorhanden. In beiden Fermentationen wird eine
Endkonzentration von 83 g/l IA erreicht.

In beiden Fermentationen war wahrend der Produktionsphase eine kontinuierli-
che Sauerstoffversorgung gegeben. Der Unterschied im Geldstsauerstoffparti-
aldruck, 25 % zu 80 %, wirkte sich anscheinend nicht auf die Fermentation aus.
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Abbildung 2.2-7: Kultivierung im 1,5 | Glasfermenter mit Sauerstoffregelung-
ohne Sauerstoffregelung, von Aspergillus terreus LUO2b, 33 °C, Start pH 3,1
ungeregelt

Durch die Zugabe des Antischaummittels sinkt der Geldstsauerstoffpartialdruck
und das Redoxpotenzial zeigt einen positiven Ausschlag. Das Signal der Redoxe-
lektrode hat am Ende der Wachstumskurve, nach 2 Tagen, ein Minimum erreicht.
Bis zum ersten einknicken der Produktivitat nach 2,5 bzw. 3 Tagen steigt das
Signal stark an. In diesem Bereich kommt es zu einer Hysterese. Im weiterem
Verlauf, bis zur deutlichen Produktionsabnahme nach 4 Tagen, steigt das Signal
weiter und bleibt anschlieBend konstant. Die Ursache fur die Hysterese im Re-
doxsignal bzw. fur das Umschalten der Produktionsgeschwindigkeiten der IA
konnte bisher nicht geklart werden. Zu den Zeitpunkten, zu denen das Redox-
signal Veranderungen anzeigt, ist in den Verlaufen des pH-Wertes und des pO,
keine Auffalligkeit vorhanden. Anhand dessen l&asst sich ausschlieRen, dass diese
beiden Parameter den Verlauf des Redoxsignals in der Produktionsphase verursa-
chen.

Eine Unterbrechung der Zuluft zeigt auch im Fermenter deutliche Auswirkungen
auf die Fermentation (Abbildung 2.2-8). Nach dem Ausfall konnte 36 Stunden
keine weitere lA-Produktion gemessen werden. Es bildeten sich wie in dem
Schiuttelkolbenversuch (Abbildung 2.2-1) kleine dunkle Pellets. Im weiteren Fer-
mentationsverlauf wurde nach dem Zuluftausfall trotz kontinuierlicher Begasung
die IA-Produktivitdt der Kultivierung mit Sauerstoffregelung nicht erreicht. Zur
fermentativen IA Herstellung mit dem Pilz A. terreus scheint eine kontinuierliche
Sauerstoffversorgung fur eine reproduzierbare 1A Produktion notwendig zu sein.
In weitern Versuchen wurde der Einfluss einer oszillierenden Begasungsrate auf
die Fermentation untersucht. Eine oszillierende Begasungsrate (100 s) zeigt we-
der Vor- noch Nachteile. Ein einstindige Wechsel des Geldstsauerstoffpartialdru-
ckes, zwischen 5 und 45 % pO, wirkt sich hingegen negativ aus und sollte daher
vermieden werden.
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Abbildung 2.2-8: Kultivierung im 1,5 | Glasfermenter mit Sauerstoffregelung -
Zuluft-Ausfall (1 h), Kultivierung vonAspergillus terreus LUO2b, 33 °C, Start pH
3,1 ungeregelt

Durch die verschiedenen Ansatze der Sauerstoffversorgung kann in keinem Ver-
suchsansatz das Einbrechen der Produktivitat verhindert werden. Die Ursache fur
die Erniedrigung der IA Produktion nach 2,5 und nach 4 Tagen muss aufgeklart
werden. Eine mogliche Ursache kdnnte eine Limitierung von Medienbestandtei-
len, eine Produkthemmung oder eine Ansammlung hemmender Stoffe im Medium
sein.

Daher wird der Einfluss der Medienkomponenten sowie die Fermentationsbrihe
mittels HPLC genauer untersucht. Weiterhin werden Untersuchungen auf eine
Produkthemmung durchgefiuhrt.

Einfluss diverser Medienkomponenten

e Optimierung der Calciumkonzentration

Laut Literatur beeinflusst die Morphologie des Pilzes nicht unerheblichen die Ita-
consaureproduktion hat (Gyamerah, 1995). Speziell die Prasenz der lonen Ca®*,
Zn?* und Fe?* beeinflusst die Art der Sporenkeimung und die daraus folgende
Erscheinungsform.

Mit diesem Versuch soll festgestellt werden, wie sich eine Variation der CaCl,
Konzentration (0,2; 1; 5; 10 und 20 g/1) auf die Morphologie und die Produktbil-
dung von A. terreus LUO2b auswirkt (Abbildung 2.2-9). Besonders bei der niedri-
gen und der hohen Konzentration von Calcium ist die Wirkung auf die Produktbil-
dung und die Morphologie ausgepragt. Im Bereich von 1 bis 10 g/l CaCl, sind die
Unterschiede beziglich der Itaconsaureproduktion weniger stark ausgebildet.

Die Ergebnisse sprechen dafiir, dass eine eingesetzte CaCl,-Konzentration in die-
sem Bereich fur die Kultivierung im Fermenter vorteilhaft ist. Die Kultivierung mit
5 g/l CacCl, zeigt die beste Kombination von Produktivitat und Endkonzentration
und wird daher fur alle weiteren Fermentationen verwendet.

11
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Abbildung 2.2-9: Ubersicht der maximalen Produktivitaten und der maximal
produzierten 1A Konzentrationen im 1,5 | Glasfermenter bei verschiedenen CaC}
Konzentrationen, Kultivierung von Aspergillus terreus LUO2b, 33 °C, Start pH
3,1 ungeregelt

Dass sich der Gehalt an CaCl;,-lonen neben der Produktbildung auch auf die Mor-
phologie auswirkt ist in der Abbildung 2.2-10 zu erkennen. Die Kultivierung mit
5 g/l CaCl, zeigt ein Wachstum in lockerer Pelletform. Der Rand der Pilzagglome-
rate ist lose und ausgefranst mit einzelnen, langen Myzelfaden. Mit sinkender
CaCl,-Konzentration wird das Pellet kompakter. Das Myzel wéchst dichter, mit
kurzeren Hyphen, der Rand ist deutlich abgegrenzt. Bei Anhebung der
Konzentration lockert die Pelletstruktur auf, das Myzel wachst weniger dicht und
die einzelnen Hyphen zeigen verkirzte, knollenartige Formen.

Bei Einsatz von 20 g/l CaCl, bildet der Pilz ein nahezu pseudo-, hefenartiges
Wachstum.

Laut Literatur scheint fur eine optimale IA Produktion kleine Myzelpellets mit ei-
nem Durchmesser von 0,1 bis 0,5 mm und einem lockeren, ausgefransten Rand
am besten geeignet zu sein. Sie erzielen scheinbar die besten Produktionsraten
und Produktausbeuten (Gyamerah, 1995). Die Pilzmorphologie bei 5 g/l CacCl,
stimmt mit der von Gyamerah beschriebene Morphologie Uberein und zeigt im
Vergleich zu festeren Pellets die beste IA Produktion.
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Abbildung 2.2-10: Ubersicht der Pilzmorphologie von Aspergillus terreus LUO2b
mit verschiedenen CaClL Konzentrationen im 1,5 | Glasfermenter, 33 °C, Start
pH 3,1 ungeregelt

« Einfluss verschiedener Natriumkonzentrationen

NaCl ist bisher kein Bestandteil des Standardproduktionsmedium. Trotzdem wird
durch das Inokulum eine geringe Menge NacCl in die Kultivierung eingetragen, da
die Sporen in einer 0,9 %igen NaCl-L6sung suspendiert sind. Je nach H6he der
Sporenkonzentration werden ca. 5-10 ml Inokulum bendétigt. Die Menge von
NaCl, die auf diese Weise ins Medium gelangt belauft sich auf unter 0,1 g/I.

Es besteht die Mdglichkeit, dass die Zugabe von NaCl das Fermentationsergebnis
beeinflusst. Untersucht werden die Konzentrationen 0,2; 0,5; 1 und 2 g/l NaCl
(Abbildung 2.2-11). Die Zugabe von 0,2 und 0,5 g/l NaCl zeigt keinen Einfluss
auf den Fermentationsverlauf. Der Einsatz von 2 g/l NaCl bewirkt eine deutliche
Abnahme der Produktivitat.

Bei der Zugabe von 1 g/l NaCl ist eine Abweichung in der Produktion sowie dem
Redoxsignal vorhanden (Abbildung 2.2-12). Die Produktivitat zwischen 1,5 und
2,5 Tagen ist geringer als bei der Referenz. Nach 2,5 Tagen verringert sich aber
die Produktivitat bei der Referenz, wohingegen sie bei dem Einsatz von 1 g/l NacCl
zwischen 2,5 und 4 Tagen steigt. Nach 4 Tagen knickt aber unabhangig von der
NaCl Zugabe die Produktivitat. Das Redoxsignal verbleibt einen langeren Zeit-
raum im Minimum.

Ein Vergleich der maximalen Produktivitaten zeigt, dass NaCl diese und die er-
reichte Endkonzentration nicht beeinflusst. Eine Menge von 2 g/l wirkt sich nega-
tiv auf die Produktivitat aus. Die NaCl Zugabe hatte somit keinen Einfluss auf die
Produktivitdtsabnahme nach 4 Tagen, aber der Verlauf bei Zugabe von 1 g/I NaCl
ist dennoch sehr interessant und bedarf weiteren Untersuchungen.

13
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Abbildung 2.2-11: Ubersicht der max. Produktivitaten und der max. produzier-
ten 1A Konzentrationen bei verschiedenen NaCl Konzentrationen, Kultivierung
von Aspergillus terreus LUO2b, 33 °C, Start pH 3,1 ungeregelt
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Abbildung 2.2-12: Zugabe von 1 g/l NaCl, Kultivierung von Aspergillus terreus
LUO2b, 33 °C, Start pH 3,1 ungeregelt
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* Phosphateinfluss

Bei der Fermentation (Abbildung 2.2-7, mit Sauerstoffregelung 25 %, Referenz)
wurde mittels HPLC (Anionenanalytik) die Phosphatkonzentration wéahrend der
Kultivierung gemessen (Abbildung 2.2-13). Bei der Kultivierung von A. terreus
wird das Wachstum durch die Phosphatkonzentration im Medium limitiert
(K.Welter, 2000). Die IA Produktion beginnt am Ende der Wachstumsphase, un-
gefahr 35,6 % des Wachstums findet wéahrend der IA Produktionsphase statt
(Gyamerah, 1995). Dies konnte anhand dieser Messung bestéatigt werden. Die
Phosphatkonzentration sinkt wahrend der Wachstumsphase von ca. 62 auf 3,36
mg/l. Nach 2,6 Tagen nimmt die Phosphatkonzentration wieder auf 5,6 mg/| zu.
4,5 h spater und wahrend der gesamten weiteren Fermentation war kein Phos-
phat im Kulturtiiberstand messbar.
Es ist auffallig, dass diese Anderung genau zu dem Zeitpunkt der Hysterese des
Redoxsignals und der 1A Produktivitatsabnahme auftritt.
Um zu Uberprifen, ob eine mindest Phosphatkonzentration im Medium fur die
Produktion, trotz Wachstumslimitierung, vorliegen muss, wurden im Parallelan-
satz, ab 40 h (Redoxsignal durchlauft das Minimum), taglich 3,35 mg/l Phosphat
zugegeben (Abbildung 2.2-14). Die tégliche Phosphat Zugabe zeigte keine Aus-
wirkung auf das Wachstum, die 1A Produktivitat und auf das Redoxpotenzial. Die
Kurven entsprachen denen der Referenz. Die Morphologie des Myzels gleicht der
einer Referenz und durch die Zugabe von 3,35 mg Phosphat setzte kein erneutes
Biomassenwachstum ein.
Eine erhohte Phosphatkonzentration zu Beginn der Kultivierung (Kapitel 2.2.1,
Optimierung der Phosphatkonzentration) bewirkt eine bessere IA Produktion. Ei-
ne tagliche Phosphatzugabe von 3,35 mg/l zeigt hingegen weder einen positiven
noch negativen Einfluss auf die 1A Produktion.

theoretisch: 69,76 mg/L im Medium
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Abbildung 2.2-13: Phosphatverlauf, 1A Produktion und Redoxsignal der Ret-
renz Kultivierung von A. terreus LUO2b im 1,5 L Glasreaktor; 33 °C, Start pH 3,1
ungeregelt
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Abbildung 2.2-14: 1A Produktion von A. terreus LUO2b im 1,5 | Glasreaktor,
Fermenter 1 mit Standardproduktionsmedium (Sauerstoffregelung auf 25 %o,
Referenz), Fermenter 2 und 3 mit Standardproduktionsmedium und taglicher
Zugabe von 3,35 mg/| PO,, 33 °C, Start pH 3,1 ungeregelt

* Einfluss von Eisen und Cystein

Das Enzym Aconitase, das die Vorstufe cis-Aconitsdure synthetisiert, besitzt im
aktiven Zentrum ein Eisen-Schwefel Cluster. Es bendtigt fur seine Aktivitat Eisen
als Co-Faktor und bindet zusammen mit Seitenketten (polaren Aminoséuren,
hauptsachlich Arginin Resten) das Substrat Citrat. Auerdem wird das Enzym
durch Bestandteile die Eisen komplexieren inhibiert. Wenn der Eisengehalt in der
Zell sinkt verliert die Aconitase das Eisen-Schwefel Cluster und somit seine Akti-
vitat. Es Ubernimmt als ,iyon response protein““bindendes Enzym eine neue Auf-
gabe. Es bindet an der mRNA von Transferrin, dessen Genprodukt Eisen aus der
Umgebung aufnimmt, und wenn ausreichend Eisen in der Zelle vorhanden ist,
bildet sich erneut das Eisen-Schwefel Cluster aus (Brown, 2002;Glusker J.P.,
1971;Regev-Rudzki, 2005). In der Literatur ist weiterhin zu finden, dass ver-
schiedene Konzentrationen an Eisen die IA Produktion bei Aspergillus terreus
NRRL 1960 stark beeinflussen (Batti, 1963). Daher soll zum einen der Einfluss
von dreiwertigen und zweiwertigen Eisen untersucht werden und zum anderen
die Zugabe von Cystein als ,geducing agent““um das Enzym zu stabilisieren
(Bruchmann E.E., 1963).

