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1. Einleitung

Biotechnologische Verfahren finden bereits seit Jahrtausenden Anwendung in der Herstellung
von Nahrungsmitteln und Biomolekilen fir den menschlichen Bedarf. Die anfanglich unbe-
wusste Nutzung mikrobieller Stoffumwandlungen hat sich innerhalb der letzten 100 Jahre zu
einer Multimilliarden Euro schweren Industrie entwickelt, die eine ernsthafte Alternative zur

Nutzung fossiler Rohstoffe darstellt (Cairns et al. 2018; Renneberg et al. 2012).

Mit dem global steigenden Bewusstsein flir Nachhaltigkeit und Umweltschutz steigt auch der
Bedarf an umweltfreundlichen, griinen Technologien, welche auf der stofflichen Umwandlung
von regenerativen, pflanzlichen Ressourcen und deren ungenutzten Reststoffstromen basiert
(Choi et al. 2015). Da ihre Nutzung eine grol3e Herausforderung darstellt, werden Reststoffe
aus der Nahrungsmittelindustrie jedoch bisher gréf3tenteils als Futtermittel eingesetzt oder
thermisch verwertet (Berlowska et al. 2015). Dabei enthalten genau diese Reststoffe meist
noch wertvolle Biomolekiile, deren biotechnologische Verwertung die Wertschépfung und

Nachhaltigkeit etablierter Prozesse erheblich steigern kann (Bonnin et al. 2009).

Ein Musterbeispiel hierflr ist die Gewinnung von Saccharose aus Zuckerriiben. Im Produkti-
onsjahr 2019/2020 fielen allein in Deutschland circa 2,9 Mio. Tonnen Zuckerriibenschnitzel
(engl. sugar beet pulp) als Reststoff bei der Prozessierung von Zuckerriiben an (WVZ e.V. &
VdZ e.V. 2021). Diese enthalten die pflanzlichen Zuckerpolymere Pektin, Cellulose und Hemi-
cellulose. Vor allem das sehr heterogen zusammengesetzte Pektin und dessen Hauptmono-
mer D-Galacturonsaure sind von besonderem Interesse als Substrate fur die mikrobielle Pro-

duktion von diversen Wertstoffen (Bonnin et al. 2009; Schmitz et al. 2019).

Um diese komplexen Agrarrestoffen wertschopfend zu nutzen, bedarf es einer Vielzahl an
enzymatisch katalysierten Reaktionen, welche die wertvollen Zuckermonomere freisetzten.
Die hierfur bengtigten Enzyme werden fur gewohnlich mittels hocheffizienter Mikroorganismen
in biotechnologischen Verfahren hergestellt. Pilzlichen Produktionssystemen kommt dabei
aufgrund ihrer Robustheit, den niedrigen Kultivierungsanforderungen und der Beféahigung
hohe Mengen Protein zu sekretieren eine entscheidende Rolle zu (Mé&kela et al. 2018;
Meyer et al. 2011). Ein sehr bekannter Vertreter dieser Gruppe ist der Pilz Aspergillus niger,
der aufgrund seiner langen Historie in der Biotechnologie gut erforscht und in der industriellen

Produktion etabliert ist.

Mit den in hohen Mengen anfallenden Agrarreststoffen, dem mit rund 4,7 Milliarden Euro do-
tierten Markt fir Enzyme und seiner antizipierten Verdopplung innerhalb der nachsten zehn
Jahre, verspricht die mikrobielle Stoffumwandlung von Agrarreststoffen zu h6herwertigen Pro-

dukten ein hohes Zukunftspotenzial (Meyer et al. 2016).
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2. Problemstellung und Zielsetzung

Eine der grof3ten globalen Herausforderungen des 21. Jahrhunderts ist die Umstellung der auf
fossilen Rohstoffen basierenden Linearwirtschaft zu einer nachhaltigen Kreislaufwirtschaft, die
auf erneuerbaren biologischen Ressourcen im Sinne einer Biookonomie aufbaut. Per Defini-
tion der deutschen Bundesregierung umfasst die Biobkonomie die Erzeugung, Erschlie3ung
und Nutzung biologischer Ressourcen, Prozesse und Systeme, um Produkte, Verfahren und
Dienstleistungen in allen wirtschaftlichen Sektoren im Rahmen eines zukunftsfahigen Wirt-
schaftssystems bereitzustellen (Bundesministerium fir Bildung und Forschung 2021). Zur Re-
alisierung werden Konzepte bendétigt, die es neben der Nahrungsmittelsicherheit ermdglichen,
erneuerbare Ressourcen fur die stofflich-industrielle und energetische Nutzung verwenden zu
koénnen. Ein besonderes Augenmerk liegt dabei in der Nutzung der Abfallstréme, um so einen
Okologischen Mehrwert zu generieren und die Nachhaltigkeit etablierter Prozesse erheblich zu

steigern (Bonnin et al. 2009).

Insbesondere bei der Prozessierung landwirtschaftlicher Giiter fallen eine Vielzahl unter-
schiedlicher Agrarreststoffe an, die sich aufgrund ihrer biologischen Eigenschaften exzellent
zur weiteren Wertschdpfung im Sinne des biodkonomischen Konzepts eignen. lhre Nutzung
stellt jedoch bisher eine grof3e verfahrenstechnische Herausforderung dar, weswegen sie
meinst als Futtermittel verwendet, thermisch verwertet oder in Deponien endgelagert werden
(Berlowska et al. 2015; Ptak et al. 2022).

So entsteht beispielsweise bei der konventionellen Herstellung von Saccharose (weil3er Haus-
haltszucker) mit Zuckerriibenpressschnitzeln ein Agrarreststoff, der aufgrund seiner Eigen-
schaften als Ausgangsstoff fir diverse stoffiche Umwandlungen dienen kann
(Ptak et al. 2022). Insgesamt wurden im Jahr 2019/2020 zur ausreichenden Versorgung des
Weltmarktes etwa 180 Mio. t Zucker erzeugt (24,2 % davon aus Zuckeriiben). Bezogen auf
Deutschland lag der Produktionsumfang in besagtem Jahr bei 4,3 Mio. t Zucker. Bei der Pro-
zessierung der dafiir nétigen 27 Mio. t Zuckerriben, wurden rund 1,5 Mio. t Zuckerribenpress-
schnitzel als Reststoff generiert (WVZ e.V. & VdZ e.V. 2021). Zuckerriibenpressschnitzel bie-
ten als Substrat ein hohes Potential, da sie am Ort ihrer Prozessierung zentral gesammelt
werden, durch die vorherige Zuckerextraktion thermisch vorbehandelt sind und aufgrund ihres
hohen Anteils an Polysacchariden (bis zu 80 %) bei niedrigem Ligningehalt bestens fir eine
weitere biotechnologische Verwertung geeignet sind. Aus diesen Griinden gelten sie als viel-
versprechendes Ausgangsmaterial fiir die Herstellung von Plattformchemikalien als Synthese-
bausteine fur Biokraftstoffe, die menschliche Erndhrung, Kunststoffe, Kosmetika und pharma-

zeutisch aktive Substanzen (Finkenstadt 2014).
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Im Allgemeinen bestehen Zuckerribenpressschnitzel aus jeweils annahernd einem Drittel Cel-
lulose, Hemicellulose und Pektin (Berlowska et al. 2018a). Von besonderem Interesse ist da-
bei der hohe Pektingehalt (24 % bis 32 %), da dessen Hauptmonomer, die D-Galacturonsaure
durch gezielte enzymkatalysierte Reduktion zur Herstellung vielseitig einsetzbarer Polyhydro-
xysauren verwendet werden kann (Wiebe et al. 2010). Diese Polyhydroxysauren ahneln in ih-
rer Struktur konventionell hergestellten Sduerungsmitteln, Stabilisatoren und Backtriebmitteln

der Lebensmittel- und Kosmetikindustrie.

Fur die Depolymerisation der Zuckerribenpressschnitzel wird die enzymatische Hydrolyse ge-
genuber der chemischen Hydrolyse mit Sauren bevorzugt, da sie spezifischer, weniger ag-
gressiv, nebenproduktdrmer und energiesparsamer durchgefiihrt werden kann
(Kuhnel et al. 2011; Spagnuolo et al. 1997). Aufgrund der hohen Komplexitat der in Zucker-
ribenpressschnitzel enthaltenen Zuckerpolymere, benétigt man fir eine effektive Hydrolyse
eine Vielzahl an verschiedenen Enzymaktivitaten, die speziell fir die Verfliissigung von Bio-

masse optimiert sind.

Problematisch hierbei ist, dass die Uberwiegende Mehrheit der kommerziell verfigbaren pek-
tinolytisch wirkenden Enzympréaparate fur den Einsatz in der Lebensmittel- und Textilindustrie
angepasst sind (Garg et al. 2016). In der Lebensmittelindustrie kommen sie vor allem in der
Saft- und Weinherstellung zur Viskositatsreduktion, Klarung und Ausbeutesteigerung zum Ein-
satz. Im Gegensatz dazu kommen bei der Behandlung und Reinigung von Textilien ganz spe-
zielle pektinolytische Enzyme zum Einsatz, die ihr Aktivitatsoptimum unter alkalischen Bedin-
gungen zeigen (Garg et al. 2016). Zahlreiche dieser kommerziellen Enzympraparate werden
mit filamentdsen Pilzen hergestellt, da diese auf die Produktion hocheffizienter Enzymgemi-
sche spezialisiert sind (Benoit et al. 2012; Semenova et al. 2019). Daraus ergibt sich zusatz-
lich zum sich stark unterscheidenden Einsatzgebiet das weitere Problem, dass genaue Infor-
mationen zu den eingesetzten Produktionsstammen, als Teil eines geschiitzten Unterneh-

mens Know-hows, nicht zugénglich sind.

Der filamenttse Ascomycet Aspergillus niger stellt dabei einen der besten bisher bekannten
Produzenten pektinolytischer Enzyme dar (Benoit et al. 2012; Panda et al. 1999). Aufgrund
seiner hohen sekretorischen Kapazitat und der Einstufung als sicherer Organismus (GRAS)
kann er als idealer Mikroorganismus fur die Produktion von Enzymen angesehen werden
(Benoit et al. 2012; El Enshasy et al. 2018).

Daher ist das erste Ziel dieser Arbeit die Charakterisierung verschiedener Aspergillus niger
Stdmme hinsichtlich ihrer produzierten pektinolytischen Enzymaktivitdt zum anschlieRenden
Einsatz in der Hydrolyse von Zuckerriibenpressschnitzeln. Dazu wird sinnvollerweise zu Be-

ginn der reaktionstechnischen Charakterisierung ein skalierbares Satzverfahren im L-Mal3stab
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als Basis zur Untersuchung der Produktion pektinolytischer Enzyme wahrend der Submerskul-
tivierung etabliert. Basierend auf diesem Satzverfahren kann anschliel3end die pektinolytische
Aktivitat verschiedener A. niger Stamme unter definierten Bedingungen im Ruhrkessel verglei-
chend charakterisiert werden. Nach Auswahl eines besonders geeigneten A. niger Stammes,
basierend auf seiner pektinolytischen Aktivitat, kann der Einfluss verschiedener Reaktionsbe-

dingungen auf die Produktion pektinolytischer Enzyme untersucht werden.

Fortschritte auf dem Gebiet der Metabolomik, Proteomik und Genomik sowie methodische
Fortschritte auf dem Gebiet der Gentechnik konnten zeigen, welche genetischen Charakteris-
tika wichtig fur einen effizienten Abbau pflanzlicher Biomasse sind (Martens-
Uzunova & Schaap 2009). Mit dem Verstandnis der zugrundeliegenden regulatorischen Netz-
werke und der Technologie diese beeinflussen zu kdnnen, werden in einer parallelen For-
schungsarbeit durch den Projektpartner an der TU Minchen (Prof. Dr. J. Philipp Benz, Profes-
sur fur Pilzbiotechnologie in der Holzwissenschaft) rekombinante A. niger Stamme erzeugt,
die dann ebenfalls im Kontext der Herstellung pektinolytischer Enzyme unter den zuvor etab-
lierten Reaktionsbedingungen vergleichend charakterisiert werden konnen.