» Eisenquelle

Es wurden drei Fermentationen, Fermenter 1 und 2 mit Fe(11)SO, und Fermenter
3 mit Fe(111)Cls, parallel durchgefihrt und vergleichend zur Referenz (Sauerstoff-
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Abbildung 2.2-15: Kultivierung im 1,5 | Glasfermenter von Aspergillus terreus
LUO2b, Vergleich zwischen FeCl; und FeSO,4, 33 °C, Start pH 3,1 ungeregelt

regelung 25 %, Fe(l11)Cl;) dargestellt (Abbildung 2.2-15). Die eingesetzte Eisen-
konzentration betragt jeweils 0,34 mg/l. Bei den Fermentern 1 und 2 werden
nach 40 Stunden Kultivierung erneut Spurenelemente (ZnSO4, CuSO,4 und FeS0O,)
zugegeben. Bei den drei parallel durchgefuhrten Fermentationen ist kein Unter-
schied in dem Kultivierungsverlauf vorhanden. Die unterschiedlichen Eisenquellen
sowie die Spurenelementzugabe nach 40 Stunden wirken sich weder positiv noch
negativ auf die IA Produktion, das Wachstum sowie auf den Glucoseverbrauch
aus.

Im Vergleich zur Referenz, die unter vergleichbaren Bedingungen wie Fermenter
3 durchgefuhrt wurde, ist die lag-Phase bis zu Beginn der Produktionsphase et-
was verzogert. Dies kénnte darin begrindet sein, dass die Sporenkeimung etwas
verzogert war. In der Produktivitat ist kein signifikanter Unterschied vorhanden.
Unabhangig von den Fermentationsbedingungen knickt nach 2,5 und 4 Tagen die
Produktivitat ein und Tagen werden bis um Fermentationsende vergleichbare 1A-
Konzentrationen erreicht.

» Zugabe von Eisen in Verbindung mit Cystein

Die Hypothese, dass die IA Produktivitat nach 2,5 und 4 Tagen sinkt, da die Aco-
nitase an Aktivitat verliert, soll untersucht werden indem durch die Zugabe von
Cystein und Eisen das Enzym stabilisiert werden soll.

Es wurden drei Fermentationen mit Fe(11)SO,4 und Zugabe verschiedener Cystein-
Konzentrationen (0,02, 0,2 und 2 g/l) durchgefiihrt und vergleichend zur Refe-
renz (Sauerstoffregelung 25 %) ausgewertet. Eine geringe Cystein-Konzentration
von 0,02 g/l scheint, trotz erneuter Zugabe nach 2,5 Tagen, keinen Einfluss auf
die 1A Herstellung zu besitzen. Bei der Zugabe von 2 g/l Cystein ist die lag-Phase
bis zur IA Produktion einen Tag verzogert. Die Produktivitat unterscheidet sich
bis zum 4. Tag der Fermentation nicht von der Referenz, sinkt dann aber starker
und nach 13,5 Tagen Kultivierung wird eine Endkonzentration von 75 g/l 1A er-
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reicht. Diese Konzentrationszugabe (2 g/l) zu Beginn der Fermentation scheint
sich somit negativ auf die fermentative IA Herstellung auszuwirken.

Bei der Zugabe von 0,2 g/l Cystein hingegen ist ein abweichender Kultivierungs-
verlauf erkennbar (Abbildung 2.2-16). Die IA Produktion beginnt einen Tag spéa-
ter, als bei der Referenz, da die Cystein Zugabe zu Beginn der Fermentation
vermutlich die Sporenkeimung beeinflusst. Dies ist an der Geldstsauerstoffparti-
aldruck Kurve ersichtlich. Eine erneute Zugabe von Cystein und Eisen erfolgt
nach 2,5 Tagen. Zu diesem Zeitpunkt durchlauft das Redoxsignhal das Minimum
und wird durch die Zugabe kurzfristig um ungefahr 100 mV gesenkt. Bei der Re-
ferenz durchlauft das Redoxsignal die Hysterese und knickt nach 4 Tagen auf ei-
nen konstanten Wert. Bei der Cystein Zugabe hingegen bleibt das Redoxsignal
bis zum 5. Tag auf dem niedrigen Niveau, steigt dann langsam und erreicht nach
ungefahr 6 Tagen einen konstanten Wert. In der IA Produktionskurve ist kein
auffalliges einknicken der Produktivitdt erkennbar. Nach 13,5 Tagen wird eine
Endkonzentration von 86 g/l erreicht. Zu diesem Zeitpunkt sind lediglich 6 g/l
Glucose vorhanden. Jedoch ist die Ausbeute mit 70 Mol% schlechter als bei der
Referenz, mit 80 Mol%.
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Abbildung 2.2-16: Kultivierung im 1,5 | Glasfermenter von Aspergillus terreus
LUO2b, Zusatz von 0,2 g/l Cystein, 33 °C, Start pH 3,1 ungeregelt

Die Cystein Zugabe wirkte sich auch auf die Morphologie des Pilzes aus
(Abbildung 2.2-17). Die Kultivierung mit 0,02 g/l Cystein zeigt ein Wachstum in
lockerer Pelletform, vergleichend der Referenz. Der Rand der Pilzagglomeration
ist lose und ausgefranst mit einzelnen Myzelfaden. Bei der Zugabe von 0,2 g/l
Cystein ist hingegen keine Zusammenlagerung zu lockeren, ausgefransten Pellets
mit Durchmessern von ungefahr 0,1 mm vorhanden. Die Biomasse zeigt sich
vielmehr als lockeres, freies Myzel, mit langen, dinnen, verzweigten Hyphen. Bei
der Zugabe von 2 g/l Cystein, was sich negativ auf die 1A Produktion auswirkt, ist
eine Zusammenlagerung der Hyphen zu Agglomeraten vorhanden. Im Gegensatz
zur Referenz waren die einzelnen Hyphen dicker und besalRen viele Wucherun-
gen.
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Abbildung 2.2-17: Ubersicht der Pilzmorphologie von Aspergillus terreus LUO2b
mit verschiedenen Cystein Konzentrationen im 1,5 | Glasfermenter, 33 °C, Start
pH 3,1 ungeregelt

Diskussion Kultivierung in der Multifermenteranlage

Bei einer kontinuierlichen und gleichmafRigen Sauerstoffversorgung ist eine stabi-
le und reproduzierbare fermentative IA Herstellung im 1 | Mal3stab etabliert.
Auswirkungen von verschiedenen Kultivierungsvariationen kénnen somit erkannt
und analysiert werden.

Der Zusatz von 1 g/l NaCl weist einen abweichenden IA Produktionsverlauf zwi-
schen 2 und 4 Tagen auf. Das Redoxsignal verlauft im Vergleich zur Referenz
doppelt so lang das Minimum. Nach 2,5 Tagen wird die Produktivitdt nicht lang-
samer, wie die der Referenz, sondern wird erhoht. In wie weit NaCl diesen Effekt
beeinflusst kann noch nicht geklart werden. Aufnahme und Abgabe von lonen
(z.B. Na*, K"), Substraten und Metaboliten in die Zelle und aus der Zelle heraus,
sind unter anderem an spezielle Transportsysteme in der Cytoplasmamembran
gebunden. Es handelt sich dabei um Membranproteine, deren Mechanismus in
der Regel vom vorherrschenden biochemischen Potenzial abhangig ist bzw. die-
ses durch die Verlagerung von lonen verandert (Schlegel, 1985). Die Aufnahme
von Glucose und Salzen aus dem Medium fuhrt zu einer Absenkung und die Frei-
setzung von IA zu einem Wiederanstieg des Redoxpotenzials. Es ist unbekannt,
wie sich die Konzentrationsgradienten dieser Substanzen vom Zellinneren ins
umgebende Medium entwickeln und auf welche Weise diese zum Verlauf des Re-
doxpotenzial beitragen. Anscheinend ist nach dreitagiger Kultivierung eine Art
Ungleichgewicht erreicht, welches sich vermutlich destabilisierend auf potenzial-
abhangige Transportvorgange auswirkt und so die Durchléassigkeit der Cytoplas-
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mamembran veréandert. Infolge gestdrter lonengradienten kénnten enzymatische
Prozesse gehemmt werden, die schlie3lich zu einer Reduktion der Itaconsau-
reproduktion fuhren bzw. allgemein den Zellstoffwechsel beeintrachtigen.

Im folgenden Abschnitt werden die Nebenprodukte genauer untersucht, was e-
ventuell einen Hinweis liefern kdnnte.

Laut Literatur spielt die Eisenversorgung bei der IA Herstellung eine wesentliche
Rolle (Glusker J.P., 1971; Batti, 1963). Bei dem Einsatz von Konzentration ab
1 mg/l Eisen wird die IA Produktion von A. terreus NRRL 1960 negativ beein-
flusst. Bei A. terreus NRRL 1963 zeigte eine Konzentration von 0,34 mg/l Eisen
die beste IA Produktion, wohingegen sich 0,68 mg/l Eisen negativ auswirken
(K.Welter, 2000). Ausgehend von dieser Konzentration (0,34 mg/l) wird bei
A. terreus LUO2b gezeigt, dass die IA Produktion unabhangig von der Eisenquelle
Fe(INSO, und Fe(lI)Cl; ist. Auch eine Zugabe von 0,34 mg/l Eisen nach
40 Stunden Kultivierungsdauer beeinflusst den Fermentationsverlauf weder posi-
tiv noch negativ. Bei der Fermentation ist eine ausreichende, kontinuierliche Sau-
erstoffversorgung essenziell. Durch die Begasung, bis zu 1 v/vm, wird das Eisen
oxidiert, so dass vermutlich wahrend der aktiven Begasungsphase das Hsen als
dreiwertiges Eisen vorliegt. Da laut Literatur das Eisen reduziert vorliegen muss,
um enzymatisch wirksam zu sein (Eisen-Schwefel-Cluster der Aconitase) wird
Cystein als ,teducing agent““eingesetzt. Die priméare Aufgabe des Cysteins ist,
das Eisen reduziert zu halten (Bruchmann E.E., 1963). Geringe Konzentrationen
(0,02 g/1) zeigen keinen Einfluss und eine Konzentration von 2 g/l Cystein zu
Fermentationsbeginn beeinflusst die IA Herstellung negativ. Bei der Zugabe von
0,2 g/l Cystein ist keine Zusammenlagerung zu lockeren, ausgefransten Pellets
vorhanden wie bei der Referenz. Es zeigt sich vielmehr als lockeres, freies Myzel,
mit langen, dunnen, verzweigten Hyphen. Auffallig im Vergleich zur Referenz ist,
dass das Redoxsignal wahrend der Produktionsphase konstant auf einen niedrn-
gen Level verbleibt und die Produktivitdt nicht nach 2,5 und 4 Tagen einknickt.
Die Zugabe von Cystein wirkt sich auf die Produktion aus. Jedoch ist die maxima-
le Produktivitat geringer als bei der Referenz und die erreichte Endkonzentration
ist nicht hoher. Da die Produktivitat nicht knickt, ist zu vermuten, dass durch das
Cystein die Enzymaktivitat beeinflusst wird. Bei den Verlaufen der Nebenproduk-
te (HPLC Messung) kdnnen deutliche Unterschiede zu den Verlaufen einer Refe-
renz Kultivierung festgestellt werden. Aus diesem Grund wurde die Nebenpro-
duktbildung im folgenden Abschnitt genauer untersucht.

2.2.3 Produktbildung
In diesem Kapitel wird zum einen das Nebenproduktspektrum qualitativ und
quantitativ untersucht und zum zweiten werden Untersuchungen durchgefihrt,
die Aufschluss Uber eine moglicherweise vorliegende Produkthemmung geben
sollen.