Die angestrebte Totalhydrolyse von Zuckerriibenpressschnitzeln ist aufgrund der komplexen
Polymerstruktur und der daraus resultierenden Vielzahl an verschiedenen glycosidischen Bin-
dungen und der Acetylierung und Methylierung der Zuckermonomere keine triviale Aufgabe.
Aus der Literatur ist bekannt, dass eine Vielzahl an verschiedenen Enzymen notwendig ist, um
diese anspruchsvolle Aufgabe durchzufiihren (Glass et al. 2013; Semenova et al. 2019). Zu-
satzlich werden zur vollstéandigen Hydrolyse thermische und chemische Vorbehandlungen an-
gewendet. Bei diesen Vorbehandlungen kommt es jedoch auch zur Zerstdérung der labileren
mono- und polymeren Bestandteile, sodass Abbauprodukte entstehen und damit verbunden
ein Ausbeuteverlust auftritt (Bellido et al. 2015; Kiihnel et al. 2011). Die enzymatische Aktivitat
und damit auch die Hydrolyseeffizienz ist dabei immer von den verwendeten Reaktionsbedin-
gungen abhéangig, weswegen diese und deren Einfluss unter Verwendung der mit A. niger
hergestellten Enzymmischung zu untersuchen sind. Das Ziel der Untersuchungen zur Hydro-
lyse von Zuckerribenpressschnitzeln ist die Identifikation geeigneter Reaktionsbedingungen,
durch welche eine mdoglichst vollstandige Freisetzung von D-Galacturonsaure mit der herge-
stellten, zellfreien A. niger Enzymmischung in moglichst kurzer Prozesszeit erreicht werden

kann.

Zur Bewertung der Hydrolyseeffizienz ist die Bestimmung der Ausbeute der freigesetzten Zu-
cker besonders wichtig. Dazu ist die Kenntnis der genauen Zusammensetzung der eingesetz-
ten Zuckerriibenpressschnitzel unabdingbar, weswegen zuallererst eine Zusammensetzungs-
analyse des Substrats notwendig ist. Da das bei der Hydrolyse entstehende Zuckergemisch

durchaus inhibitorische Effekte auf die eingesetzten Enzyme haben kann, welche fir die
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freigesetzte D-Galacturonsaurekonzentration beschrieben ist (Baciu & Jérdening 2004; Bélafi-
Bakoé et al. 2007), ist auRerdem eine Untersuchung der Inhibition der hergestellten Enzymmi-

schung durch die freigesetzten Zuckermonomere sinnvoll.

Im Allgemeinen sind zur Freisetzung von Zielmolekilen aus Agrarreststoffen mit der Herstel-
lung der hydrolytischen Enzyme und der enzymatischen Hydrolyse zwei getrennte Verfahrens-
schritte notwendig. Nach der Enzymherstellung kann mitunter auch eine Konzentrierung und
Stabilisierung des Enzymgemischs sinnvoll sein, die somit weitere potenzielle Verfahrens-
schritte darstellen. Alternativ wird vermehrt an Verfahrensansatzen geforscht, welche unter
dem Begriff ,simultaneous saccharification and fermentation®, kurz: ,SSF* beschrieben sind,
bei denen beide Prozessschritte vereint werden kénnen. Bei diesen liegt das zu hydrolysie-
rende Substrat zu Prozessbeginn im Medium vor, sodass der eingesetzte Mikroorganismus
die freigesetzten Zucker verstoffwechseln oder zu dem gewiinschten Produkt umsetzen kann
(Devos & Colla 2022). Anwendung findet diese Verfahrensvariante vornehmlich bei der Her-
stellung von Bioethanol aus lignocellulosehaltigen Agrarreststoffen (Ask et al. 2012; Olofs-
son et al. 2008; Sasaki et al. 2014). Vorteile dieses Verfahrens sind niedrigere Investitionskos-
ten aufgrund eingesparter Prozessschritte, kiirzere Gesamtprozesszeiten und eine niedrigere
Enzyminhibition aufgrund der direkten Verstoffwechselung der potenziell inhibierend wirken-

den, freigesetzten Zucker durch den Produktionsorganismus.

Es gibt durchaus auch Untersuchungen bei denen Zuckerriibenpressschnitzel als Substrat in
einem SSF-Prozess verwendet wurden (Berlowska et al. 2018b). Da A. niger jedoch befahigt
ist, das gewtinschte Zielmolekil b-Galacturonséure zu verstoffwechseln muss entweder eine
genetische Madifikation im D-Galacturonsaurestoffwechsel durchgefiihrt oder ein prozesstech-
nischer Ansatz gewahlt werden, um von den Vorteilen einer solchen Prozessintegration profi-
tieren zu kdnnen. Aus den genannten Grinden wird eine Prozessintegration der Enzymher-
stellung mittels A. niger und Hydrolyse des Agrarreststoffs Zuckerriibenpressschnitzel ange-
strebt, sodass beide Reaktionen in einem Ruhrkesselreaktor durchgefiihrt werden kénnen, um
dadurch die Raum-Zeit-Ausbeute entscheidend zu verbessern. Final soll mit dieser Prozessin-
tegration ein verfahrenstechnisch und 6konomisch besonders geeigneter Prozess zur Herstel-
lung von D-Galacturonsaure aus Zuckerriibenpressschnitzeln zur Verfligung stehen, der die

effiziente Nutzung des Agrarreststoffs erméglicht.



Problemstellung und Zielsetzung

Die Realisierung der gesetzten Ziele wurde mit folgenden Arbeitsschritten angestrebt:

a) Reaktionstechnische Charakterisierung von Aspergillus niger Stammen zur Produktion

pektinolytischer Enzyme

a.

d.

Etablierung eines skalierbaren Satzverfahrens im Ruhrkesselreaktor im Li-
ter-Mal3stab

Auswabhl eines geeigneten Basisstamms unter definierten Reaktionsbedingun-
gen im Ruhrkesselreaktor

Identifikation geeigneter Reaktionsbedingungen zur Produktion pektinolytischer
Enzyme

Reaktionstechnische Charakterisierung rekombinanter A. niger Stamme

b) Untersuchungen zur Hydrolyse des Agrarreststoffs Zuckerriibenpressschnitzel

a.
b.

Zusammensetzungsanalyse der verwendeten Zuckerribenpressschnitzel
Inhibierungsuntersuchung der hergestellten Enzyme durch die freigesetzten
Zuckermonomere

Identifikation geeigneter Bedingungen fir die Hydrolyse von Zuckerriibenpress-
schnitzeln mit pektinolytischen Enzymen von A. niger

c) Prozessintegration der Enzymherstellung mit A. niger und Hydrolyse des pektinreichen

Agrarrestoffs Zuckerribenpressschnitzel in einem Rihrkesselreaktor
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3. Theoretische Grundlagen

3.1 Biologische Grundlagen Aspergillus niger

3.1.1 Aspergillus niger

Der ubiquitar vorkommende, filamenttse Bodenpilz Aspergillus niger stellt einen der Eckpfeiler
der traditionellen, aber auch modernen Biotechnologie dar (Schuster et al. 2002). Diese Pilzart
gehort im Phylum der Ascomycota (Schlauchpilze) zur Klasse der Eurotiomycetidae, und darin
der Gattung Aspergillus an (Ordnung: Eurotiales, Familie: Trichocomaceae) (Scazzoc-
chio 2019). Entdeckt wurde er 1729 durch den italienischen Botaniker Pietro Antonio Micheli.
Der Name des Pilzes entstammt der Ahnlichkeit des morphologischen Erscheinungsbildes zu
dem im christlichen Glauben verwendeten Weihwassersprenger (lat. aspergillum) (Scazzoc-
chio 2019). Das zweite namensgebende Merkmal ist die schwarze (lat. niger) Pigmentierung
der Konidiosporen (Abb. 3.1.1) (Kick et al. 2009).

Ascomyceten sind zur sexuellen und asexuellen Reproduktion befahigt. Bei der sexuellen Re-
produktion werden die Sporen im sack- oder schlauchférmigen Ascus produziert. Viele Vertre-
ter der Gattung kénnen sich jedoch nur asexuell tiber die Bildung sogenannter Konidiosporen
fortpflanzen. Dabei handelt es sich um einkernige, runde Sporen mit einem Durchmesser von
4-5 pm, die sich an den Lufthyphen Uber die Ausbildung von Konidiophoren entwickeln
(Fuchs 2007; Kuck et al. 2009). Aspergillus niger ist selbst nur zur asexuellen Reproduktion
befahigt, weshalb er in das mittlerweile veraltete Form-Taxon der Deuteromyceten oder fungi
imperfeci eingeordnet wurde (Scazzocchio 2019). Die gebildeten Sporen dienen der Ausbrei-
tung und Arterhaltung und werden tberwiegend Uber die Luft verbreitet. Zur Erh6hung der
Widerstandsfahigkeit sind die Sporen durch Melanine dunkel pigmentiert, die als Schutz vor

dem UV-Anteil der Sonnenstrahlung fungieren (Kiick et al. 2009).

Abb. 3.1.1: Morphologische Aufnahmen von Aspergillus niger. (A) Aufnahme mittels Tieftemperatur-
Rasterelektronenmikroskopie (TTREM), (B) pelletartige und (C) dispers, myzelartige Morphologie in
Submerskultivierung, (D) Wachstum und Sporulation auf Agar 24 bis 168 h (Lu et al. 2015; Read 1991).
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Als typischer Vertreter der Bodenpilze ist A. niger hauptséachlich im Erdreich habituiert, in dem
er aerob auf organischer Substanz wachst und damit einen essenziellen Bestandteil eines
gesunden Okosystems darstellt. Er kann jedoch auch in vielen verschieden Habitaten inner-
halb aller Klimazonen gefunden werden (Kiick et al. 2009; Schuster et al. 2002). Dabei ernéhrt
er sich saprophytisch (chemoorganotroph) durch Aufnahme von abgebauten Nahrstoffen
(Mono- oder Oligomere), die zuvor durch eigens sekretierte, extrazellulare Enzyme aus pflanz-
licher Biomasse freigesetzt wurden. Dabei werden die Nahrstoffe direkt und nicht durch Pino-

oder Phagozytose aufgenommen (Fuchs 2007).

Seine hochst flexiblen Umweltanforderung, die ihn zu einem Wachstum und Uberleben in ei-
nem breiten Temperaturbereich von 10-50 °C (Optimum bei 35-37 °C), bei pH Werten zwi-
schen pH 2-11, Salinitaten von 0-34 % und Wasseraktivitaten von 0,6-1 befahigen, sichern im
Zusammenspiel mit der Bildung von sehr widerstandsfahigen Sporen, den Fortbestand der Art
(Kis-Papo et al. 2003; Kuck et al. 2009; Lubertozzi & Keasling 2009; Meyer et al. 2011,
Schuster et al. 2002).

Mit circa 250 beschriebenen Arten und rund zehn bekannten Genomsequenzen, wovon 2007
die erste vollstandige Sequenz von Aspergillus niger publiziert wurde (Pel et al. 2007), ist die
Gattung Aspergillus eine der meist erforschten im Phylum der Ascomycota (Geiser et al. 2007,
Meyer et al. 2011). Aufgrund dieser Tatsache und ihres ubiquitaren Vorkommens ohne Anzei-
chen von Pathogenitat fir gesunde Menschen wurden zahlreiche Pilze der Gattung, darunter
auch A. niger, von der amerikanischen Food and Drug Administration (FDA) als unbedenklich
fur die menschliche Gesundheit eingestuft. Daher erhielten industrielle Verfahren zur Herstel-
lung von Enzymen und Metaboliten mit A. niger schon zu Beginn der 1960er Jahre den GRAS-
Status (generally recognized as safe), wodurch sie bei der Herstellung von Lebensmitteln und
Therapeutika fir den Menschen bevorzugt eingesetzt werden (Conesa et al. 2001; Schus-
ter et al. 2002).