Nebenproduktbildung

Bei der Kultivierung von A. terreus LUO2b werden wahrend der Kultivierung Ne-
benprodukte hergestellt. Eine Untersuchung des Kulturtiberstandes (Schuttelkol-
benversuch Abbildung 2.1-1) wurde von dem Projektpartner der UFZ Leipzig-
Halle GmbH durchgefiuhrt. Mittels lonenaustauschchromatographie wurden fol-
gende Substanzen identifiziert: Pyruvat (0,2 g/l), Apfelsaure (0,3 g/l), Itaconsau-
re (30 g/l), Ketoglutarsadure und Citronensaure (0,4 g/l). Untersuchungen mittels
lonenchromatographie-Massenspektroskopie (IC-MS) ergaben die Molekularge-
wichte und die zugeordneten Substanzen. Es wurden zusatzlich grél3ere Mengen
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an Gluconsaure, im Bereich von 5 g/l, sowie deutlich unter 1 g/l Fumarsaure de-
tektiert. Bei der lonenaustauschchromatographie und bei der IC-MS wurden
Peaks gefunden, die keiner Substanz eindeutig zugeordnet werden kdnnen.
Ausgehend von der Analyse des UFZ wurden die Kulturiiberstande erneut mittels
HPLC (S&aule: BioRad HPX87H, 23 °C, 0,6 mL/min, 5 mM H,SO,) ausgewertet
(Abbildung 2.2-18).
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Abbildung 2.2-18: UV-Chromatogramm einer Kultivierung von Aspergillus ter-
reus LUO2b im 1,5 | Glasfermenter, 33 °C, Start pH 3,1 ungeregelt

Fumarsaure und Apfelsaure werden unter diesen Bedingungen Basislinien ge-
trennt und kénnen quantitativ ausgewertet werden. Der Peak der Citronenséure
kommt kurz vor dem Peak der Ketoglutarsaure. Gluconsdure und Pyruvat kom-
men kurz nach der Ketoglutarsaure. Uberschreitet die Konzentration der Ketoglu-
tarsdure eine bestimmte Konzentration, werden die Peaks der Citronensaure,
Gluconséure und des Pyruvates nicht mehr vom Ketoglutarsdure Peak getrennt
und kénnen weder qualitativ noch quantitativ ausgewertet werden. Die ldentitat
zweier Peaks (unbekannt 1 und 2) konnte bisher nicht aufgeklart werden.

Bei den Kultivierungen mit taglicher Phosphat Zugabe (Abbildung 2.2-14) wurden
die Nebenprodukte so weit wie moglich qualitativ ausgewertet (Abbildung
2.2-19). Es werden 3,5 g/l Ketoglutarsaure, 3 g/l Apfelsaure und 0,02 g/l Fumar-
saure produziert. Pyruvat und Gluconsaure konnten nicht quantitativ ausgewertet
werden, da die Peaks nicht von dem Ketoglutarsdure Peak getrennt werden und
somit vermutlich in geringen Konzentrationen vorliegen. Die Hohe des unbekann-
ten Peaks 2 verlauft ahnlich wie Ketoglutarsdure, mit dem Unterschied, dass die
Produktion dieser Substanz nach 4 Tagen deutlich ansteigt.

Interessant verhélt sich die Substanz des unbekannten Peaks 1. Die Produktion
dieser Substanz beginnt nach einem Tag und steigt bis zum zweiten Tag der Kul-
tivierung an. Ab diesem Zeitpunkt befindet sich der Pilz in der maximalen Pro-
duktionsphase und die Hohe des unbekannten Peaks 1 sinkt. Zwischen drei und
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vier Tagen ist die IA Produktion geringer, aber die Hohe des unbekannten
Peaks 1 steigt. Nach vier Tagen Kultivierung nimmt die IA Produktivitat erneut ab
und die Hohe der unbekannten Substanz sinkt und bleibt anschlieRend nahezu
konstant.

Die Konzentration dieser unbekannten Substanz (unbekannter Peak 1) verhalt
sich in den Phasen der unterschiedlichen IA Produktion sehr verschieden. Der
Verlauf ist bei einem Produktionsverlauf, der dem einer Referenz entspricht, cha-
rakteristisch. Daher liegt die Vermutung nah, dass es sich bei dieser Substanz
um eine Substanz handelt, die direkt mit der 1A Produktion zusammenhéngt.

400000 — 100 5,0 - 8000
1 1 =% unbekannter Peak 1 (RT: 7,33 min) L
90 -| —#&— unbekannter Peak 2 (RT: 10,622 min) L 45
350000 --%-- Itaconséaure F 77°%
E 80 |/ —®— Ketoglutarsaure 4,0
300000 - | —O— Gluconsaure L — - 6000
| —®— Pyruvat L ~
™ | 70 Yy v 3,5 k=)
Iee) |l —— Malat v L
W 250000 — 60| —=— Fumarsaure 30 5 - 5000
4 -7 b
E [ 1 ** F (':55
- 200000 - B 50 =25 4 4000
el
g | g r o
g < 404 * L20 5
< 150000 ~ | * I & - 3000
’ c
_g 1 30 - v * v 1,5 g
5 ;
100000 E / “~e / + = - 2000
] 204 7 \V y L10 © |
i T S D/ I 11
50000 0] */,2!/ o5 000
] l 00 / | ]
0 0 Ms-q__, —— V& r————1————1—5+0,0 Jo

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Zeit [d]

Abbildung 2.2-19: Kulturuberstande des Fermenter 2, ab 40 h tagliche 3,35 mg
PO, Zugabe (siehe Abbildung 2.2-14) analysiert mittels HPLC (Saule: BioRad
HPX87H, 23 °C, 0,6 mL/min, 5 mM H,SO,)

Aus diesem Grund wird das Verhalten der IA-Vorstufe, cis-Aconitsaure, genauer
untersucht. Cis-Aconitsdure- und trans-Aconitsaurestandards werden mittels
HPLC qualitativ analysiert und mit diesen bekannten Konzentrationen quantifi-
ziert. Dadurch und zuséatzlich durch Standardadditionen wird gezeigt, dass es
sich bei dem unbekannten Peak 1 (RT: 7,33 min) um die Vorstufe der IA, cis-
Aconitsdure, handelt. Der unbekannte Peak 2 (RT: 10,6 min) stellt die trans
Form der Aconitsdure dar.

Mit dieser Kenntnis der Nebenprodukte und die Méglichkeit der qualitativen Be-
stimmung werden Versuche, bei denen sich die Produktbildung sowie das Redox-
signal von der Referenz unterscheiden, erneut ausgewertet (Abbildung 2.2-20).
Der Verlauf der cis-Aconitsaure bei der Referenz und bei der Zugabe von 0,02 g/I
Cystein entspricht dem Verlauf des unbekannten Peak 1 bei dem Versuch der
taglichen Phosphatzugabe (Abbildung 2.2-19). Dies bedeutet, dass in der Phase
der maximalen Produktivitat die cis-Aconitsdure Konzentration konstant bleibt
bzw. sogar sinkt. Die im Citratzyklus gebildete cis-Aconitsaure wird somit sofort
weiter zu IA umgesetzt, deren Konzentration in dieser Phase am schnellsten zu-
nimmt. Nach 3 Tagen steigt jedoch die cis-Aconitsaure Konzentration stark an.
Dies deutet darauf hin, dass entweder mehr cis-Aconitsaure produziert wird, als
durch die cis Aconitat-Decarboxylase zu IA umgesetzt werden kann, oder das der
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Transport der cis Form durch die mitochondriale Membran der zeitlich begren-
zende Faktor darstellt und sich somit ansammelt.

Genau zu diesem Zeitpunkt, nach 3 Tagen, steigt die Konzentration der trans-
Aconitsdure. Trans-Aconitsdure ist im Unterschied zu den anderen beschriebenen
Nebenprodukten kein direktes Zwischenprodukt des Stoffwechsels. Es handelt
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Abbildung 2.2-20: Cis- und trans-Aconitsdure bei verschiedenen Kultivierungen
von Aspergillus terreus LUO2b im 1,5 | Glasfermenter, 33 °C, Start pH 3,1 unge-
regelt

sich um das Isomer der cis-Aconitsdure und entsteht durch physikali-
sche/chemische Umlagerung einer Carbonséuregruppe. An die Phase des starks-
ten Verbrauchs von cis-Aconitsdure schliel3t sich ein deutlicher Anstieg der trans-
Aconitsdure im Medium an.

Der Vergleich der Verlaufe von Itaconséaure, cis- und trans-Aconitséaure lasst dar-
auf schlieBen, dass ab dem Zeitpunkt sinkender IA-Produktion auch der
Verbrauch von cis-Aconitsaure nachlasst. Diese wird dann vermutlich grof3tenteils
in trans-Aconitsaure umgelagert, was mit dem kontinuierlichen Anstieg dieses
Nebenprodukts erklart werden kann.

Bei der Zugabe von 0,2 g/l Cystein und dem Zusatz von 1 g/l NaCl konnte eine
Abweichung von dem Standardproduktionsverlauf beobachtet werden. In beiden
Fallen tritt nach 2,5 und 4 Tagen keine Erniedrigung der Produktivitdt auf. Bei
diesen zwei Versuchen kann bei dem Verlauf der cis-Aconitsdure keine enorme
Zunahme wie bei der Referenz beobachtet werden. Auch die Konzentration der
trans Form ist bei diesen Ansatzen am geringsten und zeigt keine deutliche Stei-
gerung nach drei Tagen.

Dies zeigt, dass durch die Zugabe von 0,2 g/l Cystein und 1 g/l NaCl noch unbe-
kannte Veranderungen in der Zelle bewirkt werden, die gerade bei dem Einsatz
von 1 g/l NaCl dazu gefuhrt haben, dass nach 2,5 Tagen eine Steigerung der
Produktivitat auftritt. Durch diese Versuche kann keine Steigerung der maxima-
len Produktivitat oder der Endkonzentration erzielt werden, aber sie geben Hin-
weise darauf, dass die ProduktivitdtseinbufRen vermutlich mit den Aktivitaten der
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Aconitase (Eisen bedurftig), der cis-Aconitat-Decarboxylase und der transmem-
branen Transportvorgdnge zusammenhéngen.

Die trans-Aconitsaure wird nicht im Stoffwechsel synthetisiert. Daher wird im fol-
genden Abschnitt die cis/trans Umlagerung in Abhangigkeit von der Temperatur
(20, 24, 33 und 40 ° C) untersucht.

Wird ein frisch angesetzter cis-Aconitsdure Standard mittels HPLC vermessen, so
liegen bereits 8 % der trans Form vor (Abbildung 2.2-21). Um so hdher die vor-
liegende Temperatur ist, desto schneller vollzieht sich die Umlagerung in die
trans Form. Es stellt sich unabhangig von der Temperatur ein Verhaltnis von
83 % trans : 17 % cis-Aconitsdure ein. Die Fermentationen werden bei 33 °C
durchgefihrt. Bei dieser Temperatur lagern sich nach 1,5 Tagen 50 % der cis in

die trans Form um.
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Abbildung 2.2-21: Cis-Aconitsaure Standard, zeitlicher Verlauf der cis/trans
Umlagerung bei verschiedenen Temperaturen

Wird ein frisch angesetzter trans-Aconitsdure Standard angesetzt und der zeitli-
che Verlauf bei 33 °C untersucht, stellt sich heraus, dass sich nach ungefahr
4 Tagen ein Gleichgewicht mit 88 % trans : 12 % cis-Aconitsdure einstellt.

Wird bei der Fermentation die cis-Aconitsdure schneller synthetisiert, als sie

durch die mitochondriale Membran transportiert und im Cytosol durch die Decar-

boxylase zur IA umgesetzt werden kann, sammelt sich die cis-Aconitsdure an
und lagert sich in die trans-Aconitsdure um. Es bildet sich ein Gleichgewicht zwi-
schen der cis und trans Form, das deutlich auf der Seite der trans Form liegt.

Dies hat zwei negative Folgen:

1. Das Enzym Aconitase katalysiert im Citratzyklus die Gleichgewichtseinstel-
lung zwischen Citronenséure, cis-Aconitsdure und Isocitronensaure. Die
trans-Aconitsaure konkurriert um die Bindung an dem Enzym und blockiert
somit dessen Aktivitat (kompetitive Hemmung (Glusker J.P., 1971)). Diese
Enzymaktivitat fehlt um aus der Citronensaure cis-Aconitsaure herzustellen.

2. Durch die entstandene trans-Aconitsaure geht der IA Biosynthese Kohlen-
stoff verloren, da die cis Aconitat-Decarboxylase cis-Aconitsdure als Sub-
strat verwendet, aber mit der trans-Aconitsdure keine Aktivitdt zeigt
(Schomburg, 2002).
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Produkthemmung

Im Verlauf einer Standardkultivierung, sinkt die Produktivitat von A. terreus nach
4 Tagen und ungefahr 60 g/l 1A. Die Ursache fur diesen Effekt ist bisher nicht
aufgeklart. Eine Limitierung durch das Substrat kann ausgeschlossen werden, da
zu diesem Zeitpunkt mit ca. 80 g/l noch ausreichend Glucose im Reaktor vorhan-
den ist. Ein mdglicher Zusammenhang mit dem Pilzwachstum kann ebenfalls
vernachlassigt werden, da die Bildung von Itaconsaure ein wachstumsentkoppe-
ter Prozess ist (K.Welter, 2000).

Die im Folgenden dargestellten Versuche sollen aufklaren, ob es sich beim ein-
gangs umschriebenen Effekt um die hemmende Wirkung des Produkts handeln
konnte.