Pilze haben durch ihre hoch flexiblen Umweltanforderungen, sekretorische Kapazitat und die
Fahigkeit der posttranslationalen Modifikation heterolog und homolog hergestellter Proteine
Vorteile im Vergleich zu Produktionsverfahren mit anderen Mikroorganismen und werden des-
halb bevorzugt in industriellen Herstellungsverfahren eingesetzt. Oftmals kdnnen kostenguns-
tigere pflanzliche Polymere wie Stéarke, (Hemi-)Cellulose, Xylan, Pektin oder Saccharose zur
Kultivierung eingesetzt werden. Durch Sekretion lytischer Enzyme werden diese in ihre Mono-
mere abgebaut, die dem Pilz wiederum als Kohlenstoffquelle dienen, sodass eine nachhaltige
und Okonomische Verwendung von erneuerbaren Ressourcen ermdglicht wird (Ma-
keld et al. 2018; Meyer et al. 2011).
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Das Anwendungsfeld von Pilzen der Gattung Aspergillus ist umfangreich und reicht von der
Produktion organischer Sauren tUber Enzyme bis hin zu einer Vielzahl an therapeutischen
Wirkstoffen (Cairns et al. 2018). Bei der Herstellung von Enzymen handelt es sich meist um
Enzyme flr den Einsatz in der Nahrungsmittelindustrie (Amylasen, Protasen, Pektinasen), der
Futtermittelindustrie (Phytasen, Xylanasen), der Biokraftstoffindustrie (Glucoamylasen, Inver-
tasen, Hemicellulasen) und der Reinigungsmittelindustrie (Lipasen, Endo-Glucanasen, Pek-
tinasen). Dabei kdnnen Enzymkonzentrationen von bis zu 30 g L Protein produziert werden.
(Benoit et al. 2012; Conesa et al. 2001; Geiser et al. 2007; Krull et al. 2010; Luberto-
zzi & Keasling 2009; Meyer et al. 2011; Meyer et al. 2016; Papagianni 2004). Auch die nach
Abschluss der Kultivierung notwendige Aufarbeitung zur Abtrennung des Zielmolekils bringt
bei der Verwendung von filamentdsen Pilzen Vorteile mit sich, da durch die Zellmorphologie
und die extrazellulare Sekretion eine Abtrennung erheblich erleichtert wird (Lubertozzi & Keas-
ling 2009).

Industriell wird A. niger vor allem zur Produktion von Enzymen und organischen S&uren ein-
gesetzt (99 % Ausbeute bei der Herstellung von Citronensaure bezogen auf die eingesetzte
Substratmenge). Dabei wurde beispielsweise das Herstellungsverfahren von Citronenséaure,
welches bereits seit circa 100 Jahren etabliert ist, durch stetige Prozessentwicklungen verbes-
sert, sodass heutzutage Produktkonzentrationen von 140 g L bis 200 g L erreicht werden
kénnen (Magnuson & Lasure 2004; Sahm et al. 2013).

3.1.2 Wachstum und Morphologie filamentoser Pilze

Aufgrund der starken Beziehung zwischen der pilzlichen Morphologie und ihrer Produktivitat,
ist die Beobachtung und Kontrolle der sich ausbildenden zellularen Strukturen von entschei-
dender Bedeutung zur Charakterisierung und Verbesserung eines Produktionsprozesses mit
filamentdsen Pilzen (Krull et al. 2010). Das filamentdse Wachstum beruht auf einem komple-
xen mikromorphologischen Differenzierungsprozess von der Spore Uber entstehende Keim-
schlauche hin zur Hyphe und resultiert in unterschiedlichen makromorphologischen Erschei-
nungsformen. Die Mikromorphologie beschreibt dabei hauptsachlich das Myzelwachstum,
welches sich aus der Langenextension durch polares, apikales Wachstum der Hyphen, deren
Kompartimentierung und der Erhéhung wachsender Regionen durch Verzweigung zusam-
mensetzt. Makromorphologisch hingegen werden die drei Erscheinungsformen frei disperses
Myzel, distinkte spharische Agglomerate, sogenannte Pellets, und Mischformen aus beidem
(,clumps®) unterschieden (Krull et al. 2010; Weuster-Botz & Takors 2018). Zum Ende des Le-
benszyklus werden wieder Sporen gebildet, sodass die Spore sowohl als Ausgangs- als auch

als Endpunkt dieses Wachstumsprozess gesehen werden kann (Papagianni 2004).
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Mikromorphologie - Auskeimphase

In der Anfangsphase der Kultivierung beginnt das Wachstum durch den mikromorphologi-
schen Prozess des Auskeimens der Sporen. Bei der Anwesenheit bestimmter Nahrstoffe in
der Umgebung der Sporen kommt es zu einem zweiphasigen Auskeimungsprozess. In der
ersten Phase wird die Spore durch die vorliegenden Nahrstoffe aktiviert und es kommt zu einer
isotropen Quellung der Spore. In der zweiten Phase formt sich aus der Spore ein Keim-
schlauch der sich dann durch apikales Spitzenwachstum zu einer Hyphe entwickelt (Abdel-
Rahim & Arbab 1985; Hayer et al. 2014). Es gibt jedoch auch Regulationsmechanismen, die
das Auskeimen der Sporen aufgrund von &auf3eren Umweltfaktoren verhindern (Pad-
der et al. 2018). Dazu zahlt das sogenannte Quorum sensing, einer Art Autoregulation des
Populationslevels, der es Zellen ermdglicht tiber die Konzentration bestimmter Botenstoffe im
Medium die eigene Populationsdichte ermitteln und regulieren zu kénnen. Einige Mikroorga-
nismen, darunter auch A. niger, sind sensitiv fir Botenstoffe wie Farnesol, Tyrosol, Octenol
oder a-(1,3)-glucan, die bereits in nanomolaren Konzentrationen Wirkung zeigen (Barrios-
Gonzlez et al. 1989; Chitarra et al. 2004; Hobot & Gull 1980; Hogan 2006). Mit der im Medium
geldsten CO,-Konzentration konnte ein weiterer Modulator des Auskeimungsverhaltens von
A. niger gefunden werden. Bei einer COz-Konzentration von 0,5 % im Medium keimen zwi-
schen 70-90 % der Sporen erfolgreich aus (Vakil et al. 1961). Bei geringerer Konzentration
verringert sich die Auskeimungsquote, sodass bei 0,04 % CO. (Luftsattigung) nur rund
15-20 % der Sporen auskeimen. Ab einer CO2-Konzentration von 3 % kommt es zur vollstan-
digen Inhibition der Auskeimung (Vakil et al. 1961).

Mikromorphologie - Hyphenwachstum & exponentielles Wachstum durch Verzweigung

Nach der Reifung des Keimschlauchs zur Hyphe ist nur noch an der Hyphenspitze Wachstum
zu beobachten (Lin et al. 2014). Dieses apikale Wachstum ist ein Resultat aus der Fusion spe-
Zieller Transportvesikel mit der Zellmembran an der Hyphenspitze. Dort sammeln sich die
Vesikel und bilden den "Spitzenkodrper”, eine dichte, kugelférmige Ansammlung von Vesikeln,
Zytoskelettkomponenten, Ribosomen und Signalproteinen, die fur effizientes apikales Wachs-
tum erforderlich ist (Lin et al. 2014). Nach einer initialen Beschleunigungsphase erfolgt das
weitere Wachstum mit maximaler Geschwindigkeit, wobei der Vesikeltransport der geschwin-
digkeitsbestimmende Schritt ist (Grimm et al. 2005a; Lin et al. 2014). Nach mehreren Mitose-
zyklen bildet sich am basalen Ende des Keimschlauches ein erstes Septum, das die Hyphen
in ein apikales und ein subapikales Kompartiment teilt. Diese Septen besitzen einen zentri-

schen Porus, der den Weg fir den Stofftransport entlang der Hyphe sicherstellt.
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Wahrend des Langenwachstums entstehen weitere Verzweigungen, die anschlielend auch
apikal wachsen (Fritsche & Lay 2016; Fuchs 2007; Klck et al. 2009). Die Bildung der Septen
unterteilt die Zellen somit in apikale, subapikale und Hyphenkompartimente, wobei nur apikale
und subapikale Kompartimente zum Wachstum beitragen (Weuster-Botz & Takors 2018). Mit
fortschreitender Ausdehnung werden weitere Septen gebildet und die apikalen Kompartimente
wandeln sich in subapikale Kompartimente um (Mclintyre et al. 2001). Aufgrund von verschie-
denen Polaritatsachsen der Hypen, kommt es zur Bildung von Seitenasten, die aus der An-
sammlung von nicht durch die Septum-Querwande gelangenden Transportvesikeln resultie-
ren. Aulerdem bilden sie sekundare Keimschlauche, sobald sie durch ein Septum von der
priméren Hyphe getrennt werden (Lin et al. 2014). Verzweigung und Spitzenausdehnung er-
moglichen das exponentielle Wachstum von filamentdsen Pilzen und bestimmen so die ge-

samte spezifische Wachstumsrate (Pazouki & Panda 2000).

Das resultierende stark verzweigte Hyphengeflecht, welches auch als Myzel bezeichnet wird,
wird zusatzlich durch Anastomosen untereinander verbunden und in Substrat-, Oberflachen-
und Luftmyzel unterteilt. Das Substrat- und Oberflachenmyzel wachst invasiv in das Substrat
hinein und dient zur Ernéhrung des Pilzes, wohingegen das Luftmyzel in Kontakt mit Luft
kommt, woraufhin es Konidien zur Verbreitung des Pilzes ausbildet (Fritsche & Lay 2016;
Fuchs 2007; Klck et al. 2009). In Abbildung 4.1.2 ist eine schematische Darstellung des Le-

benszyklus und der Morphogenese des filamentdsen Pilzes A. niger dargestellt.
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Abb. 3.1.2: Schematische Darstellung des Lebenszyklus und der Morphogenese von Aspergillus niger.
Angepasst nach Cox et al. (1998), Fuchs (2007), Kiick (2009) und Meyer et al. (2015).
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Makromorphologie

Wahrend der Submerskultivierung filamentdser Pilze kann das makromorphologische Erschei-
nungsbild stark variieren. In Abhéngigkeit der Kultivierungsbedingungen kénnen dabei frei dis-
perses Myzel, zusammenhangende Anordnungen von Myzelaggregaten (clumps) oder dis-
tinkte sphéarischen Pellets beobachtet werden (Grimm et al. 2005a; Papagianni 2004). Die
wahrend der Kultivierung ausgepragte Makromorphologie des Pilzes hat starken Einfluss auf
seine Produktivitat und auf die verfahrenstechnischen Anforderungen des Produktionsprozes-

SEes.

Wahrend der Kultivierung mit frei dispersem Myzel als Hauptmorphologieform bildet sich ein
weitverzweigtes Netzwerk von Hypen aus, das zu einer deutlichen Erhéhung der Viskositat
des Kulturmediums beitragt. Dadurch kommt es zur Ausbildung eines nicht-Newtonschen Rhe-
ologieverhalten der Mediensuspension (Metz & Kossen 1977; Papagianni 2004). Um die da-
bei im Ruhrkesselreaktor entstehenden Transportlimitierungen zu umgehen, ist ein hoher
Energieeintrag erforderlich, der fur eine angemessene Durchmischung und Beliftung sorgt
und die Ausbildung von Temperatur- und Nahrstoffkonzentrationsgradienten unterbindet (Pa-
pagianni 2004). Das pelletartige Wachstum hat dagegen nur einen geringfugigen Einfluss auf
die Medienrheologie, weshalb zur Durchmischung und Begasung des Rihrkesselreaktors
niedrigere Leistungseintrage nétig sind. Wahrend die Abtrennung der Biomasse durch pellet-
artiges Wachstum vereinfacht wird, besteht ein groRer Nachteil dieser Morphologie in der Be-
grenzung des Stofftransport aus dem Kultivierungsmedium in den inneren Beriech der Pellets
(El-Enshasy et al. 2006; Papagianni 2004).

Bei der Ausbildung von Pellets spielt die Interaktion der Sporen untereinander aufgrund ihrer
physikochemischen Oberflachenbeschaffenheit (Oberflachenladung, Hydrophobizitat) eine
grol3e Rolle. Es gibt sowohl koagulierende als auch nicht koagulierende Sporen filamentdser
Mikroorganismen. Bei nicht-koagulierenden Sporen kommt es nicht zur Aggregation mehrerer
Sporen sodass ein Pellet aus einer einzelnen Spore gebildet werden kann. Die entstehende
Pelletkonzentration steht dabei in enger Beziehung mit der Anzahl an Sporen. A. niger Sporen
hingegen gehdren zu den koagulierenden Sporenbildnern, bei denen die Aggregation der
Sporen schon vor der Auskeimung und dem weiteren Wachstum stattfindet, sodass die Pel-
letkonzentration deutlich geringer ist als die Sporenkonzentration (Dynesen & Nielsen 2003;
Metz & Kossen 1977). Grimm et al. (2004) konnten zeigen, dass der Pelletbildung von A. niger
zwei eindeutig unterschiedliche Schritte zugrunde liegen, die malRgeblich vom pH und den
fluiddynamischen Bedingungen im Ruhrkesselreaktor beeinflusst werden. Unmittelbar nach
Inokulation der Sporen kommt es in einem priméren Schritt zur Bildung von Sporenaggregaten
bis zur Einstellung eines Zerfall-Aggregations-Gleichgewichts. Die nach Keimung der Sporen

entstehende Hyphenoberflache, an die Sporen anhaften kénnen, 16st einen sekundéren
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Aggregationsschritt aus, der zur drastischen Verringerung der Partikelkonzentration fuihrt, wes-
halb der zweite Aggregationsschritt die gréRere Rolle in der Pelletbildung von A. niger spielt.
Nach Entstehung eines Pellets wachst es mit einer konstanten Wachstumsgeschwindigkeit bis
zu einem kritischen Radius, ab dem es zu Stofftransportproblemen ins Innere des Pellets
kommt, sodass die Zellen dort aufgrund von Sauerstoff- und Nahrstofflimitierung absterben
(Wucherpfennig et al. 2010).

Alle vorkommenden Phéanotypen haben prozesstechnisch sowohl Vor- als auch Nachteile. Die
benotigte Morphologie ist deshalb immer abhangig vom gewlinschten Produkt. Wahrend eine
pelletartige Morphologe beispielsweise zu einer héheren Ausbeute von Zitronensaure und Glu-
coamylase fuhrt, ist filamentdses Wachstum vorteilhaft fur die Produktion von pektinolytischen
Enzymen oder Fumarséure (Pazouki & Panda 2000). Durch den starken Einfluss der pilzlichen
Morphologie auf die Produktivitdt wurden viele Studien angeregt, diese sowohl durch verfah-
renstechnische und als auch molekularbiologische Vorgehensweisen zu beeinflussen und so-
gar kontrollieren zu kdnnen. Verfahrenstechnisch wurde dabei unter anderem der Einfluss der
Inokulationsdichte, des mechanischen Leistungseintrags, der Sauerstoffanreicherung der Be-
gasungsluft, des pH, der Kohlenstoffquelle, der Verfuigbarkeit von Mangan, der Addition von
inerten Mikropartikeln und der Osmolaritat untersucht (Grimm et al. 2005a; Kelly et al. 2004;
Papagianni et al. 1998; Papagianni 2004; Wucherpfennig et al. 2010). Zusatzlich wurden ge-
netische Verénderungen untersucht, bei denen die Morphologie durch Erh6hung des Verzwei-
gungsgrads der Hypen beeinflusst wurde, wodurch die sekretorisch aktive Oberflache erhdht
werden konnte (Cairns et al. 2018). Von den untersuchten Variablen werden die Inokulations-
dichte, der pH und der volumetrische Leistungseintrag durch Rihren und Beliften allgemein
als die wichtigsten Einflussgréf3en auf Morphologie und Produktivitéat in der Submerskultivie-

rung filamentoser Pilze betrachtet (Wucherpfennig et al. 2010).

Viele Studien konnten zeigen, dass die Sporenkonzentration des Inokulums zu Beginn der
Kultivierung einen grof3en Einfluss auf die Morphologie und damit auch auf die Produktivitat
der Pilzzellen hat (Bizukojc & Ledakowicz 2010; Grimm et al. 2004; Papagianni 2004). Es
wurde der Einfluss der Sporenkonzentration auf die Aggregationsgeschwindigkeit, die entste-
hende Morphologie und die spatere Produktivitat untersucht. Durch Erhdhung der Sporenkon-
zentration steigt die Aggregationsgeschwindigkeit, sodass dadurch die Partikel Wachstums-
rate erniedrigt wird, was das Auskeimen der Sporen und das Hyphenwachstum deutlich ver-
langsamen kann (Grimm et al. 2004). Die Morphologie konnte dahingehend beeinflusst wer-
den, dass mit steigender Sporenkonzentration der Pelletdurchmesser abnimmt. Ab einer Spo-
renkonzentration von 10° Sporen Lt konnte dann wiederrum disperses Myzel beobachtet wer-
den (Xu et al. 2000).
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Eine weitere wichtige Prozessvariable ist der pH (Grimm et al. 2005b; Vats et al. 2004). Dabei
hat der pH einen starken Effekt auf die beiden Schritte der Sporenaggregation und damit auch
auf die sich ausbildende Morphologie. Bei saurem pH entsteht disperses Myzel wohingegen
bei htherem pH eher Pellets gebildet werden, da sich durch Anderung der Oberflachenladung
der Sporen das Aggregationsverhalten &ndert (Grimm et al. 2005b). Bekannt ist auch, dass
durch gezielten Einsatz des pH das Wachstum hin zu dispersem Myzelium gesteuert werden
kann (Driouch et al. 2010).

Der Einfluss eines variierenden mechanischen Leistungseintrags wurde ebenfalls detailliert
analysiert (Papagianni 2004; Wucherpfennig et al. 2010). Beispielsweise konnte bei der Un-
tersuchung der Glucoseoxidaseproduktion festgestellt werden, dass es bei niedrigem Leis-
tungseintrag zur Ausbildung von Pellets kommt und bei hohem Leistungseintrag fast aus-
schlieBlich myzelartiges Wachstum beobachtet werden kann (EI-Enshasy et al. 2006). Ahnli-
che Beobachtungen konnten auch bei der Untersuchung der Citronenséureproduktion mit
A. niger gemacht werden. Zudem wurde beschrieben, dass es wiederum bei sehr hohen Leis-
tungseintragen auch zur Ausbildung von Pellets kommt. Diese sind jedoch kompakter im Ge-
gensatz zu den bei niedrigem Leistungseintrag beobachteten und eher als ,fluffig“ beschrie-
benen Pellets (Papagianni et al. 1998; Papagianni 2004). Die morphologische Anpassung an
den Leistungseintrag resultiert aus der auf die Pilzzellen ausgelbten Scherung des Rihr-
werks. Bis zu einem bestimmten Leistungseintrag kommt es zur oben beschriebenen Pellet-
bildung basierend auf der Sporenaggregation. Wird dieser Leistungseintrag Giberschritten wird
das morphologische Erscheinungsbild durch die Fragmentierung der Hyphen bestimmt, so-
dass sich ein filamentdses Netzwerk ausbilden kann. Sobald dann ein zu hoher Leistungsein-
trag gewahlt wird, bilden sich kompakte runde Pellets, da die Hyphen durch stéandige Scherung
eher in das Innere des Pellets hineinwachsen und somit die geometrisch stabilste Form einer
Kugel annehmen. Weitere Studien mit A. niger untersuchten den Einfluss der Medienzusam-
mensetzung, bei denen festgestellt werden konnte, das unterschiedliche Medienzusammen-
setzungen die Morphologie und damit auch die Produktivitat des Pilzes beeinflussen (El-
Enshasy et al. 1999; Rubio & Navarro 2006).
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3.1.3 Regulation der Genexpression pektinolytischer Enzyme

Filamentose Pilze eignen sich aufgrund ihrer hohen sekretorischen Kapazitat besonders gut
zur Herstellung von Proteinen, Enzymen, organischen Sauren und anderen Metaboliten. Die
zur Sekretion bestimmten Enzyme beginnen ihre Reise im Endoplasmatischen Retikulum. Dort
werden sie final gefaltet und unter anderem durch Glykosylierung, Phosphorylierung und Disul-
fidbrickenbindung modifiziert. AnschlieRend gelangen sie Uber Transportvesikel zum Golgi-
Apparat, in dem sie weiter modifiziert und schlussendlich an die Hyphenspitzen transportiert
werden. In der apikalen Region der Hyphenspitzen werden die Enzyme hauptsachlich, aber
nicht ausschliel3lich, ins extrazellulare Medium sekretiert (Conesa et al. 2001; Lin et al. 2014;
Meyer et al. 2015).

Bevor es jedoch zur oben beschriebenen Sekretion der Enzyme kommt, muss zuallererst die
Expression des zu sekretierenden Enzyms auf genetischer Ebene ausgeldst werden. Im Falle
des Abbaus von pektinreicher Biomasse gibt es einen genau abgestimmten Regulationsme-
chanismus der Genexpression, um diese Kohlenstoffquelle ideal verwerten zu kénnen. Fir

diese Kontrolle stehen dem Pilz eine Reihe an Transkriptionsfaktoren zur Verfligung.

In Anwesenheit einer préaferierten Kohlenstoffquelle (beispielsweise Glucose) verhindert die
Kohlenstoffkatabolitrepression Uber den CreA-Repressor die Expression von Genen, die an
der Verwertung weniger praferierter Kohlenstoffquellen beteiligt sind (Makela et al. 2018). Die-
ser CreA-Repressor wird nicht nur durch Glucose, sondern auch durch andere Zucker wie
Xylose, Mannose und D-Galacturonséaure aktiviert (Kowalczyk et al. 2014), sodass der Abbau
der Polysaccharide Pektin, Cellulose, Xylan und Arabinan in ihrer Anwesenheit weitestgehend
unterbunden wird. Kommt es nun zur Aufhebung der Kohlenstoffkatabolitrepression kann die

Produktion lytischer Enzyme starten.