* 1A Vorlage im Kultivierungsmedium

Infolge der IA Zugabe zu Beginn der Fermentation liegt der Start pH-Wert dieser
Kultivierung bei 1,97 (Abbildung 2.2-22). Der Eintritt des Wachstums erfolgt
deutlich verzogert. Erst nach ca. sechs Tagen kann eine Sporenkeimung und My-
zelbildung beobachtet werden, was mit dem beginnenden Absinken des pO,-
Gehaltes korreliert.
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Abbildung 2.2-22: Kultivierungsverlauf von Aspergillus terreus LUO2B im 1,5 |
Glasfermenter mit Vorlage von 30 g/l Itaconsaure, 33 °C, Start pH 3,1 ungee-
gelt

Es ist nicht klar, ob dieses verzégerte Wachstum direkt mit dem Vorhandensein
von Itaconséure im Medium zusammenhangt oder ob der niedrige pH-Wert aus-
schlaggebend ist. Von Lockwood wurde festgestellt, dass nach 12 Tagen in Ober-
flachenkultivierungen mit pH-Werten unter 1,9 kaum Wachstum und Itaconsau-
rebildung auftreten, wahrend in Kultivierungen mit pH-Werten Uber 2,3 das Bio-
massewachstum ausgepragt war (Lockwood, 1945). Bei Folgeversuchen mit un-
terschiedlichen Start pH-Werten (zwischen 1,2 und 3) in Submerskulturen wird
von starkerer Myzelentwicklung bei steigendem pH-Wert berichtet, jedoch nicht
von verzogertem Wachstum (Lockwood, 1946)
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Die Bildung der Itaconsaure beginnt nach ca. 15 Tagen. Bis zum Abbruch der
Kultivierung nach 28 Tagen wurden zusatzlich zu den vorgelegten 30 g/l unge-
fahr 65 g/l 1A produziert. Die Gesamtkonzentration der IA im Reaktor betréagt
95 g/l und liegt ca. 8 g/l lUber der Endkonzentration der Referenzkultivierung.
Nach dieser langen Kultivierungsdauer trat aber eine zusatzliche Verdunstung
von etwa 5 % auf. Unter Berlcksichtigung dieser Verdunstung lage die Endkon-
zentration bei ungefahr 90 g/l, was der Endkonzentration der Referenz nahezu

entspricht.

* 1A Zugabe verschiedener Konzentrationen wahrend der stabilen
Produktionsphase

In zwei weiteren Versuchen wurde das Phdnomen der Produkthemmung genauer
untersucht. Dazu wurde wéahrend der Phase maximaler Produktivitat die Itacon-
saurekonzentration im Reaktor durch eine manuelle 1A-Zugabe erhdoht (Abbildung
2.2-23).
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Abbildung 2.2-23: Kultivierungsverlauf von Aspergillus terreus LUO2b im 1,5 |
Glasfermenter mit Zugabe von 10 bzw. 20 g/l IA nach 64 Stunden, 33 °C, Start
pH 3,1 ungeregelt

Direkt nach der Zugabe sinkt die Produktbildungsrate auf 0,6 g/(Ih) ab und bleibt
in diesem Bereich bis zum finften Tag der Kultivierung. Zu diesem Zeitpunkt
werden 60 g/l, bzw. 65 g/l Itaconsdure im Reaktor erreicht, eine deutliche Ab-
nahme der Produktivitat ist sichtbar. Nach 16 Tagen betragt die Endkonzentrati-
on im Reaktor 86,9 g/l, bzw. 85 g/l IA.

Die Biomasseentwicklung der Fermentationen mit Itaconsaurezugabe waren ana-
log zur Referenzkultivierung. Zum Zeitpunkt der Zugabe war in beiden Fallen die
stationare Wachstumsphase mit durchschnittlich 6 bis 7 g/l BTM erreicht.

In den beiden Reaktoren mit Itaconsaurezugabe sind vergleichbare Antworten
auf die Zugabe, unabhé&ngig von der extern zugesetzten Menge, zu beobachten:

1. Die Produktivitat sinkt unmittelbar nach der Zugabe.
2. Die Endkonzentrationen liegen vergleichbar bei ca. 86 g/I.
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Trotz externer Zugabe, bzw. Vorlage von Itaconsaure wird die Hohe der Endkon-
zentration im Vergleich zu einer Referenzkultivierung nicht verdndert. Die Ergeb-
nisse dieser Versuchsreihe deuten auf eine Produkthemmung hin. Es ist aber
nicht auszuschlieRen, dass dies eine Reaktion auf sich verschlechternde Bedin-
gungen im Stoffwechsel darstellen.

Die Untersuchungen der Nebenprodukt zeigen, dass sich bei einer Standardfer-
mentation cis-Aconitsaure genau zu dem Zeitpunkt ansammelt, zu dem auch die
Produktivitat sinkt. Zum einem wirde sich bei einer Produkthemmung zu diesem
Zeitpunkt die Vorstufe, cis-Aconitsdure, ansammeln. Zum anderen wirde aber
auch die Produktivitdat sinken, wenn 2z.B. die Aktivitdt der cis Aconitat-
Decarboxylase sinkt, bzw. der Membrantransport negativ beeinflusst wird.

2.3 Kultivierung von Aspergillus terreus LUO2b

In verschiedenen Reaktorformen

Fur die fermentative Itaconsaureherstellung mittels Aspergillus terreus wurden in
der Literatur unterschiedliche Untersuchungen durchgefiihrt. Betrachtet wurden
Kultivierungen im Batch-, Fed-Batch und kontinuierlichen Betrieb mit freien und
immobilisierten Pilzmyzel (K.Welter, 2000; Kautola, 1989; Kobayashi T, 1972;
Park, 1994).

In dieser Arbeit werden zunachst die beiden Reaktortypen Ruhrreaktor und Um-
wurfreaktor miteinander verglichen, die sich im Wesentlichen durch ihre Stro-
mungsfuhrung unterscheiden. Weiterhin wird eine Malistabsvergroferung um
den Faktor 10 (10 I) im Ruhrreaktor durchgefuhrt.

2.3.1 RuUhrreaktor-Umwurfreaktor
Bei storungsfreiem Betrieb und unter Standardbedingungen ergibt sich im 1,5 |
Ruhrreaktor der in Abbildung 2.3-1 dargestellte Kultivierungsverlauf. Mit dem
Auskeimen der Sporen sinkt der Sauerstoffgehalt im Reaktor. Durch die Sauer-
stoffregelung wird die Luftzufuhr ge6ffnet und soweit moglich auf 25 % gehalten.
Nach ca. 48 Stunden geht die exponentielle Wachstumsphase des Pilzes in die
stationare Phase mit ca. 7 g/I BTM Uber. Wahrend der Wachstumsphase sinkt der
pH-Wert der Kultivierung von 3,1 auf pH 1,9 und bleibt bis zum Fermentation-
sende nahezu konstant auf diesem niedrigen Niveau. Der Pilz w&chst in Form von
lockeren, kleinen Pellets, mit einem Durchmesser von ungefdhr 0,1 mm. Der
Rand dieser Pilzagglomeration ist lose und ausgefranst mit einzelnen langen My-
zelfaden
Nach ca. 20 Stunden beginnt der Pilz, bei gleichzeitiger Glucoseabnahme, mit der
IA Produktion. Zwischen 2 und 3 Tagen besitzt die 1A-Produktionskurve die groR3-
te Steigung. Ab dem vierten Tag flacht der Kurvenverlauf ab, es wird immer we-
niger Itaconsaure neu gebildet. Nach acht Tagen Kultivierungsdauer ist eine Ita-
consaurekonzentration von 83,1 g/l im Reaktor erreicht, zu diesem Zeitpunkt
sind noch weitere 32,6 g/l Glucose vorhanden.
Die Verlangerung der Kultivierung um weitere sechs Tage fuhrt zu einem gerin-
gen Anstieg der IA auf 87,6 g/l, wahrend 18 g/l Glucose verbraucht werden.
In einem deutschen Patent konnten mit dem Stamm A. terreus NRRL 1960 nach
sieben Tagen ca. 90 g/l 1A erzeugt werden (Batti, 1963). Kultivierungen des
Stammes A. terreus NRRL 1963 mit ahnlichem, angepasstem Medium im Schut-
telkolben erbrachten lediglich 50 g/l nach acht Tagen Fermentationsdauer
(K.Welter, 2000). In einer Fedbatch-Kultivierung von A. terreus LUO2b wurden
nach acht Tagen ca. 40 g/l und nach 25 Tagen 80 g/l Itaconsaure erreicht (FNR,
2003).
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Zeitgleich mit dem Begasungsstart werden 0,3 ml Antischaummittel zugegeben,
infolge dessen steigt das Redoxpotenzial auf 450 mV. Bis zum Beginn der starks-
ten Produktionsphase ist es auf ein Minimum von 250 mV gesunken steigt im
weiteren Verlauf stufenweise auf knapp 500 mV. Bis zum Kultivierungsende sinkt
das Redoxpotenzial langsam aber kontinuierlich auf einen Endwert von 350 mV
ab. Die Produktivitat ist im Zeitraum zwischen 2 und 3 Tagen mit 1,29 g/(lh)
maximal. Nach einem Kultivierungszeitraum von knapp 3 Tagen nimmt die
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Abbildung 2.3-1: Kultivierung von Aspergillus terreus LUO2b im 1,5 | Glasfer-
menter, 33 °C, Start pH 3,1 ungeregelt

Produktivitdt ab und das Redoxpotenzial steigt nicht weiter.

Nach vier Tagen wird eine Ausbeute von 82 % erreicht. Bis zum Kultivierungsen-
de sinkt sie langsam auf 73 % ab. Ausbeuten Uber 80 % konnen erreicht wer-
den, da die Bildung der IA nicht an das Wachstum der Biomasse gebunden ist.
Der Grof3teil des Substrates wird in das Produkt umgesetzt. Ein geringerer Anteil
dient vermutlich der Biomassebildung, der Bereitstellung von Energie sowie dem
Erhaltungsstoffwechsel, durch den Kohlenstoff in Form von CO, freigesetzt wird.
Weiterhin werden aus ca. 3 % der verbrauchten Glucose Nebenprodukte gebildet
(Abbildung 2.3-2). Nach zwei Tagen und im weiteren Verlauf ist Gluconsaure be-
dingt durch die HPLC-Analytik nicht mehr nachweisbar, da Konzentrationen klei-
ner als ca. 4 g/l vom Peak der Ketoglutarsaure verdeckt werden und somit quan-
titativ nicht auswertbar sind. Bei den Nebenprodukten Ketoglutarsaure, Apfelsau-
re und cis-Aconitsaure handelt es sich um Zwischenprodukte des Citronensaure-
zyklus. Nach sechs bis sieben Tagen wird Apfelsaure nicht weiter angereichert,
die Konzentration nimmt sogar wieder leicht ab. Dies deutet darauf hin, dass der
Pilz die Apfelsaure im Medium wieder in den Stoffwechsel zurtckfiuhrt. Dies ent-
spricht Ergebnissen von Eimhjellen, demnach kann A. terreus eine Vielzahl meta-
bolischer Zwischenprodukte als Substrate nutzen (Eimhjellen, 1955).

Bis zum Einsetzen der starksten Produktbildungsphase werden zwischen 30 und
40 mg/| cis-Aconitsdure freigesetzt. Zwischen dem zweiten und dem dritten Tag
sinkt die Konzentration wieder leicht ab, was darauf hindeutet, das die cis Aconi-
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tat-Decarboxylase besonders aktiv ist. Die produzierte cis-Aconitsdure wird voll-
standig weiter umgesetzt. Nach ca. drei Tagen ist die maximale Produktivitat
Uberschritten, es reichern sich bis zu 100 mg/l im Medium an.

Nach vier Tagen, zeitgleich mit der Abnahme der Itaconsaure-Produktionsrate,
wird keine cis-Aconitsdure mehr ins Medium freigesetzt. Die Konzentration be-
tragt 75 mg/l und scheint sich bis zum Ende der Kultivierung noch leicht zu redu-
Zieren.
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Abbildung 2.3-2: Nebenprodukte der Kultivierung von Aspergillus terreus LUO2b
im 1,5 | Glasfermenter, 33 °C, Start pH 3,1 ungeregelt

An die Phase des starksten Verbrauchs von cis-Aconitsdure schliel3t sich ein deut-
licher Anstieg der trans-Aconitsdure im Medium an.

In dieser Fermenteranlage wurde eine stabile, reproduzierbare fermentative IA
Herstellung mit dem Pilz A. terreus LUO2b erreicht und die Ergebnisse dienen als
Referenz fur die Kultivierung im Umwurfreaktor und den 10 | Ruhrkessel.

Bei der Fermentation mit A. terreus im 1,5 | Ruhrreaktor kommt es zu starker
Schaumbildung. Um dies zu verhindern wird der Einsatz eines Umwurffermenter-
systems zur IA Herstellung getestet. Dies hat den Vorteil, dass durch die beson-
dere Stromungsfuhrung der Schaum zerstort wird und sich keine geschlossene
Schaumdecke ausbildet.

Abweichend vom Ruhrreaktor startet der Pilz mit der lIA-Produktion, mit ver-
gleichbarer Produktivitat, erst nach drei Tagen (Abbildung 2.3-3). Nach funf Ta-
gen Kultivierungsdauer und einer IA Konzentration von ca. 50 g/l sinkt die Pro-
duktivitat deutlich. Nach knapp 11 Tagen wird eine Endkonzentration von 75,9
g/l 1A erzielt.