Waéhrend des Wachstums von A. niger auf pektinreicher Biomasse wird vor allem eine erhdhte
Konzentration der Transkriptionsfaktoren (TF) GaaR (D-Galacturonsaurefreisetzung),
RhaR (Rhamnosefreisetzung) und AraR (Arabinosefreisetzung) beobachtet
(Kowalczyk et al. 2014). Die Bindung des Transkriptionsfaktor GaaR ist fur die Expression der
Gene und die damit verbundene Verwertung der pektinreichen Biomasse essenziell
(Alazi et al. 2018; Niu et al. 2017). Ein weiterer Regulationsmechanismus der Gene des
D-Galacturonsaure-Regulons ist die negativ Kontrolle des Repressors GaaX. Dieser inhibiert
die Aktivitat des transkriptionellen Aktivators GaaR in Abwesenheit eines Induktors
(Niu et al. 2017).
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3.2 Bioprozesstechnik

3.2.1 Kultivierung und Wachstumskinetik im Ruhrkesselreaktor

Obgleich sich dieses Kapitel hauptsachlich mit der Kultivierung filamentdser Pilze im Rihrkes-
selreaktor beschaftigt, soll kurz auf eine weitere Form der Kultivierung dieser Mikroorganismen
eingegangen werden. Dabei handelt es sich um die Kultivierung der Pilze auf einer feuchten,
nahrstoffliefernden Feststoffphase, welche von einer kontinuierlich erneuerten Gasphase um-
geben ist (engl. solid-state cultivation). Die Kultivierung, die haufig im Oberflachen- oder Fest-
bettverfahren durchgefiihrt wird, bietet neben der hohen Ahnlichkeit zum natiirlichen Habitat
des Pilzes hohe Produktivitdt und Produktkonzentration im Labormaf3stab. Vorteile dieses Ver-
fahrens sind unter anderem ein verringertes Kontaminationsrisiko (niedrige Wasseraktivitat,
saures Milieu), eine verringerte Katabolitrepression aufgrund des extrazellularen Abbaus von
Polysacchariden und die Verwendbarkeit wasserunldslicher Substrate. Der jedoch entschei-
dende Nachteil ist die Ausbildung von Gradienten wéahrend der Kultivierung. So entstehen
Temperatur-, pH-, Substrat-, Feuchtigkeit- und Sauerstoffgradienten, die die Kontrolle des Pro-
zesses erschweren. Hinzu kommt das anspruchsvolle Prozessmonitoring. Diese Nachteile fal-
len vor allem bei der Maf3stabsvergrof3erung starker ins Gewicht, was eine 6konomische Pro-
duktion im GrofBmal3stab mittels Feststoffkultivierung erschwert (Berenjian 2019;
Meyer & Schmidhalter 2014).

Das alternative und in der Industrie etablierte Verfahren ist die Submerskultivierung, bei der
wasserbasierte Nahrmedien zur Kultivierung von Mikroorganismen in Suspension verwendet
werden. Bei der industriellen Kultivierung von Pilzen zur Herstellung von Bioprodukten werden
vornehmlich zwei Rihrkesselreaktorarten angewandt. Diese werden anhand des Leistungs-
eintrags in Ruhrkesselreaktoren mit mechanisch bewegten Einbauten (Ruhrkesselreaktor) und
Ruhrkesselreaktoren mit Leistungseintrag durch Gasexpansion (Blasensaulenreaktoren) ein-
geteilt. Generell haben alle Rihrkesselreaktoren, so auch der in dieser Arbeit verwendete
Ruhrkesselreaktor, grundlegende Aufgaben wie das Homogenisieren des Kulturmediums, das
Suspendieren von unléslichen Bestandteilen, das Dispergieren von Sauerstoff im Kulturme-
dium bei aeroben Prozessen und letztlich auch die Funktion einer Sterilbarriere zur Aufrecht-
erhaltung der Monokultur (Chmiel & Weuster-Botz 2018; Meyer & Schmidhalter 2014).
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Wahrend der aeroben Kultivierung von filamentdsen Pilzen bendtigen die heterotroph wach-
senden Mikroorganismen neben Sauerstoff weitere im Medium vorhandene Nahrstoffe (Koh-
lenstoff- und Stickstoffquelle, Mineralsalze, Vitamine und Spurenelemente). Unter der An-
nahme, dass durch den Reaktor eine ideal homogene Mischung des Mediums vorliegt und
somit ideale Wachstumsbedingungen, kann im Satzverfahren eine Zunahme der Zellmasse
als Funktion der Prozesszeit beobachtet werden. Wahrend der Kultivierung werden dann be-
stimmte Wachstumsphasen durchlaufen, die in Abb. 3.2.1 dargestellt sind. In der ersten
Phase, der sogenannten Verzoégerungsphase (engl. lag-phase) (1), passt sich der Metabolis-
mus der Zellen an die vorliegenden Reaktionsbedingungen an. Wahrenddessen ist kein
Wachstum zu beobachten und die Biomassekonzentration bleibt konstant. Nach der Adapta-
tion an die Kultivierungsbedingungen beginnen die Zellen zu wachsen (2: erste Ubergangs-
phase) bis sie in der exponentiellen Phase (3) ihre maximale Wachstumsrate erreichen. Durch
die Anhaufung inhibierender Stoffwechselprodukte, Veranderung der Reaktionsbedingungen
oder Verbrauch des limitierenden Substrats nimmt die Wachstumsgeschwindigkeit wieder ab
(4: zweite Ubergangsphase) bis eine stationare Phase (5) erreicht ist, in der die Biomassebil-
dung und Abnahme im Gleichgewicht stehen. Nach einer gewissen Zeit iberwiegt die Sterbe-
rate und folglich nimmt die Biomassekonzentration ab (6: Absterbephase) (Weuster-
Botz & Takors 2018).
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Abb. 3.2.1: Wachstumskurve unter idealen Bedingungen im Ruhrkesselreaktor aus Weuster-
Botz & Takors 2018. 1: Verzogerungsphase; 2: erste Ubergangsphase; 3: exponentielle Wachstums-
phase; 4: zweite Ubergangsphase; 5: stationare Phase; 6: Absterbephase.

Bei filamentds wachsenden Pilzen teilen sich die Zellen nicht durch Zellteilung, sondern bilden
dreidimensionale Hyphennetzwerke aus. Je nach Reaktionsbedingung kann zwischen einem
dispers, myzelartigen Wachstum und der Ausbildung dichter Pellets oder deren Mischformen
unterschieden werden. Fur das Wachstum sind nur die freien Enden der Hyphen, also die

apikalen, und subapikalen Kompartimente verantwortlich. Da die Anzahl dieser zum
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Wachstum beitragenden Kompartimente durch Septierung und Ausbildung weiterer Verzwei-
gungen variabel sein kann, stellt sie eine charakteristische morphologische Gréf3e dar. Auf-
grund dieser morphologischen Einfliisse muss ein strukturiertes Wachstumsmodell unter Be-
ricksichtigung der unterschiedlichen Einflisse der Kompartimentierung angewendet werden
(Nielsen 1993; Weuster-Botz & Takors 2018). Da nur die apikalen und subapikalen Bereiche
in unterschiedlichem MalRe zum Wachstum beitragen, missen diese mit inren Wachstumsra-
ten und Massenanteilen berlicksichtigt werden. Zusatzlich kénnen hierbei neben einer einfa-
chen Sattigungskinetik auch der Erhaltungsstoffwechsel, die Mehrsubstratkinetik und Inhibie-
rungen eingebaut werden. Bei filamentdsen Mikroorganismen wird die Beschreibung der
Wachstumskinetik und damit auch der Substrataufnahme- und Produktbildungskinetik selbst
bei starker Vereinfachung schnell kompliziert. Kommen dann noch die Faktoren Sporulation,
hydrodynamische Effekte auf die dreidimensionale Struktur (Fragmentierung) oder Stofftrans-
portlimitierungen im Myzelpellet hinzu, wird die Beschreibung noch aufwendiger. Die hier vor-
gestellte Beschreibung des Wachstums filamentéser Organismen und der dazugehdrige de-
taillierte mathematische Ansatz ist in Weuster-Botz & Takors 2018 weiterfiihrend beschrieben.

3.2.2 Betriebsweisen von Rihrkesselreaktoren

Zur Bilanzierung eines idealen Reaktors wird von einer einphasigen, homogenen Durchmi-
schung innerhalb der Bilanzierungsgrenzen ausgegangen. Dabei wird angenommen, dass
keine Gradienten in den Konzentrationen der Reaktionskomponenten und physikalischen Ei-
genschaften der Reaktionsmischung ausgebildet werden. Aus dieser Annahme folgert eine
Ortsunabhangigkeit der Reaktionsgeschwindigkeiten innerhalb des Reaktors. Trotz der star-
ken Vereinfachung ist diese Annahme fir eine ausreichend genaue Beschreibung eines Kul-
tivierungsprozess im Labormaf3stab, aufgrund der meist guten Durchmischung, geeignet. Mit

diesen Annahmen kann fiir den Ruhrkesselreaktor folgenden Massenbilanz aufgestellt wer-

den:
om d(c, "VR) .
ata - aat = Fein ! Ca, ein ~ Faus ’ Ca,aus +ry: VR GIelChung 3.1
Mit: m. Masse der Komponente a, g

ot Zeitintervall, h

Ca Konzentration der Komponente a, g L
Vr Reaktionsvolumen, L

F Volumenstrom, L ht

ra  Reaktionsgeschwindigkeit der Komponente a, g L ht
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Fur Ruhrkesselreaktoren gibt es drei unterschiedliche Betriebsweisen: das Satzverfahren (ge-
schlossene Bilanzgrenze), Zulaufverfahren (teiloffene Bilanzgrenze) und kontinuierliches Ver-
fahren (offene Bilanzgrenze). Im Satzverfahren, das in dieser Arbeit ausschlief3lich angewen-
det wurde, liegen alle fUr die biologische Stoffumwandlung notwendigen Inhaltsstoffe vor Re-
aktionsbeginn im Rihrkesselreaktor vor. Unter Vernachlassigung des entnommenen Volu-
mens bei Probennahme und der Volumenzunahme bei Regulation des pH durch das benétigte
Titrationsmittel, wird das Volumen als konstant betrachtet. Bei aeroben Prozessen wird ledig-
lich sterile Luft Gber die Bilanzgrenze hinweg eingetragen, sodass sich die Massenbilanz (Glei-
chung 4.1) folgendermal3en vereinfacht:

dc,

2 = s Gleichung 3.2

Beim Zulaufverfahren werden Medienbestandteile, wie beispielsweise die Kohlenstoffquelle
oder Vitaminldsungen als Funktion der Zeit steril zudosiert, bis das maximale Reaktionsvolu-
men erreicht ist. Damit kdnnen ein unerwinschter Substratiberschuss oder eine Nebenpro-
duktbildung bei zu hoher Substratkonzentration unterbunden werden und die Zellaktivitat ge-
Zielt Uber die Substratverfligbarkeit gesteuert werden.

Wahrend einer kontinuierlichen Prozessfiihrung gibt es neben dem Zulaufvolumenstrom auch
einen Ablaufvolumenstrom. Dies ermdglicht es, Prozesse in ihrer Hochproduktivphase zu hal-
ten, da keine Begrenzung durch das Reaktorvolumen besteht. Dabei werden Zu- und Ablauf-
volumenstrom identisch gewahlt. Dadurch stellt sich nach einer gewissen Prozesszeit ein
FlieRgleichgewicht ein, bei dem keine zeitliche Anderung der ZustandsgroRen mehr auftritt.
Das kontinuierliche Verfahren kann sowohl mit als auch ohne Zellrtickhaltung durchgefiihrt

werden.
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3.2.3 Massentransport (Sauerstofftransport) im Ruhrkesselreaktor

Fur aerobe Bioprozesse ist eine adaquate Versorgung mit Sauerstoff von essenzieller Bedeu-
tung, um optimale Wachstumsbedingungen und eine hohe Produktivitat gewahrleisten zu kén-
nen. Aus diesem Grund werden Rihrkesselreaktoren in der Regel kontinuierlich mit Druckluft
begast. Aufgrund der niedrigen Wasserl6slichkeit von Sauerstoff muss durch Zerkleinerung
der Gasblasen eine mdglichst groRe Ubergangsflache generiert werden. In Rilhrkesselreakto-
ren bedient man sich spezieller Begasungsorgane, die in Verbindung mit der in lokaler Nahe
eingetragenen Rihrenergie des Rihrorgans zur Dispergierung der eingetragenen Luft beitra-
gen.

Fur den Stofftransfer gibt es drei anerkannte Modellvorstellungen: Die Zweifiimtheorie, das
Penetrationsmodell und die Theorie der Oberflichenerneuerung. Das Zweifiimmodell findet
wegen seiner einfachen Berechenbarkeit und der anschaulichen Natur am haufigsten Anwen-
dung in der Beschreibung des Sauerstofftransports. Deshalb soll auch hier das Zweifiimmaodell
von Lewis und Whitman herangezogen werden (Abb. 3.2.2) (Whitman 1923; Whit-
man & Lewis 1924). Die Annahme der Zweifilmtheorie ist eine laminare Grenzschicht auf bei-
den Seiten der Phasengrenzflache von Gas und Flissigkeit. In dieser Grenzflache basiert der
Stofftransport auf Diffusion. An der Phasengrenze befindet sich die tibergehende Komponente
im Gleichgewicht mit der jeweiligen Phase. Im Phasenkern selbst ist die Konzentration durch
standige Durchmischung konstant. Der Zusammenhang der Konzentration in der Fliissigphase
mit dem Gelichgewichtspartialdruck in der Gasphase kann durch das Henry-Gesetz beschrie-
ben werden (Chmiel & Walitza 2018).

Gasphase | Phasengrenzschicht Flissigphase
I
Vollsténdig gemischt | Phasengrenzﬂéche Vollstandig gemischt
rF 3
c |
_ _p_02 [ Realer Verlauf
""""""" M - == |dealisierter Verlauf
PO,

Abb. 3.2.2: Schematische Darstellung der Konzentrationsprofile des Zweifilmmodells in der Gas- und
der Flussigphase (nach Kraume 2012).
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Basierend auf der zuvor dargestellten Theorie kann die Sauerstoffeintragsrate (oxygen trans-
fer rate, OTR in mol L't h't) wie folgt beschrieben werden (Takors & Weuster-Botz 2018):

ho A * * .
OTR = V_F: = k|_ . V_R . (COZ, L- COZ,L) = k|_a . (COZ,L - CO2,L) GIGlChUﬂg 3.3
Mit OTR Sauerstoffeintragsrate, mol L ht

no, Sofftransferrate, mol h1

A Phasengrenzflache, m?
kia Volumetrischer Stofftransportkoeffizient, h

0*02 L Sauerstoffkonz.in der Flussigphase (Gleichgewicht), mol L1

CozL Sauerstoffkonz. in der Flussigphase (Kernstrémung), mol L™

Die Messung der Abgaszusammensetzung in Bezug auf ihren prozentualen Sauerstoff und
Kohlenstoffdioxidanteil ermdéglicht es, die Sauerstoffaufnahmerate (oxygen uptake rate, OUR
in mol L't ht)und die Kohlenstoffdioxidbildungsrate (carbon dioxide evolution rate, CER in
mol L h') der kultivierten Mikroorganismen zu bestimmen. Dabei kann unter Annahme eines

gleichen Zu- und Abluftstroms folgende Bilanzierung durchgefihrt werden:

Fg.ein - Yo,ein ~ FGaus - Yo,.aus

OUR = v

Gleichung 3.4

Mit OUR Sauerstoffaufnahmerate, mol L ht
FGein Zuluftvolumenstrom, L h*
Fcaus Abluftvolumenstrom, L h*
Vr Reaktionsvolumen, L
Vm Molares Volumen 22,414 L mol? unter Normbedinungen

Yo,.ein Stoffmengenanteil O in der Zuluft

Yo,aus Stoffmengenanteil O in der Abluft
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Die Bilanzierung der inerten Gasanteile unter Berlcksichtigung des Eingangsvolumenstrom

erlauben die Beschreibung des Ausgangsvolumenstroms:

FG,ein ’ yinert’ein = FG,aus : yinert’aus GlGIChUﬂg 35
1= Yinert * Yo, *Yeo, Gleichung 3.6
Feein "0 =Fgaus Gleichung 3.7

Aus den Gleichungen 3.5 bis 3.7 ergibt sich fir den Inertgasfaktor 6 folgernder Zusammen-

hang:

1
1

0 = - yOz,ein o yCOz,ein

: Gleichung 3.8

- yOg,aus - yCOg,aus

Unter Bertcksichtigung aller Zusammenhéange, lasst sich die Sauerstoffaufnahmerate wie folgt
berechnen:

FG,ein - (yog,ein -8 yoz,aus)

OUR = Rava

Gleichung 3.9

Analog dazu gilt fir die Kohlenstoffdioxidbildungsrate:

Feein (0 Yco,.aus = Ycoy.ein)

CER = VAR

Gleichung 3.10

In der Regel wird das Wachstum von Zellen Uber direkte Methoden wie die Bestimmung der
Biotrockenmasse, Messung der optischen Dichte oder Zellzdhlung bestimmt. Aufgrund der
Morphologie filamentdser Pilze und der Kultivierung mit suspendierten Zuckerriibenpress-
schnitzeln wurde die Abschatzung des Zellwachstums anhand der OUR und CER als indirekte

Bestimmungsmethode gewéhlt.
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3.2.4 Rheologie

Aufgrund des filamentdsen Wachstums von A. niger sowie der Eigenschaften des Substrats
Zuckerribenpressschnitzel besitzt das Kultivierungsmedium komplexe rheologischen Eigen-
schaften. Die Interaktion zwischen dem filamentdsen Myzel und Substrat resultiert in einem
nicht-Newtonschen FlieBverhalten, was zu einer variablen, auf der Scherrate basierenden Vis-
kositat fuhrt (Meyer & Schmidhalter 2014). Hinzu kommt ein scherverdiinnendes Verhalten
des Kultivierungsmediums. Da die Scherrate abh&ngig von der eingetragenen Leistung durch
das Ruhrwerk ist, nimmt sie mit steigender Entfernung von den Rihrern ab. Dies fuhrt zu einer
erhohten Viskositat in den Randbereichen des Ruhrkesselreaktors und beeinflusst damit den
Massentransfer und die Duschmischung, sodass ungewiinschte Konzentrationsgradienten
entstehen (Posch et al. 2013). Diese Entwicklung der Viskositat ist sehr schwer vorherzusa-
gen, was wiederum dazu fiihrt, dass eine Vorhersage des Massentransfers von Sauerstoff

erschwert wird.

Mit zunehmender Viskositat verringert sich der Gas-Flussig-Stofftransport, da sich sowohl die
spezifische Phasengrenzflache a als auch der Stofflibergangskoeffizient k. verringern. Auf-
grund der hohen Viskositat wahrend der Kultivierung mit myzelartiger Morphologie ist ein er-
héhter Leistungseintrag, beziehungsweise eine erhéhte Begasungsrate notwendig, um diese
unerwinschten Konzentrationsgradienten zu verhindern. Zur Beschreibung und Bewertung
der bendtigten Leistung und deren Effekte bei der Kultivierung von Pilzen, bei der die sich
ausbildende Morphologie eine wichtige Rolle spielt, hat sich das Kriterium des volumetrischen

Leistungseintrags und der Rihrerspitzengeschwindigkeit in der Praxis bewahrt.

P_M2mn Gleichung 3.11
Ve Vo eichung 3.
Mit P , : : 1
Vo Volumetrischer Leistungseintrag, W L
R

M Drehmoment des Motors, N m
n Rihrerdrehzahl, s*

Vr Reaktionsvolumen, L

Vip=T-d"n Gleichung 3.12
Mit vy,  Ruhrerspitzengeschwindigkeit, m st
d Rdudhrerdurchmesser, m

n Rihrerdrehzahl, s*
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3.3 Pektinreiche Agrarreststoffe

3.3.1 Zuckerherstellung aus der Zuckerribe

Die Zuckerriibe (Beta vulgaris) wird neben dem Zuckerrohr aufgrund ihres hohen Zuckerge-
halts zur wirtschaftlichen Produktion von Saccharose verwendet. Der ubiquitdre Einsatz der
Saccharose in der Nahrungsmittelindustrie ist der Grund fir den steigenden Saccharosebedarf
(Verfunffachung in den letzten 60 Jahren) und das hohe Umsatzvolumen des Zuckermarktes.
Weltweit wurden im Produktionsjahr 2019/2020 180 Mio. Tonnen Zucker produziert, wovon
circa 24,2 % auf die Prozessierung von Zuckerriiben zurlick geht. In der Européischen Union
sind Deutschland, Frankreich und Polen die Hauptproduzenten von Saccharose aus Zucker-
riben. In Deutschland wurden in besagtem Jahr 27 Mio. Tonnen Zuckerriben zu 4 Mio. Ton-
nen Saccharose prozessiert. Dabei fielen nach Trocknung von 2,9 Mio. Tonnen Zuckerriben-
schnitzel etwa 1,7 Mio. Tonnen Zuckerriibenpressschnitzel als Restostoff an (WVZ e.V. & VdZ
e.V. 2021).

Die Zuckerriibe besteht aus rund 75 % Wasser, 18 % Saccharose und circa 5 % Biomasse
(Berlowska et al. 2018a). Wahrend ihrer Wachstumsperiode von Frihjahr bis Ende September
entsteht der Wurzelkorper, in dem der Zucker gespeichert wird. Abhéngig von verschiedenen
Wachstumsbedingungen, bewegt sich der Zuckergehalt der Zuckerriibe zwischen 14-20 %
und liegt damit etwas hoher als der Zuckergehalt des direkten Konkurrenten Zuckerohr mit
11-16 %.

Zur Gewinnung des Zuckers sind prinzipiell funf Schritte notwendig (Sudzucker AG). Der erste
Schritt ist die Ernte der Zuckerriiben und ihr Transport in die Zuckerfabrik, wo sie zunachst
gesaubert werden. Der zweite Schritt ist die sogenannte Saftgewinnung. Dabei werden die
Zuckerriiben in Schnitzel zerkleinert und bei ca. 70 °C thermisch vorbehandelt, um die Perme-
abilitat der Zellwande zu erhéhen. Anschlielend werden die Schnitzel in Extraktionstiirmen im
Gegenstromverfahren mit heilBem Wasser zur Herstellung des Rohsaftes behandelt. Die zu-
rickbleibenden, extrahierten Zuckerriibenschnitzel werden abgepresst, getrocknet, pelletiert
und als Viehfutter verwertet. Wahrend des dritten Schrittes wird der Rohsaft, welcher circa
15 % Zucker enthalt, mittels Kalkmilch gereinigt. Der dabei entstehende Carbokalk wird abge-
presst und kann spater als Diingekalk verwendet werden. Endprodukt des dritten Schritts ist
der klare, hellgelbe Dinnsaft. Anschlieen wird der Diinnsatft in einer mehrstufigen Verdamp-
fung auf einen Trockensubstanzgehalt von bis zu 75 % eingedickt (Dicksaft). Der in diesem
vierten Schritt entstehende Wasserdampf (Brtiden) wird in anderen Prozessschritten verwen-
det, damit ein hoher Okonomisierungsgrad erreicht werden kann. Der letzte Schritt bei der
Zuckerextraktion ist die Kristallisation. Dabei wird der Dicksaft weiterhin thermisch und unter

starkem Unterdruck konzentriert bis es zur Kristallbildung kommt. Sobald die Zuckerkristalle
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eine bestimmte GroRRe erreicht haben, kénnen sie mittels Zentrifugation vom Sirup getrennt
werden. Der draus gewonnene WeilRzucker wird abschlielen getrocknet und gelagert und
kann durch Umkristallisation in besonders reine Raffinade weiterverarbeitet werden. Der ab-
getrennte Sirup wird noch weiter prozessiert, sodass in der letzten Stufe die sogenannte Me-
lasse anféllt. Diese enthalt den restlichen nicht auskristallisierbaren Zucker und Zuckerrtiben-
bestandteile und wird vorwiegend als kostengunstige Zuckerquelle zur Herstellung von Hefe,

Alkohol und Futtermittel eingesetzt.