Am Verlauf des geldst Sauerstoffprtialdruckes ist deutlich zu erkennen, dass die
Regelung der Bellftung nicht trivial ist. Nach ca. 24 Stunden fallt der pO,-Wert
im Umwurfreaktor infolge des Sauerstoffverbrauchs durch das Biomassewachs-
tums auf ca. 20 %. Zu diesem Zeitpunkt wird mit der manuellen Bellftung be-
gonnen. Bis zum Beginn der Itaconsaureproduktion kann die Sauerstoffkonzent-
ration relativ konstant gehalten werden. Mit einsetzender Produktion steigt der
Verbrauch deutlich an, die BelUftungsrate wird angepasst. Im Bereich zwischen
funf und sieben Tagen ist die Phase maximaler Produktivitat Gberschritten und

29



der pO,-Gehalt steigt. Wahrend des siebten Kultivierungstages kam es infolge
eines Stromausfalls zu einer einminttigen Unterbrechung der Beliftung, was sich
auf die IA Produktion auswirkt. Dies zeigt erneut, wie empfindlich der Pilz auf
eine kurzzeitige Unterbrechung der Sauerstoffversorgung reagiert.
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Abbildung 2.3-3: Kultivierung von Aspergillus terreus LUO2b im 3 | Umwurfreak-
tor, 33 °C, Start pH 3,1 ungeregelt

Im Umwurfreaktor wachst der Pilz als lockeres, netzartig ausgebildetes Myzel.

Im Storungsfreien Betrieb wird infolge der Stromungsfuhrung keine Schaumde-
cke ausgebildet, auch ein nennenswerter Bewuchs der Einbauten ist trotz der
freien Wachstumsform nicht zu erkennen. Das Uberfallen der Kulturflissigkeit in
das Leitrohr scheint sich unterstitzend auf den Eintrag des Sauerstoffs auszuwir-
ken, da bereits sehr niedrige Bellftungsraten von unter 0,03 v/vm fir die Bega-
sung der Kultivierung ausreicht.

Es konnte nicht geklart werden, warum die lIA-Produktion einen Tag spéter ein-
setzte obwohl der Wachstumsverlauf dem im Ruhrreaktor entsprach. Weiterhin
ist unklar, warum die IA-Endkonzentration 10 g/l niedriger ist als im Rihrreaktor.
Die Kultivierung von A. terreus LUO2b im Umwurfreaktor benétigt aufgrund sei-
ner Stromungsfihrung eine geringer Begasungsrate, aber es erfordert eine zu-
satzliche Kontrolle um trotz sich erh6hender Medienviskositat einen ausreichen-
den Umwurf durch Drehzahlerh6hung zu gewahrleisten.

Im Vergleich zum RuUhrreaktor verlief die IA Produktion im Umwurfreaktor
schlechter, die Ausbeute betrug nur ca. 74 %. Es ist fraglich ob durch eine Fer-
mentationsoptimierung im Umwurfreaktor eine wesentliche Verbesserung der
Produktivitat des Pilzes erzielt werden kann.

2.3.2 15| Ruhrreaktor
Fur eine Umsetzung des Prozesses in den industriellen Mal3stab ist es fur eine
MafstabsvergrdfRerung von Vorteil, wenn bereits im Labor mit einem Riuhrkessel-
reaktor normierter Bauart gearbeitet wird. In diesem Kapitel sind die Ergebnisse
der Kultivierung im Riuhrkesselreaktor (Braun-Diessel, Melsungen) mit einem Ge-
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samtvolumen von 15 | dargestellt. Kultiviert wurde mit insgesamt 10 | Medium
unter vergleichbaren Bedingungen wie im 1 | Ruhrreaktor.

Der Verlauf der Itaconsaurebildung ist im 15 I-Ruhrkesselreaktor vergleichbar mit
der Referenzkultivierung im 1 | Rihrreaktor (Abbildung 2.3-4).
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Abbildung 2.3-4: Kultivierung von Aspergillus terreus LUO2b im 10 | Ruhrreak-
tor, 33 °C, Start pH 3,1 ungeregelt

Nach 16 Stunden Kultivierungsdauer beginnt der Pilz mit der IA-Produktion. Die
Produktivitdt zwischen dem zweiten und vierten Kultivierungstag stimmt mit der
im 1 | Ruhrreaktor Uberein. Nach vier Tagen und einer bis dahin erreichten Kon-
zentration von ca. 60 g/l 1A sinkt die Produktivitat deutlich ab. Innerhalb von sie-
ben Tagen werden 86,2 g/l Itaconsaure gebildet. Zu diesem Zeitpunkt wird eine
Ausbeute von 86 Mol% erzielt, wahrend im 1 | RuUhrreaktor die Ausbeute
80 Mol% betragt.

Die Entwicklung der Pilzbiomasse im 15 [-RUhrkesselreaktor ist &hnlich der im 1 |
Ruhrreaktor, nach 2 Tagen ist in beiden Reaktoren stationares Wachstum bei 7
bis 8 g/l BTM erreicht. Die Morphologie des Pilzes unterscheidet sich von der
im1 | Rihrreaktor durch das Wachstum in Form von losen, lockeren Myzel, wobei
die Hyphen relativ kurz und schwacher verwoben sind. Da sich diese Kultivierun-
gen nicht im Medium, der Temperatur, dem pH- oder pO,-Verlaufen unterschei-
den muss die leichte Anderung der Morphologie auf die Unterschiede in dem ver-
anderten Stromungsprofil bzw. dem Energieeintrag ruckzufihren zu sein.

Die Ubertragung der Kultivierung von speziell angefertigten 1 | Ruhrreaktoren
kann in den 15 I-RUhrkesselreaktor, normgerechter Bauart, ohne Schwierigkeiten
durchgefihrt werden.

2.4 Vergleich der 1A produzierenden Stamme
Die Stammsammlungsstdmme A. terreus NRRL 1960 und 1963 werden unter den
optimierten Standardbedingungen mit dem Eigenisolat LUO2b im 1,5 | Ruhrreak-
tor unter vergleichbaren Bedingungen kultiviert (Abbildung 2.4-1).
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Die Stammsammlungsstdamme schlielen wie das Eigenisolat die Wachstumspha-
se nach ungefahr 2 Tagen ab und erreichen ca. 8 g/l BTM.

Nach ungefahr 1,5 Tagen setzt die IA Produktion ein. Das Eigenisolat hat zu Be-
ginn der Produktionsphase bis 2,5 Tagen Kultivierung eine etwas hdhere Produk-
tivitdt als die Stammsammlungsstdmme. Nach 2,5 Tagen sinkt die Produktivitat
des Stammes LUO2b aber, was bei dem 1960er und 63er Stamm nicht eintritt.
Nach 4 Tagen sinkt unabh&ngig vom Stamm die Produktivitdt. Der 1963 Stamm
zeigt nach diesem Knick die héchste Produktivitdt, so dass dieser Stamm nach 10
Tagen 91 g/l IA produziert.

Zwischen diesen drei Stammen treten keine grofReren Unterschiede im Fermenta-
tionsverhalten auf. Die Morphologie der Pilze zeigt ein einheitliches Erschei-
nungsbild unter diesen Standardbedingungen. Die Endkonzentrationen liegen
zwischen 87 und 91 g/l IA. In den Produktivitaten (Abbildung 2.4-2) unterschei-
den sich die Stamme. Aufgetragen sind die maximalen Produktivitaten im Ver-
gleich zu den Produktivitdten nach vier Tagen. Die Produktivitat des A. terreus
LUO2b sinkt nach 2,5 und 4 Tagen. Bisher ist die Ursache hierfur nicht bekannt.
Die Stamme NRRL 1960 und 1963 zeigen keine Abnahme nach 2,5 Tagen, son-
dern lediglich nach 4 Tagen Kultivierungsdauer. Da die maximale Produktivitat zu
Beginn der Produktionsphase von dem Eigenisolat hdher ist, als bei den Stamm-
sammlungsstdmmen, kann man keinen der Stdmme als den geeignetesten
Stamm hervorheben.
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Abbildung 2.4-1: Kultivierung im 1,5 | Glasfermenter von Aspergillus terreus
LUO2b, NRRL 1960, NRRL 1963 unter Standardbedingungen, 33 °C, Start pH 3,1
ungeregelt
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Abbildung 2.4-2: Ubersicht der maximalen Produktivitaten und der
Produktivitaten nach dem Einbruch nach 4 Tagen von Aspergillus terreus LUO2b,
NRRL 1960, NRRL 1963 im 1,5 | Glasfermenter, 33 °C, Start pH 3,1 ungeregelt

2.5 Verdunstungseffekt bei der Kultivierung von
Aspergillus terreus

Bei der fermentativen Itaconsaureherstellung treten wéahrend der vergleichbar
langen Kultivierungszeit von 10 Tagen Verdunstungseffekte auf. Diese Effekte
sind abhéngig von der Kultivierungstemperatur und weiteren Parametern wie z.B.
der Begasungsrate, der Feuchtigkeit der Zuluft, der Kuhlleistung der Abluftstre-
cke und der Umgebungstemperatur. Tritt eine hohe Verdunstung auf, ist dies
unmittelbar an den Konzentrationsverlaufen des Eduktes und Produktes erkenn-
bar. So wirde die IA Konzentration nach dem Erreichen der station&dren Phase
erneut zunehmen (es wird aufkonzentriert), wohingegen der Glucosegehalt na-
hezu konstant bleibt bzw. sogar leicht ansteigt. Bei einer industriellen Anwen-
dung wirde somit das Produkt am Ende der Fermentation aufkonzentriert, was
sich positiv auf die sich anschlieende Aufarbeitung auswirken wirde. Bei For-
schungsarbeiten hingegen ist das Vermeiden groRerer Verdunstung bzw. die
Kenntnis der Verdunstungshthe bei den jeweiligen Versuchsansatzen notwendig,
da sich sie Verdunstung direkt auf die Berechnung von Bilanzen und der Ausbeu-
te auswirken und um die Vergleichbarkeit der eigenen Ergebnisse mit Dritten zu
gewahren.

In diesem Bericht sind alle dargestellten Konzentrationen die tatsachlichen, un-
korrigierten, gemessenen Werte. Die Verdunstung wurde, wie im folgenden be-
schrieben, bei den verschiedenen Kultivierungen bestimmt.
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Im Schuittelkolben wurde vor Beginn der Inkubation das Gewicht des Erlen-
meyerkolbens bestimmt. Vor jeder Probenahme wurde der Kolben erneut gewo-
gen und die Gewichtsdifferenz durch Zugabe von sterilem Reinstwasser (Millipo-
re, Milli Qplus 185) ausgeglichen. Nach jeder Probenahme wurde das Gewicht
erneut notiert und dieses diente fir den Gewichtsvergleich der nachsten Probe-
nahme. Auf diesem Weg konnte der Fehler durch Verdunstung minimiert werden.
In der 1,5 | Multifermenteranlage wurde die Kihlung der Abluftstrecke (mittels
Kryostat) auf 2 °C eingestellt. Ein volumetrischer Vergleich, unter Berucksichti-
gung der Probenahmen, zu Beginn und Ende der Fermentation (nach 10 Tagen)
ergab maximal einen Verlust von 5 %. Alle Fermentationen im 1 | Mal3stab mus-
sen mit diesen 5 % korrigiert werden, um die tatséchlich durch den Pilz produ-
zierten 1A Konzentrationen zu erhalten.

Im Umwurfreaktor ist die Begasungsrate um den Faktor 20-30 geringer, als im
Ruhrreaktor. Der Reaktor stand auf einer Waage, so dass das Gewicht zu Beginn,
nach jeder Probenahme und nach Abbruch der Kultivierung notiert wurde. Die
Abluftstrecke wurde ebenfalls auf 2 °C gekihlt. In diesem Reaktor trat eine ma-
ximale Verdunstung von 1,6 % auf.

Im 15 | Biostat E Ruhrkessel wurde die Abluftstrecke mit Leitungswasser ge-
kuhlt. Die Fermentation wurde bei einer Umgebungstemperatur von ungefahr
30 °C durchgefuhrt, so dass die Temperatur des Leitungswassers vermutlich
nicht ausreichte, um eine vergleichbare Kuhlung wie in der 1,5 | Multifermente-
ranlage zu erreichen. Infolge dessen wurde mittels volumetrischem Vergleich,
unter Berucksichtigung der Probevolumina, ein Verdunstungseffekt von 7,5 %
ermittelt.

2.6 Substrat-Screening

Preisgunstige Substrate auf Basis nachwachsender Rohstoffe sollen auf Verwert-
barkeit untersucht werden. In diesem Kapitel wird untersucht, in wie weit die
Verwendung von Neben,- bzw. Abfallprodukten der Starkeproduktion (Kartoffel-
Restfruchtwasser), der Herstellung von Maisstarke (Maisquellwasser) sowie der
Késeherstellung (Molke) das Wachstum und die IA Produktion des Pilzes beein-
flussen. Weiterhin wird der Einsatz alternativer Kohlenstoffquellen (Saccharose,
Glycerin, Lactose und Xylose) getestet.

2.6.1 Mikrobielle Verwertbarkeit
Verwertbarkeit verschiedener Kohlenstoffquellen

Es wurden Kultivierungen unter den gleichen Bedingungen mit den verschiede-
nen C-Quellen Glucose, Saccharose, Pharmaglycerin und Lactose durchgefuhrt
(Abbildung 2.6-1). Mit Glucose konnte die beste IA Produktion erzielt werden.
Aus 110 g/l Glucose produziert der Pilz nach 13 Tagen 68 g/l IA. Der Pilz ist in
der Lage Saccharose zu verwerten und bildet aus 120 g/l Saccharose 69 g/l IA.
Er verbraucht Glucose und Fructose parallel, verwertet aber einen héheren Anteil
an Glucose, so dass diese nach 13 Tagen vollstandig verbraucht ist bei einer
gleichzeitigen Fructose Konzentration von 17,8 g/I.

Mit Pharmaglycerin als alleinige Kohlenstoffquelle ist das Wachstum und die Pro-
duktion der Itaconsaure langsamer als mit Glucose. Nach 13 Tagen verbraucht
der Pilz die vorgelegte Glucose vollstandig mit einer molaren Ausbeute von
86 mol% (68 g/l 1A). Mit Pharmaglycerin als alleinige Kohlenstoffquelle wurden
aber nach gleicher Inkubationsdauer lediglich 60,5 % des eingesetzten Glycerins
(114 g/I) verbraucht und zu 42,5 g/l IA umgesetzt (42,7 mol%).
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Abbildung 2.6-1: Vergleich verschiedener C-Quellen; Kultivierung von Aspergil-
lus terreus LUO2b in 250 ml Erlenmeyerkolben; 33 °C, Start pH 3,1 ungeregelt

Aspergillus terreus LUO2b bildete mit Lactose die dreifache Biotrockenmasse aber
lediglich 0,8 g/l IA nach 23 Tagen Kultivierung. Dieser Pilz ist somit in der Lage
Lactose als alleinige Kohlenstoffquelle zum Wachstum, aber nicht zu einer hohen
IA Produktion nutzen. Folglich ist Molke als alleinige Kohlenstoffquelle nicht ein-
setzbar.

Im 1,5 | Glasreaktor wurde der Versuch mit Pharmaglycerin als Kohlenstoffquelle
wiederholt. Weiterhin wurde die Verwertbarkeit von Xylose als Substrat getestet
(Abbildung 2.6-2). Mit reinem Pharmaglycerin erfolgt das Wachstum im Fermen-
ter ahnlich wie mit Glucose. Die IA Produktion setzt hingegen nach ca. zwei Ta-
gen etwas verzdgert ein. Die Kurvensteigung wahrend der starksten Produktbil-
dungsphase ist geringer als bei der Referenz (Standardkultivierung mit Glucose).
Nach ca. funf Tagen nimmt die Produktivitdit ab und nach 15 Tagen Kultivie-
rungsdauer wird eine Konzentration von 69,7 g/l Itaconsaure erreicht. Die Aus-
beute betragt nach sieben Tagen 69 Mol %, infolge des weiteren Substrat-
verbrauchs sinkt sie aber auf 33 Mol % nach 15 Tagen ab. Bei dieser Kultivierung
im Ruhrreaktor konnte innerhalb vergleichbarer Kultivierungszeit, vermutlich
aufgrund der kontrollierbaren Bedingungen und aktiver Sauerstoffzufuhr, verglei-
chend zum Schuttelkolben 27 g/l IA mehr produziert werden. Dieses macht den
Einsatz von Rohglycerin als Kohlenstoffquelle interessant, mit der Einschrankung,
dass dieses meist Salze und andere Verunreinigungen in Konzentrationen ent-
halt, die der Produktivitat von Aspergillus terreus nicht zutraglich sind.

Das Substrat Xylose (Holzzucker) kann aus Holz oder anderen, aus Cellulosefa-
sern bestehenden Pflanzen wie z.B. Stroh gewonnen werden. Im Reaktor sind
zwei Tage nach dem Beimpfen die Sporen nicht ausgekeimt. Da die Keimung bei
einer Standardfermentation innerhalb der ersten 15 Stunden stattfindet, sollte
die Keimung durch Zugabe von 2 g/l Glucose initiiert werden. Nach drei Tagen
wurden weitere 3 g/l Glucose zudosiert. Nach vier Tagen Kultivierungsdauer sinkt
die geldst Sauerstoffkonzentration und die Keimung der Sporen beginnt. Nach
ca. sieben Tagen ist die zugegebene Glucose aufgezehrt, es hat sich ein pH-Wert
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Abbildung 2.6-2: Vergleich verschiedener C-Quellen; Kultivierung von Aspergi I-
lus terreus LUO2b im 1,5 | Glasfermenter; 33 °C, Start pH 3,1 ungeregelt

von 1,9-2,0 eingestellt und der Pilz ist wie bei einer Standardkultivierung in Form
von kleinen locker ausgefransten Pellets gewachsen. Die Phase der starksten Ita-
consaureproduktion beginnt und sinkt nach neun bis 10 Tagen. Nach insgesamt
12 Tagen Produktionsdauer betragt die Konzentration der Itaconsaure im Medi-
um ca. 45 g/l. Am Verlauf der Xylosekonzentration ist zu erkennen, dass der Pilz
den Zucker von Beginn des Wachstums an stetig abbaut. Da trotz der Glucose-
zugabe am zweiten und dritten Tag der Pilz erst nach Uber vier Tagen mit dem
Wachstum beginnt, kann darauf geschlossen werden, dass nicht zwingend Gluco-
se als Substrat bendtigt wird. Vermutlich bendétigt der Organismus diese Zeit um
den Stoffwechsel auf das Substrat Xylose umzustellen. Im Vergleich sind die Pro-
duktivitat und die erreichte Endkonzentration deutlich geringer als in einer Kulti-
vierung mit dem Substrat Glucose, dennoch wurde eine Ausbeute von ca.
60 Mol% erzielt. Untersuchungen von Kautola haben ebenfalls ergeben, dass
Aspergillus terreus in der Lage ist organische Sauren aus Xylose herzustellen,
jedoch deutlich langsamer als mit Glucose oder Saccharose als Substrat (Kaub-
la, 1989). Dies deckt sich auch mit Ergebnissen von Eimhjellen, der mehrere un-
terschiedliche Zucker und Alkohole auf ihre Eignung als Substrat zur Itaconsau-
reproduktion untersucht hat. Das beste Wachstum und die starkste 1A Produktion
wurde mit Glucose und Saccharose erzielt, aber auch die Zucker Cellbiose, D-
Mannose, D-Fructose, D-Xylose sowie Glycerin stellten sich als taugliche Kohlen-
stoffquellen heraus (Eimhjellen, 1955).
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Verwertbarkeit von Neben- bzw. Abfallprodukten

Der Zusatz von 10 g/l Kartoffelrestfruchtwasser (PNC, als alleinige Stickstoffquel-
le), 1 bzw. 10 g/l Maisquellwasser sowie Rohglycerin, als alleinige Kohlenstoff-
quelle, (Abbildung 2.6-3) wurden auf ihre Verwertbarkeit durch den Pilz unter-
sucht.

Das Kartoffelrestfruchtwasser (PNC) ist besonders eiweil3- (bzw. stickstoff-) und
mineralreich. Es wurde mehr Biomasse als in der Referenz produziert, aber keine
Itaconsaure. Das erhohte Biomassewachstum ist vermutlich auf das im PNC ent-
haltene Phosphor zurtickzufiihren. Da keine IA Produktion vorhanden war ist das
Kartoffelrestfruchtwasserkonzentrat, als alleinige Stickstoffquelle, nicht geeignet.
Mit Rohglycerin produzierte der Pilz ab drei Tagen Kultivierung IA. Im Vergleich
zur Kultivierung mit Glucose war die lag-Phase bis zum Start der IA Produktion
zwei Tage und vergleichend zum Pharmaglycerin einen Tag langer. Nach neun
Tagen Kultivierungsdauer produzierte der Pilz 16,7 g/l I1A. Zu diesem Zeitpunkt
lagen weitere 27 g/l Glycerin im Medium vor. Am Kultivierungsende waren die
vorgelegten 117 g/l Glycerin volilstandig verbraucht und der Pilz verstoffwechselt
die gebildete IA, was an der Konzentrationsabnahme der IA zum Ende der Kulti-
vierung hin erkennbar ist.

Im Vergleich zum reinen Pharmaglycerin betragt die erreichte IA Konzentration
mit 16,7 g/l (13 Mol% ) lediglich 39 % der im Schittelkolben produzierten 42,5
g/l 1A. Dieser Versuch zeigt, dass der Einsatz von Rohglycerin prinzipiell méglich
ist. Da der Pilz aber sehr stark auf Verunreinigungen (K.Welter, 2000) und Ver-
schiebungen bestimmter Nahrstoffverhaltnisse (Batti, 1963) reagiert, ist eine
Analyse des Rohglycerins mit eventuell anschlieBender Aufreinigung notwendig
um geringe Ausbeuten zu vermeiden.

Maisquellwasser entsteht bei der Herstellung von Maisstarke. Der Einsatz von
Maisquellwasser (CSL) ist in der Literatur zahlreich vorhanden (Dwiarti,
2002;Lockwood, 1945;0kabe, 1993). So konnte Dwiarti mit einer Mutante von
Aspergillus terreus NRRL 1960 (nach einer nitrosoguanidine (NTG) Behandlung)
unter Verwendung von 2,1 g/l CSL nach 144 h 80 g/l IA herstellen.

A. terreus LUO2b produziert mit 10 g/l Maisquellwasser nur 9,7 g/l 1A (Abbildung
2.6-3). Der Zusatz von 1 g/l Maisquellwasser wirkt sich im Bezug der IA Produk-
tion nicht negativ aus. Der Verlauf der IA Produktion dhnelt dem Verlauf der Re-
ferenz. Der Pilz produziert in den ersten 10 Tagen der Kultivierung 78 g/l I1A. Ab
diesem Zeitpunkt war keine Glucose mehr messbar und die gebildete IA wurde
als Substrat verbraucht und sank wahrend der weiteren Kultivierung.

Da sich der Zusatz von 10 g/l und 1 g/1 Maisquellwasser so unterschiedlich in der
Produktion auswirkte wurden Versuche mit unterschiedlichen geringen Zusatzen
an Maisquellwasser durchgefuhrt. Diese Versuchsreihe zeigt, dass die 1A Produk-
tion mit dem verwendeten Stamm und dem Standardproduktionsmedium am
besten verlauft, um so geringer die zugesetzten Maisquellwassermengen waren.
Mit keinem der Ansatze konnte eine bessere IA Produktion erreicht werden, als
mit dem Standardproduktionsmedium (Referenz; 0,1 g/l KH,PO,).

Unter Verwendung dieser Rohsubstrate verliefen die IA Produktionen schlechter
als mit dem reinen Standardproduktionsmedium. Die Rohsubstrate miussten
vermutlich vor dem Einsatz aufgereinigt werden um Verunreinigungen und
Schwermetallen wie z.B. Eisen und Mangan abzutrennen. Da dies aber kostenin-
tensiv ist und die Produktion an IA bisher ohne weitere Zusétze und Glucose als
Substrat am besten verlauft wurden keine weiteren Versuche mit Rohsubstraten
durchgefiuhrt.
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Abbildung 2.6-3: Einsatz verschiedener Rohsubstrate bei einer Kultivierung von
A. terreus LUO2b in 250 ml Erlenmeyerkolben; 33 °C, Start pH 3,1 ungeregelt,
120 Upm

2.7 Aufarbeitung

Ziel ist es, die IA direkt aus dem Fermentationsmedium mit einem Gemisch aus
tertidren Aminen und langkettigen Alkoholen zu extrahieren.

Vergleichend zu der Flussig-flissig Extraktion wurden Versuche mit der Elektro-
dialyse durchgefuhrt.

2.7.1 Elektrodialyse

Versuche mit Modelllésungen

Zuné&chst ist mit Modelllésungen (Abbildung 2.7-1) gearbeitet wurden um die
Handhabung der Elektrodialyse kennen zu lernen und die Methode bei nahezu
idealen Verhaltnissen (nur Glucose und Itaconsaure) zu erproben. Dabei wurden
batch Elektrolysen (Diluat und Konzentrat je 1 |; U=15 V, konstant) mit folgen-
den Modellldsungen durchgefiihrt: Verhaltnisse (ltaconsaure/Glucose) 3:1, 5:1,
7:1, 9:1. Mit zunehmender IA Konzentration in der Diluatldsung als Vorlage
nahm die Zeitdauer zu, die zur Trennung bendtigt wurde. Die im Diluat vorgeleg-
te Glucose (10 g/l) trat nicht in den Konzentratkreislauf Uber. Eine Trennung der
IA von der Glucose war unabhangig von der IA Konzentration erfolgreich.
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Abbildung 2.7-1: Elektrodialyse von Modellldsungen, bestehend aus Glcose und
IA; 1 L Diluat, 1 L Konzentrat, 15 V

Kulturuberstande

Es wurden 1 | biomassefreier Kulturiberstand als Diluat und 1 | (5 uS) Wasser
als Konzentrat vorgelegt. Die Kulturiberstandskurven (Abbildung 2.7-2) verliefen
leicht unter denen der Modelldsung. Dennoch konnte mit dem Kulturiiberstand
nahezu der gleiche IA Ubergang erzielt werden. Am Ende der Elektrodialyse sind
80 % der IA in den Konzentratkreislauf tbergegangen.

Der Widerstandsabfall bei dem Kulturtiberstand war nicht so abrupt wie bei der
Modellldsung. Vermutlich liegen in der Losung mehr Teilchen und Komponenten
vor, die ebenfalls wandern, sich gegenseitig behindern und der Widerstand den-
noch hoch ist.