3.3.2 Zuckerribenschnitzel in der Bio6konomie

Bei der Prozessierung von Zuckerriiben fallen in Deutschland jéhrlich etwa 1,5 Mio. Tonnen
Zuckerribenpressschnitzel als Agrarreststoff an. Problematisch fir eine gewinnbringende
Weiterverarbeitung ist dabei der hohe Energiebedarf, der zur Trocknung (Lagerstabilitat),
Pelettierung und zum Transport nétig ist. Da dieser Energiebedarf die Gesamtkosten der Zu-
ckerherstellung um circa 30-40 % erhtéhen kann, werden die Zuckerriibenschnitzel in vielen
Fabriken in nur unwesentlichen Mengen weiterverarbeitet (Richard & Hilditch 2009;
Zheng et al. 2012a; Zheng et al. 2012b). Gréf3tenteils werden sie als Futtermittel verwendet,
thermisch verwertet oder lediglich in Deponien endgelagert (Berlowska et al. 2015;
Ptak et al. 2022).

Fur eine biotechnologische Verwertung sind Zuckerriibenschnitzel jedoch von besonderem
Interesse. Sie besitzen aufgrund des hohen Zuckerbedarfs der Nahrungsmittelindustrie eine
hohe saisonale Verfiigbarkeit, werden wahrend der Zuckerherstellung zentral an ihrem Pro-
zessierungsort gesammelt sowie thermisch vorbehandelt und kénnten wéahrend der Erntesai-
son durch direkte Verwendung ohne weitere Trocknung energiesparend eingesetzt werden.
Weiterhin ist ihr hoher Anteil an Polysacchariden (bis zu 80 %) bei niedrigem Ligningehalt
bestens fir eine weitere Verwertung als Hauptkohlenstoffquelle geeignet (Kihnel et al. 2011,
Sun & Hughes 1998b). Die getrockneten Zuckerriibenschnitzel bestehen aus verschiedenen
Kohlenhydraten, Proteinen und Ballaststoffen. Darunter hauptsachlich, bezogen auf ihre Tro-
ckenmasse, aus Saccharose (10 %), Cellulose (22-24 %), Hemicellulose (30 %), Pek-
tin (15-25 %), Protein (10,3 %), Lignin (5,9 %), Asche (3,7 %) und Fett (1,4 %) (Berlow-
ska et al. 2018a; Concha Olmos & Zufiiga Hansen 2012; Sun & Hughes 1998b).

Die oben genannten Eigenschaften des Agrarreststoffs haben maRgeblich dazu beigetragen,
dass es mittlerweile eine Vielzahl an Anséatzen gibt, um Zuckerribenschnitzel 6konomisch
sinnvoll zu verwerten. Zuckerribenschnitzel finden aufgrund ihrer gesundheitsfordernden Ei-
genschaften als Ballaststoff auch immer mehr Anwendung in der menschlichen Erndhrung
(Ralet et al. 2009). So sind sie bereits als kommerzielles Produkt Fibrex (Finax AB) im Handel

erhaltlich. Aufgrund ihrer Textur, Geschmack und der hohen Wasserbindekapazitat ist ihre
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Anwendung in der Lebensmittelherstellung meist auf die Verwendung als Verdickungsmittel
oder Fullstoff limitiert (Finkenstadt 2014).

Auch die in Zuckerribenschnitzeln enthaltenen Polysaccharide Cellulose und Pektin finden
nach ihrer Isolation weitere Verwendung. Die aus Cellulose hergestellten Nanofasern bieten
nach weiterer Behandlung eine Alternative zur Verstarkung von Verbundwerkstoffen aufgrund
ihrer vorteilhaften mechanischen Eigenschaften und des geringen Gewichts. Zudem bieten
ihre Nachhaltigkeit und hohe Verfligbarkeit weitere Vorteile (Leitner et al. 2007; Li et al. 2014).
Pektin ist in diversen Nahrungsmitteln hauptsachlich als Gelier- und Bindemittel enthalten. Die
gelierenden Eigenschaften werden dabei mal3geblich durch den Veresterungsgrad des Biopo-
lymers bestimmt. Pektine aus Zitrusfriichten und Apfeln eigenen sich hervorragend fur diese
Aufgabe, wohingegen das Pektin aus der Zuckerriibe aufgrund seiner physikochemischen Ei-
genschaften weniger geeignet ist. Im Vergleich zu Pektin aus Friichten hat Zuckerriibenpektin
einen niedrigeren D-Galacturonsauregehalt, ein niedrigeres Molekulargewicht, einen niedrige-
ren Methylierungsgrad und einen héheren Acetylierungsgrad, weshalb es eher fiir eine emul-
gative Wirkung bekannt ist (Berlowska et al. 2018a; Finkenstadt 2014). Es gibt jedoch auch
Ansatze bei denen durch Modifikation des Veresterungsgrads die gelierenden Eigenschaften

verbessert werden konnten (Turquois et al. 1999).

Ein weiteres Erzeugnis der Zuckerriibenschnitzelhydrolyse sind Pektin-Oligosaccharide, wel-
che potenziell prabiotische Eigenschaften aufweisen. Dabei haben in-vitro-Studien aufgezeigt,
dass sie im menschlichen Darm unverdaulich sind und eine Veranderung in der Aktivitat und
Zusammensetzung der gastrointestinalen Mikrobiota hervorrufen, indem sie das Wachstum

probiotischer Bakterien stimulieren (Elst et al. 2018; Gullén et al. 2011).

Ein wichtiger Schritt zur vollstandigen Verwertung der Zuckerribenschnitzel ist die Hydrolyse
der Polysaccharide in ihre Monomere zur weiteren Verarbeitung. Dabei kann es aufgrund der
komplexen Struktur zu Problemen bei der Zuckerfreisetzung kommen. Aus diesem Grund wer-
den vor allem thermische und chemische Vorbehandlungen gefolgt von enzymatischer Hydro-
lyse zur vollstandigen Freisetzung der Zuckermonomere angewendet. Dabei sind Hydrolysee-
ffizienzen von bis zu 80 % erreicht worden (Berlowska et al. 2018a; Kracher et al. 2014).
Hauptaugenmerk bei der Vorbehandlung liegt in der verbesserten Zuganglichkeit der Cellulose
bei gleichzeitig schonender Behandlung der labileren mono- und polymeren Bestandteile, um
unerwinschte Abbauprodukte und damit Ausbeuteverluste oder inhibitorische Effekte zu ver-
hindern (Bellido et al. 2015; Kihnel et al. 2011). Die nach der Hydrolyse freigesetzten Mono-
saccharide sind besonders geeignet, um als Plattformchemikalien zur Herstellung von Bio-
kraftstoffen, Produkten der menschlichen Ernahrung, Kunststoffen, Kosmetika und pharma-

zeutisch aktive Substanzen zu fungieren (Finkenstadt 2014).
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Ein Ansatz ist die Verwendung von Zuckerriibenschnitzel als Substrat in der Herstellung von
Bioethanol (Zheng et al. 2012b). Dabei werden Verfahren, die unter dem Begriff ,simultaneous
saccharification and fermentation* (SSF) beschrieben sind, verwendet. Bei diesen liegt das zu
hydrolysierende Substrat zu Prozessbeginn im Medium vor, sodass der eingesetzte Mikroor-
ganismus die freigesetzten Zucker verstoffwechseln oder zu dem gewlinschten Produkt um-
setzen kann (Devos & Colla 2022). Der eingesetzte Mikroorganismus muss jedoch sowohl die
im Hydrolysat enthaltene Hexosen als auch Pentosen verstoffwechseln kénnen. Anwendung
findet diese Verfahrensvariante vornehmlich bei der Herstellung von Bioethanol aus lignocel-
lulosehaltigen Agrarreststoffen (Ask et al. 2012; Olofsson et al. 2008; Sasaki et al. 2014). Es
gibt aber durchaus auch Untersuchungen, bei denen Zuckerriibenschnitzel als Substrat in ei-
nem SSF-Prozess zur Herstellung von Milchsaure verwendet wurden (Ber-
lowska et al. 2018b).

Neben der Herstellung von Bioethanol kbnnen die Zuckermonomere aus Zuckerriibenpress-
schnitzeln auch zur Herstellung von Biogas verwendet werden. Dabei wir die Biomasse anae-
rob zu Methan vergért. Das Verfahren ist bereits grof3technisch in Biogasanlagen etabliert
(Ptak et al. 2022). Vorteilhaft ist die Verwendung von Zuckerriibenschnitzel ohne vorherige
Trocknung und Pelettierung. Da jedoch die Umwandlung in Biogas eine geringe Wertschop-
fung aufweist, ist diese Art der Verwendung von Zuckerrilbenschnitzel aus 6konomischer Sicht

zu hinterfragen.

Anstatt die freigesetzten Monosaccharide als Kohlenstoffquelle fur die Kultivierung von Mikro-
organismen zu verwenden, kann mit der Verwendung der Saccharide fir die Bereitstellung
von Plattformchemikalien als Ausgangspunkt fur die Herstellung diverser héherwertiger Bio-
produkte ein weiterer interessanter Ansatz verfolgt werden. Dafir bieten sich mehrere mono-

mere Komponenten der Zuckerriibenpressschnitzel fir eine Biokonversion an.

D-Galacturonsaure findet als Basischemikalie Anwendung in der Nahrungsmittel-, Arzneimit-
tel- und Kosmetikindustrie (Baciu & Jordening 2004). Sie kann als Startmolekiil fiir die Herstel-
lung kommerziell relevanter Molekiile wie beispielsweise Ascorbinsaure (Vitamin C), L-Galac-
tonsdure, meso-Galactarsdure oder diverser Aldonsduren eingesetzt werden
(Benz et al. 2014b; Kuivanen et al. 2012; Kuivanen et al. 2015; Mojzita et al. 2010). Dies kann
die Kosten der Darstellung dieser Spezialchemikalien durch biotechnologische Verfahren
deutlich senken (Schmitz et al. 2019). Besonders interessant fiir die vorliegende Arbeit ist die
Biokonversion zu L-Galactonsaure. Diese hat ahnliche physikochemische Eigenschaften wie
die D-Gluconséure, die standardméfig in diversen industriellen Anwendungen (Kosmetika,
Nahrungsmittel etc.) verwendet wird (Kuivanen et al. 2012). Dariiber hinaus kann L-Galacton-

saure als Vorstufe in der Ascorbinsauresynthese (Vitamin C) eingesetzt werden.
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L-Arabinose ist eine weitere Komponente der Zuckerribenschnitzel, die eine Vielzahl an An-
wendungen in der Nahrungs- und Arzneimittelindustrie findet. Sie wird in der Herstellung ge-
sunder Nahrungsmittel eingesetzt werden, da sie sich positiv auf den Blutzuckerspiegel aus-
wirkt (Krog-Mikkelsen et al. 2011). Des Weiteren kann sie zum Zuckeralkohol Arabitol redu-
ziert und als Zuckeraustauschstoff in Nahrungsmitteln eingesetzt werden (Ptak et al. 2022).
AuRerdem kann sie zur Darstellung von L-Gluco-Heptulose verwendet werden, die in der Be-
handlung von Hypoglykédmie und Krebs aufgrund ihrer Fahigkeit, den Zuckerstoffwechsel zu

hemmen, eingesetzt wird (Bawn et al. 2018).