In der Abbildung 2.7-3 sind die Analysen mittels HPLC des Diluates vor Beginn
der Elektrodialyse sowie des Diluates und des Konzentrates am Ende der Elektro-
dialyse dargestellt. Zwischen 2,5 min und 5 min sind die Nebenprodukte erkenn-
bar. Die Endprobe des Konzentrates zeigt, dass alle Nebenprodukte mit der IA in
den Konzentratkreislauf Ubergehen. In der Endprobe des Diluates ist ein Peak bei
3,2 min vorhanden, der vor der Elektrodialyse einen deutlich héheren Peak zeig-
te. Bei dieser Substanz handelt es sich vermutlich um Gluconsaure, die wahrend
der Elektrodialyse anscheinend langsamer in den Konzentratkreislauf Ubergeht.
Mit der Elektrodialyse kann die IA von der Glucose, aber nicht von den gebildeten
Nebenprodukten getrennt werden. Die Fermentationsparameter sollen so gewahlt
werden, dass am Ende einer Kultivierung keine Glucose im Kulturiiberstand vor-
handen ist.
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Abbildung 2.7-2: Elektrodialyse eines biomassefreien Kulturliberstandes im
Vergleich zu einer Modelll6sungen, bestehend aus Glucose und IA; 1 L Diluat, 1
L Konzentrat, 15V
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Abbildung 2.7-3: Chromatogramme einer Elektrodialyse; Null und die Endprobe
des Diluates und die Endprobe des Konzentrates; U\-Detektor, Saule: Fermenta-
tionMonitoring BioRad, 0,8 mL/min, 23 °C, 5 mMol BSO,4
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2.7.2 Flussig/Flussig Extraktion
Der Erfolg der Reaktivextraktion von Itaconséure setzt sich aus drei Schritten
zusammen und der Ablauf ist schematisch in der Abbildung 2.7-4 dargestellt:

e Bildung eines Zwischenproduktes (Komplexes)

e Solvatation des Komplexes in die organische Phase

* Reextraktion der IA aus der organischen Phase
Uber verschiedene Versuchsansatze wird das kombinierte Extraktionsmittelsys-
tem bestehend aus den Losungsmitteln 1-Butanol und 1-Octanol sowie der Reak-
tivkomponente Trioctylamin (TOA) durch Variation der Verhé&ltnisse zueinander
optimiert. Weiterhin wird die Extraktionsdauer, die Temperatur, die Reextraktion
sowie der Einsatz realer Kulturbrihen mit und ohne Pilzmyzel untersucht. In wie
fern der Pilz auf Spuren der unterschiedlichen Losungsmittel reagiert ist weiterhin
Gegenstand dieser Arbeit.

Itaconsaure/
Nebenprodukte + Amin A'Il'lz)ohc;}/lamm)l
(Glucose) E
R+X 1 -1
[ ]
N
\ -/

<

I

organische
Phase E+X
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R (+X) Phase /
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(HPLC- Analytik)
Trioctylamin/ Alkohol —
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Abbildung 2.7-4: Flie3bild der FlUssig-flussig Extraktion
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Optimierung des molaren Amin/Saure Verhaltnisses sowie der A-
min/ Alkohol Massenverhaltnisse

1. Optimierung des Molaren Amin/Saure Verhalmnisses

Die Optimierung der Wechselwirkungen zwischen Itaconsdure und der Reaktiv-
komponente (Trioctylamin) wurde unter konstanten TOA/Butanol Massenverhalt-
nisses (0,2 g/g) durchgefuhrt (Abbildung 2.7-5). Der Gesamterfolg der Extrakti-
on nimmt mit steigendem Anteil der Reaktivkomponente unter dem gegebenen
Amin/Alkohol-Verhaltnis sehr stark zu. Ist die molare Beladung von Trioctylamin
zur Itaconsaure gleich oder groRRer als eins, liegt der Extraktionserfolg (Konversi-
onsgrad der Extraktion) bei Uber 98 %. Eine weitere Erh6hung des Aminanteils
bewirkt lediglich eine geringe Steigerung des Extraktionserfolges. Das nach die-
sem Versuch ermittelte minimale Amin/Saure-Verhaltnis betragt 1,0. Unter die-
sen Bedingungen werden 98,39 % der eingesetzten Menge an Itaconsaure er-
folgreich in die organische Phase extrahiert. Anhand der Ergebnisse von Tamada
zur Komplexbildung wird festgestellt, dass die Reaktivkomponente (TOA) mit Ita-
consaure-Molekulen (1,1)-Komplexe bildet (Tamada, 1990). Ein IA-Molekiul geht
somit mit einem TOA-Molekil Wechselwirkungen ein und wird gebunden. In Hin-
sicht auf die Umweltvertraglichkeit und Toxizitat der Substanzen, insbesondere
von Trioctylamin, ist der Anteil der Reaktivkomponente so gering wie madglich
anzustreben.
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Abbildung 2.7-5: Optimierung des Amin/Saure Verhaltnisses bei konstanten
Amin/1-Butanol-Massenverhaltnis
2. Optimierung des Amin/Alkohol-Massenverhéaltnisses
Diese Versuchsreihe soll die maximal erreichbare Synergie zwischen dem Kom-

plex und den Lésungsmitteln 1-Butanol und 1-Octanol bei konstanter Aminmenge
ermitteln. Der gebildete Amin-Saure-Komplex wird durch das Losungsmittel sol-
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vatisiert. Das Verhaltnis zwischen den vorhandenen Komplexen und den LO-
sungsmitteln bestimmt als zweiten Einflussfaktor den Gesamterfolg und damit
den Konversionsgrad der Extraktion (Abbildung 2.7-6). Die Extraktion mit reinen
Alkoholen zeigt, dass mit zunehmender Kettenldnge der Alkohole die Extraktion
schlechter verlauft. Somit ist eine Reaktivkomponente ndtig um eine ausreichen-
de Verteilung der Itaconsdure in der Losungsmittelphase und schlie3lich einen
hohen Extraktionserfolg zu erreichen. Unabhangig von der Kettenlange des Alko-
hols reicht ein Amin/Alkohol-Massenverhéltnis von 0,1 aus um uUber 92 % der
Itaconsaure von der wassrigen in die organische Phase zu Uberfuhren. Bei hohe-
ren Verhaltnissen liegt der Extraktionserfolg relativ konstant bei ca. 95 % und
bei 1-Butanol bei 98 %. Der Verteilungskoeffizient der IA steigt mit zunehmen-
dem Amin/Alkohol-Massenverhaltnis an. Im Hinblick auf die Umweltvertraglich-
keit der Reaktivkomponente und des gleichbleibenden Extraktionserfolgs wird fur
die Folgeversuche ein konstantes Amin/Alkohol-Massenverhaltnis von 0,2 ge-
wahlt.
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Abbildung 2.7-6: Optimierung des Amin/Alkohol-Verhéltnisses bei konstanten
Amin/Saure-Molverhéaltnis

Optimierung der Temperatur und der Extraktionsdauer

Die Dauer der Phasendurchmischung / Extraktionsdauer liefert einen Beitrag

zur Effizienz der Extraktion. Eine sehr kurze Mischzeit von ca. funf Sekunden
reicht scheinbar nicht fir einen ausreichenden Kontakt der Phasen um einen U-
bergang der Itaconséure herzustellen (Abbildung 2.7-7). Eine Verlangerung der
Durchmischung auf zwei Minuten zeigt hingegen einen hinreichend hohen Extrak-
tionserfolg, der durch langere Mischzeiten (20 Minuten) nicht weiter erhdht wird.
Der Extraktionserfolg ist im Bereich von 25 bis 40 °C weitestgehend Temperatur
unabhangig. Die Extraktionstemperatur kann daher in diesem Bereich niedrig
gewahlt werden.
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Abbildung 2.7-7: Reaktivextraktion mit TOA/1-Octanol (0,2 g/g), Variation der
Parameter: Extraktionsdauer bei 40 °C; Temperatur bei 2 Minuten,
Umcaminssaurey=1, Vwassrig=Vorganisch, Modelllosung mit 61,25 g/l IA und 19 g/I1 Gu-
cose

Einsatz des Extraktionssytemes bei realen Fermentationsbriuhen

Die Extraktionsparameter wurden anhand von Modellldsungen optimiert, die le-
diglich Itaconsaure und Glucose enthielten. Die Einsetzbarkeit dieser Aufarbei-
tungsmethode wurde anschlielend mittels realer Kulturbrilhen getestet. Zum
Einen wurde das Extraktionssystem TOA/1-Butanol an realen Kulturiberstanden
mit und ohne Biomasse untersucht und zum Anderen das optimierte TOA/1-
Octanol System (Tabelle 1).

Tabelle 1: Extraktion (TOA/1-Butanol und TOA/1-Octanol) von IA aus biomas-
sefreiem Kulturiberstand (KUB) sowie aus Kultuibrithe mit Biomasse im Ver-
gleich zu Modelllésungen; Umcaminssaurey=21, Vwassrig=Vorganisch

Zeit [min] T[°C] Umamin/alkohol) Extraktionserfolg
[%6]

KUB 20 40 TOA/Butanol 0,2 88,21
Kulturbrihe mit 20 40 TOA/Butanol 0,2 94,14
Biomasse

Modelllésung 20 40 TOA/Butanol 0,2 98,31
KUB 2 25 TOA/Octanol 0,2 85,25
Modelllbsung 2 25 TOA/Octanol 0,2 93,69

Bei Einsatz realer Kulturtuberstdnde wird die IA mit dem TOA/1-Butanol Extrakti-
onssystem zu 88,21 % in die organische Phase extrahiert. Bei Vorlage von Kul-
turbrihe mit Biomasse direkt aus dem Fermenter betrdgt der Extraktionserfolg
ca. 94 %. Somit wird ca. 6 % mehr Itaconsaure extrahiert, wenn die Biomasse
vor der Extraktion nicht von der Kulturbriihe abgetrennt wird. Im Vergleich zu
den erreichten Extraktionserfolgen bei den Modellversuchen ergibt sich insge-
samt betrachtet folgende Reihenfolge: Der geringste Extraktionserfolg ergibt sich
beim Einsatz von Kulturiberstand mit 88 %, bei der Kulturbrihe mit Biomasse
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konnten ca. 94 % erreicht werden und 98 % Itaconsédure wurden aus den Mo-
dellldsungen extrahiert.

Die Ubertragung der optimierten Reaktivextraktion mit TOA/1-Octanol auf eine
zellfreie Fermentationsbrihe erbrachte mit ca. 85 % ebenfalls einen deutlich
herabgesetzten Extraktionserfolg.

Bei der Extraktion wird keine vollstandige Abtrennung der Itaconsaure erreicht
(Abbildung 2.7-8). In der Kulturbriihe sind neben Itaconsdure die Metabolite vor-
handen, die auf den von A. terreus durchgefuhrten Stoffwechselwegen entste-
hen. Darunter sind die im Tricarbonsaurezyklus gebildeten organischen Sauren.
Bei dem Extraktionsprozess treten Wechselwirkungen von Trioctylamin zu allen
Verbindungen auf, die Carboxylgruppen tragen und es kann zur Bildung von ver-
schiedensten Komplexen kommen (Hirth, 2002). Offensichtlich bindet Trioctyla-
min unter diesen Bedingungen bevorzugt Itaconsaure-Molekule. Allerdings wird
der Konversionsgrad bezogen auf Itaconsaure gemindert durch die konkurrieren-
den organischen Sauren, die ebenfalls extrahiert werden kénnen.

In weiteren Versuchen muss geklart werden, ob die Abtrennung der Biomasse
vor der Extraktion Uberhaupt erforderlich ist. Der Konversionsgrad bei Verwen-
dung von Kulturbruhe ist hoher als bei biomassefreiem Kulturiiberstand. Ursache
kann sein, dass die Biomasse durch die aufgebrachten Scherkrafte des Ruhrers
zerrissen und in der Losung als feste Teilchen suspendiert wird. Es vergroRRert
sich die Stoffaustauschflache zwischen der organischen und wé&ssrigen Phase.
Beim Zerbersten der Hyphen-Zellen wird wahrscheinlich auch intrazellular im Cy-
toplasma lokalisierte Itaconséure frei, die somit bei der Extraktion zur Verfigung
steht.
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Abbildung 2.7-8: HPLC-Chromatogramm (UV-Detektor) einer Fermentations-
briuhe vor und nach der Reaktivextraktion, TOA/1-Octanol 0,2 g/g,
Omcaminssaure)=1, Vwassrig=Vorganisch, 2 Minuten Durchmischungsdauer, 25 °C
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Untersuchung der Reextraktion

Nach der Extraktion befindet sich die Itaconsaure in der organischen Phase. Eine
Abtrennung der organischen Saure auf destillativem Weg wéare aufgrund des ho-
hen Siedepunkts von TOA (366 ° C) nur durch kostenintensive Hochvakuumrek-
tivikation moglich (Hirth, 2003). Daher wird untersucht, in wie fern die Saure
durch Ruckextraktion in eine konzentrierte wassrige Phase mdglich ist.

Der Siedepunkt des Losungsmittels 1-Octanol liegt bei 194 ° C. In dieser Ver-
suchsreihe wird der von Jung empfohlene Eindampfungsschritt nicht durchge-
fahrt (Jung, 2000). Die gesamte organische Phase der Reaktivextraktion wird mit
dem gleichen Volumen einer wassrigen, stark basischen Ammoniaklésung (—~ pH
10) in Kontakt gebracht. Das Reextraktionsverhalten der Itaconsaure in diese
wassrige Phase wird bei unterschiedlichen Ammoniakkonzentrationen und Tem-
peraturen untersucht (Abbildung 2.7-9).
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Abbildung 2.7-9:Rluckextraktion mit wassriger Ammoniakldsung, Variation der
Parameter Ammoniakkonzentration und Temperatur; 20 Minuten,
Umcaminssaurey=1, Vwassrig=Vorganisch, EXtraktphasen aus Reaktivextraktionen der Mo-
delllébsung mit 61,25 g/I Itaconsaure und 19 g/I Glumse

Die Ruckextraktion der Itaconsdure mit wassriger Ammoniaklésung aus dem Ex-
traktionsmittel TOA/1-Octanol erzielte im Bereich von 25-65 °C bei 30 g/l Am-
moniak in der wassrigen Phase einen maximalen Reextraktionserfolg von
65,3 %. Die Ammoniakkonzentration sollte mindestens 20 g/l betragen, um Uber
60 % der Itaconsdure aus der organischen Phase zuriick zu gewinnen. Konzent-
rationen Uber 30 g/l bringen keine Verbesserung des Extraktionserfolges. Die
Mischungsdauer der Reextraktion betrug 20 Minuten. Eine Verlangerung auf 60
Minuten zeigte keine Veranderung im Extraktionsergebnis.

In der Literatur werden weitere Moéglichkeiten der Rickgewinnung ohne vorherige
Abtrennung des LOsungsmittels vorgeschlagen. Puttemanns untersuchte die
Ruckextraktion organischer Sauren aus TOA-Komplexen mittels Austauschreakti-
on durch Perchlorat-lonen (Puttemans, 1984). Die Verwendung eines niedermo-
lekularen, flichtigen tertidren Amins (Trimethylamin (TMA)) anstelle von Ammo-
niak erzielte hervorragende Ergebnisse bei der Riuckextraktion von Milch-, Succi-
nat- und Fumarséure aus einer organischen Extraktphase (Poole, 1991). Eine
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Reextraktion der Itaconsédure mittels TMA musste vergleichend zum Ammoniak
untersucht werden.

In einem weiteren Versuch wurde das Losungsmittel vor der Reextraktion mittels
Destillation eingeengt. Das 1-Butanol wurde nicht vollstandig mit dem Rotations-
verdampfer abgezogen, um ein vorzeitiges Ausfallen der 1A zu verhindern. An-
schlieBend wurde eine Reextraktion mit Wasser durchgefuhrt (Vorganische phase =
Vwassrige phase) - ES konnten aber lediglich 0,8 g/l 1A in der wassrigen Phase nachge-
wiesen werden. Durch eine weitere Reextraktion mit Zusatz einer wassrigen
Ammoniaklosung (50 g/ Ammoniak) konnten 96 % der eingesetzten Itaconséu-
re in der wassrigen Phase nachgewiesen werden.

Untersuchung der Vertraglichkeit des Extraktionsmittels

Fur eine Onlineabtrennung der Itaconsdure und einer Rickfuhrung der extrahier-
ten Fermentationsbrihe in den Reaktor wird die Vertraglichkeit der verschiede-
nen Losungsmittel auf das Wachstum und die Itaconséure Produktion untersucht.
Untersucht werden 1-Butanol (Loslichkeit in Wasser 77 g/kg bei 20 °C) und 1-
Octanol (Loslichkeit in Wasser 0,3 g/kg bei 20 °C) (Abbildung 2.7-10).
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Abbildung 2.7-10: 1A-Produktionsverlaufe der Fermentation von A. terreus
LUO2b in 250 ml Erlenmeyerkolben (SK), Standardproduktionsmedium mit Zu-
gabe verschiedener Konzentrationen von 1-Butanol und 1-Octanol; 33 °C, Start
pH 3,1 ungeregelt, 120 Upm

Die Zugabe der Losungsmittel erfolgte nach der Wachstumsphase und wé&hrend
der Produktionsphase. Nach der Zugabe von 1-Butanol, so dass die Endkonzent-
ration in der Kultur 10 g/l betrug, stoppt der Pilz sofort mit der IA Produktion. Zu
einem wirtschaftlich nicht vertretbaren Verlust an L&sungsmittel wirde somit
hinzukommen, dass der Pilz mit einer sofortigen Einstellung der Itaconsaurepro-
duktion auf die Prasenz von lediglich 1 % (w/w) Butanol im Medium reagiert, bei
einer Wasserloslichkeit von 7,7 % .

Bei der Zugabe von Octanol werden im Medium Konzentrationen von 0,03; 0,06
und 0,1 g/l erreicht. Die Referenzkultivierung hat nach ca. 3 Tagen 15 g/l und
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nach 5 Tagen 38 g/l 1A produziert. Bis zum Zeitpunkt der Octanolzugabe, nach 3
Tagen, sind die Entwicklung der Biomasse und die Itaconsaurebildung in diesen
Versuchskolben vergleichbar mit der Referenz. Octanolkonzentrationen bis
0,06 g/1 scheinen keinen negativen Einfluss auf die Produktivitat des Pilzes zu
besitzen. Nach ca. 5 Tagen werden in den Kolben ebenfalls zwischen 37 und
40 g/l 1A gebildet. 0,1 g/l Octanol hingegen scheint deutlich toxische Wirkung zu
haben. Der Pilz stellt die Produktion der Itaconsaure nach dieser Octanolzugabe
komplett ein. Dies bedeutet, dass die Ruckfihrung extrahierten Mediums in den
Reaktor begrenzt wird durch die Menge eingetragenen Octanols. Erreicht die Oc-
tanolkonzentration in der Fermentationsbriuhe 0,1 g/l wird die IA Produktion ein-
gestellt, daher ist Octanol fur eine online-Produktabtrennung nicht geeignet.

Onlineabtrennung der Itaconsaure

Wahrend der Fermentation wird mdglichst zellfrei Kulturbrihe entnommen und
durch eine &aquivalente Menge an neuen Standardproduktionsmedium ersetzt.
Dies soll zeigen inwieweit durch die Entnahme des Produktes eine eventuell vor-
liegende Produkthemmung unterbunden werden kann und somit eine Effizienz-
steigerung der Fermentation erreicht wird. Die Onlineabtrennung erfolgt nach
abgeschlossener Wachstumsphase vierfach wahrend der Produktionsphase. Uber
ein Tauchrohr mit Gazefilter (100 um Maschenweite) werden 200 ml Fermentati-
onsbrihe (20 % des Reaktorinhaltes) entnommen und durch 200 ml steriles,

phosphatfreies Standardmedium ersetzt (siehe Pfeile, Abbildung 2.7-11).
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Abbildung 2.7-11: Kultivierungsverlauf von Aspergillus terreus LUO2b im 1,5 |
Glasfermenter mit 4maligem Medienaustausch, 33 © C, Start pH 3,1 ungeregelt

Der Verlauf der Itaconsdurekonzentration zeigt, dass nach der zweiten Entnah-
me, im Unterschied zur Referenzkultivierung eine hohe Produktivitat aufrechter-
halten wird. Bei der Referenzkultivierung betragt die Produktivitat zwischen 4
und 5 Tagen Kultivierung lediglich 0,46 g/(Ih) und bei der Kultivierung mit Me-
dienaustausch 0,67 g/(Ih). Nach den weiteren Entnahmen haben sich die Produk-
tionsraten zwar reduziert, scheinen aber immer noch geringfugig héher zu sein
als in der Kultivierung ohne Medienaustausch. Dies macht deutlich, dass durch

48



die Entnahme von Itaconsaure die Phase hoher Produktivitdt Uber den sonst Ubli-
chen Zeitraum hinaus aufrecht erhalten werden kann. Allerdings wird trotz er-
neuter Medienzugabe, einschliel3lich der Kohlenstoffquelle, keine hdhere IA-
Endkonzentration erreicht.

2.8 Verwertung der Produktionsriuckstande und
Nebenprodukte

Die Optimierung der Kultivierungsbedingungen fur eine reproduzierbare und effi-
zientere Itaconsaureproduktion war wahrend dieser Projektlaufzeit von grol3erer
Bedeutung als die Untersuchungen zur Verwertung der Produktionsriickstande.
Daher wurden noch keine Futterungsversuche durchgefiuhrt.

3 Schlussbetrachtung

Die Projektarbeiten FAL hatten als Hauptziel, neue leistungsfahige Itaconsau-
reproduzenten zu finden und preiswerte Substratquellen zu nutzen. Zusatzliche
Arbeiten sollten sich mit einer weiteren Effizienzsteigerung bzw. Kostenreduktion
des gesamten Biokonversionsschrittes inklusive Aufarbeitung beschéaftigen.

Im Falle eines erfolgreichen Abschlusses der Produkt-Extraktionsexperimente der
FAL sollen diese Ergebnisse ebenfalls im Fermenter angewendet werden (Online-
Produktabtrennung, Reduktion von Produktinhibierung).

Im ersten Projektjahr wurde festgestellt, dass unter den damals vorliegenden
Bedingungen nicht der Stamm, sondern andere Faktoren fur die schlechte 1A
Produktion entscheidend waren. Aus diesem Grund wurden vorrangig Arbeiten
durchgefuhrt, die zum Verstandnis, zur Reproduzierbarkeit und zur Effizienzstei-
gerung der IA Produktion fuhrten. W&hrend dieser Projektlaufzeit wurde daher
kein neuer leistungsfahiger Itaconsaureproduzent isoliert.

Allerdings konnten diverse Arbeiten, wie die Handhabung des Pilzes wahrend der
Kultivierung, die Optimierung des Phosphatgehaltes, Untersuchungen zur Sauer-
stoffversorgung, der Einfluss verschiedener Medienkomponenten sowie die detail-
lierte Betrachtungen der Nebenproduktbildung erheblich zum Verstandnis und
vor allem zur Effizienzsteigerung der fermentativen Itaconsaureherstellung mit-
tels Aspergillus terreus beitragen. Es wurden Kultivierungsbedingungen geschaf-
fen, unter denen die Itaconsaureherstellung reproduzierbar ist. Diese Reprodu-
zierbarkeit konnte in den zwei bisherigen Projekten nicht erreicht werden. Aus-
gehend von einer Prozessoptimierung mit dem Pilz Aspergillus terreus LUO2b im
1| Mal3stab (83 g/l nach 8 Tagen, Pnax = 1,29 g/(lh), 80 Mol%), fand eine erfolg-
reiche Mal3stabsvergrof3erung zu 10 | statt. Nach 4 Tagen Kultivierung und einer
bis dahin erreichten Konzentration von ca. 60 g/l Itaconsaure sinkt aus bisher
ungeklarten Grunden die Produktivitat. Innerhalb von 7 Tagen werden insgesamt
86,2 g/l Itaconsaure gebildet, mit einer Ausbeute von 86 Mol%. Im Vergleich zu
den bisher geférderten Itaconsaureprojekten (nach 7 Tagen 46,1 g/l bzw. 78 g/I
nach 25 Tagen) konnte zum einen die ltaconsaureendkonzentration auf ca. 90
g/l 1A gesteigert werden, bei einer gleichzeitigen Verkurzung der Kultivierungs-
dauer auf 7 Tagen.

Verschiedene Sachverhalte, wie z.B. die Produktivitatsabnahme nach 2,5 und 4
Tagen, das Anhaufen der cis- und trans Aconitsédure, keine héheren Itaconsaure-
konzentrationen als 90 g/l konnten innerhalb dieser Projektlaufzeit nicht geklart
werden.
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Unter Verwendung von Neben-bzw. Abfallprodukten konnte keine bessere Ita-
consaureproduktion erreicht werden als mit Glucose und Saccharose. Xylose und
Glycerin sind als Kohlenstoffquelle nutzbar. Der Pilz reagiert stark auf Verunreini-
gungen und Verschiebungen bestimmter N&hrstoffverhaltnisse, daher ist eine
Analyse der Neben-bzw. Abfallprodukte, z.B. von Rohglycerinen, mit eventuell
anschlieBender Aufreinigung notwendig um geringe Ausbeuten zu vermeiden.

Die ersten Produkt-Extraktionsexperimente liefern vielversprechende Ergebnisse.
Uber verschiedene Versuchsansatze wurde das kombinierte Extraktionsmittelsys-
tem (1-Butanol und 1-Octanol als Losungsmittel und der Reaktivkomponente Tri-
octylamin) durch Variation der Verhaltnisse zueinander optimiert. Weiterhin wur-
de die Extraktionsdauer, die Temperatur, die Reextraktion sowie der Einsatz rea-
ler Kulturbriihen mit und ohne Pilzmyzel untersucht.

Bei einer online Extraktion sammeln sich Spuren des Extraktionsmittels in der
Kulturbrihe an, daher wurde untersucht in wie fern der Pilz auf verschiedene
Konzentrationen der Losungsmittel reagiert. Eine online-Extraktion mit Butanol
scheidet aufgrund der hohen Wasserldslichkeit und der Unvertraglichkeit im Be-
zug auf die Iltaconsaureproduktion der gelosten Butanolmengen in der wassrigen
Phase aus. Unter Verwendung von Octanol wird die Ruckfuhrung extrahierten
Mediums in den Reaktor begrenzt durch die Menge eingetragenen Octanols. Er-
reicht die Octanolkonzentration in der Fermentationsbrihe 0,1 g/l wird die Ita-
consaure Produktion eingestellt. Die Wasserloslichkeit von Octanol betrégt bei
20 °C 0,3 g/l. Daher ist Octanol fur eine online-Produktabtrennung nicht geeig-
net.

Ausgehend von diesen ersten Untersuchungen muss nach neuen geeigneten L6-
sungsmitteln zur 1A Extraktion gesucht werden, die eine geringe Wasserloslich-
keit zeigen und nicht toxisch auf die Zelle wirken.
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