Neben den beiden genannten Beispielen befinden sich noch weitere interessante Monomere
in den Zuckerribenschnitzeln, die sich auch als Substrat fir diverse Biokonversionen eignen.
Darunter auch nicht-Saccharide wie Essigsaure und Ferularsaure. AulRerdem kdnnen mittels
der geldsten Monomere Furfurale hergestellt werden, die eine breite Anwendung in der Treib-
stoff-, Plastik-, und Losemittelherstellung finden (Ptak et al. 2022).
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3.3.3 Zellwandpolysaccharide der Zuckerribe

Die pflanzliche Zellwand hat eine dynamische und komplexe Struktur, die primar aus hochmo-
lekularen Polysacchariden, hochgradig glykosylierten Proteinen und Lignin besteht (Somer-
ville et al. 2004). Sie spielt eine Schlusselrolle in der Stabilitéat, im Pflanzenwachstum, der Zell-
differenzierung, der interzellulare Kommunikation, der Wasserregulation und bietet zudem
Schutz vor Pathogenen (Cosgrove 2005). Abb. 3.3.1 zeigt eine schematische Darstellung der
Pflanzenzellwand. Abhangig vom Entwicklungsstadium und der Lokalisation im Pflanzenge-
webe unterschiedet sich die Zusammensetzung der pflanzlichen Zellwand deutlich (Somer-
ville et al. 2004). Die Mittellamelle ist eine gelartige Schicht aus Pektinen, die an der Grenzfla-
che benachbarter Zellen an der Zell-Zell Interaktion, Zellstruktur und Zellteilung beteiligt ist
(Zamil & Geitmann 2017). Die primare Zellwand besteht aus bis zu drei strukturell unabhangi-
gen jedoch interagierenden Netzwerken. Das Hauptgerist aus Cellulose und Glucanen ist in
ein sekundares Netzwerk aus Pektin und Hemicellulose eingebettet. Das dritte unabhangige
Netzwerk wird durch Strukturproteine gebildet (Carpita & McCann 2002). Die priméare Zell-
wand wird in die zwei Gruppen Typ | und Typ Il eingeteilt. Die Typ | Zellwand kommt bei Dik-
otyledonen (Zuckerriibe), Monokotylen und Gymnospermen vor und besteht vor allem aus
Cellulose, Xyloglycanen und Pektin. Der Aufbau der Typ Il Zellwand, die bei grasartigen Pflan-
zen (lat. Poales) vorkommt, weicht stark von der Struktur der Typ | Zellwand ab, da Xyloglycan
und Pektin seltener vorkommen und teilweise durch Glucuronoarabinoxylan ersetzt ist (Car-
pita & McCann 2002).

Pektin

Cellulose

Mittellamelle —{

Primarwand |

Hemicellulose

Plasmalemma —
Losliches Protein

Abb. 3.3.1: Schematische Darstellung der pflanzlichen Zellwand. Adaptiert nach Sticklen (2018) und
Oosterveld (1997).

Die Zellwand der Zuckerriibe besteht, neben Pektin, hauptsachlich aus Cellulose und einem
Spektrum an anderen Polysacchariden, die allgemein als Hemicellulose zusammengefasst

werden. Diese Zellwandpolysaccharide konnen bedingt durch ihre Vielfalt an verbauten
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Zuckern und deren glycosidischen Bindungen strukturell komplex aufgebaut sein. Fir die Bil-
dung dieser komplexen Polysacharide sind sogenannte Glycosyltransferasen verantwortlich,
die die Ubertragung verschiedener Kohlenhydratdonatoren unter Ausbildung einer glycosidi-
schen Bindung katalysieren. In den meisten Fallen werden Kohlenhydrate durch Anknipfung
von Uridindiphosphat aktiviert und fungieren anschlie3end als Donorsubstrat. Akzeptorsub-
strate, an die die Kohlenhydrate Ubertragen werden, sind vielfaltig und umfassen vor allem

Kohlenhydrate, Aminosauren, Lipide und Nucleinsauren (Berg et al. 2018).

Cellulose

Die Cellulose ist mit einem Massenanteil von bis zu 50 % Hauptbestandteil der primaren und
sekundéare Zellwand nahezu aller Pflanzen und ist deshalb das am haufigsten vorkommende
Biopolymer der Biosphére. In der Zellwand hat sie aufgrund ihrer hohen Zugfestigkeit eine
stabilisierende Funktion. Jéahrlich werden circa 10*° kg des wasserunléslichen Zuckerpolymers
sowohl synthetisiert als auch abgebaut. Der Massenanteil von Cellulose liegt bei Zuckerriiben-
pressschnitzeln bei circa 30 % (Berg et al. 2018; Berlowska et al. 2018a; Pérez et al. 2002;
Voet et al. 2010; Zicari et al. 2019).

Cellulose ist ein Homopolymer aus D-Glucose. Nach der -1,4-glycosidischen Verkettung
zweier Glucosemolekille entsteht Cellobiose. Bei der weiteren B-1,4-glycosidischen Verket-
tung entsteht ein lineares Polymer, bei dem 500 bis 15.000 Glucoseeinheiten miteinander ver-
knupft sein kénnen. Die Glucosemolekile sind aufgrund der B-1,4-glycosidischen Bindung al-
ternierend um 180 Grad um ihre Hauptachse gedreht. Diese langen Ketten sind parallel ange-
ordnet und untereinander durch intra- und intermolekulare Wasserstoffbriickenbindungen und
van-der-Waals Wechselwirkungen stabilisiert und formen Mikrofibrillen, welche einen Durch-
messer von 2-20 nm und eine Lange von 100-40.000 nm erreichen kdnnen. Durch Gruppie-
rung mehrerer Mikrofibrillen entstehen Makrofibrillen und letztendlich Cellulosefasern. Die da-
raus entstehende sehr starre Struktur resultiert in Fasern mit hoher Zugfestigkeit. In der Cel-
lulose gibt es Bereiche, die eine hochkristalline Form aufweisen und andere weniger organi-
sierte Bereiche, die meist als amorph bezeichnet werden. Dieser amorphe Bereich ist aufgrund
seiner Struktur leichter fur Hydrolyseaktivitat zuganglich als die kristalline Form. In der Natur
kommt die Cellulose meist in Verbindung mit anderen pflanzlichen Biopolymeren wie Hemicel-
lulose (Glucane, Xylane, Mannane, Arabinane, Galactane), Lignin und Pektin vor, sodass de-
ren Abbau auch durch die Heterogenitat der Biomasse beeinflusst wird (Berg et al. 2018;
Ding & Himmel 2006; Harris & Stone 2008; Houfani et al. 2020; Pérez et al. 2002; Somer-
ville 2006; Voet et al. 2010).
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Hemicellulose

Mit einem Massenanteil von rund 30 % der Trockenmasse von Zuckerribenpressschnitzeln
machen weitere Zellwandpolysaccharide, die meistens als Hemicellulosen zusammengefasst
werden, einen grof3en Anteil aus. Sie tragen zur Vernetzung zwischen Cellulosemikrofibrillen
bei und sind das zweithaufigste Polymer der pflanzlichen Zellwand. Die haufigsten Hemicellu-
losederivate in  Zuckerribenpressschnitzeln sind Galactan und Arabinan (Ber-
lowska et al. 2018a). Weitere zu dieser Gruppe gehérende Polysaccharide sind Xylane, Man-
nane und Glucane. Diese Zellwandpolymere kommen sowohl als Homo- als auch als Hetero-
polymere vor, die in ihrer Struktur hohe Diversitat aufweisen kénnen. Sie bestehen vornehm-
lich aus den Hexosen D-Glucose, b-Mannose, D-Galactose und L-Rhamnose und den Pento-
sen D-Xylose und L-Arabinose.

Aufgrund der Heterogenitat der verbauten Zucker und der Diversitat der daraus resultierenden
glycosidischen Bindungen ergeben sich verschiede Eigenschaften und Anforderungen bei der
Hydrolyse. Die Polysacharide liegen meist in amorpher Form vor. Obgleich der dadurch struk-
turell begtinstigten Hydrolyse werden jedoch eine Vielzahl an sehr spezifischen Enzyme be-
notigt, um die Spaltung der verschiedenen Bindungen zu katalysieren (Glass et al. 2013; Har-
ris & Stone 2008; Houfani et al. 2020; Pérez et al. 2002).

Pektin

Pektin ist strukturell und funktionell das komplexeste Biopolymer der pflanzlichen Zellwand
(Abb. 3.3.2). Es spielt in der pflanzlichen Zellwand eine zentrale Rolle bei vielen Prozessen
wie Wachstum, Morphogenese, Schutz und Zell-Zell-Adhasion. In der Nahrungsmittelindustrie
wird es als gelierendes und stabilisierendes Polymer verwendet, welches einen positiven Ef-
fekt auf die menschliche Gesundheit hat. Daher wird es auch in einigen biomedizinischen An-
wendungen eingesetzt (Mohnen 2008). Es besteht aus den Galacturonsaurereichen Poly-
sachariden Homogalacturonan (HG), Rhamnogalacturonan | (RG I) und den substituierten Po-
lymeren Rhamnogalacturonan Il (RG Il) und Xylogalacturonan (XGA). Fir die Synthese des
hochkomplexen Biopolymers werden mindestens 67 Enzyme, darunter Gylcosyl-, Methyl- und

Acetyltransferasen, bendtigt (Mohnen 2008).
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Homogalacturonan (HG) ist mit ~ 65 % Anteil das Hauptpolymer von Pektin. Der Polymerisie-
rungsgrad des HG in Zuckerriibenpektin ist nur geringfligig niedriger (70-100) als in Zitrus-
oder Apfelpektin (100-120) (Ralet et al. 2009). Es handelt sich dabei um ein lineares Homopo-
lymer, welches aus a-1,4-glycosidisch verbundenen D-Galacturonsauremonomeren (GalA)
besteht, die partiell am C-6 Atom methylverestert oder an O-2 und/oder O-3 acetyliert sein
kénnen. Dabei beschreibt die Anzahl der Methylierungen und Acetylierungen pro 100 GalA-
Einheiten den Methylierungsgrad oder den Acetylierungsgrad (Benoit et al. 2012). In der Lite-
ratur wird der Methylierungsgrad mit >60 % und der Acetylierungsgrad mit 10-25 %, abh&angig
von der Extraktionsmethode des Pektins, angegeben (Sun & Hughes 1998a). Dabei sind rund
75 % der gesamten Acetylierungen in Homogalacturonan und nur 25 % in Rhamnogalacturo-
nan | zu finden (Ralet et al. 2009). Die gelierende Eigenschaft des Pektins beruht auf unme-
thylierten C-6 Atomen der GalA, die aufgrund ihrer negativen Ladung mit Calciumionen inter-
agieren und so Komplexe mit anderen Pektinmolekilen bilden. Dies ist nur méglich, wenn
mehr als zehn unmethylierte GalA-Einheiten aufeinanderfolgend angeordnet sind (Caf-
fall & Mohnen 2009). Der bekannt hohe Methylierungsgrad von Zuckerriibenpektin ist deshalb
Grund fur die schlechtere Eignung als Geliermittel (Buchholt et al. 2004).

Xylogalacturonan (XGA) besteht aus einem Homogalacturonangerist mit kurzen Seitenketten
aus Xylose und kommt vor allem in reproduktiven Geweben der Pflanzen vor. Die Xylose ist
dabei mit dem O-3 Atom der GalA in Form von B-D-Xylose oder B-D-Xylan verkniipft. Die Sub-
stitution des HG mit Xylose erhdht den Schutz gegen den Abbau durch Endopolygalacturona-
sen von Pflanzenpathogenen. Eine ahnliche Struktur hat das Apiogalacturonan, welches an-
stelle von Xylose Apiose aufweist und bei marinen Monokotyledonen gefunden werden kann
(Mohnen 2008; Ridley et al. 2001).

Rhamnogalacturonan | (RGI) besteht aus einem Gerlist aus maximal 20 alternierenden GalA-
und Rhamnoseeinheiten, die in [a-D-GalA-1,2-a-L.-Rha-1,4-], Abfolge verknlpft sind
(Renard et al. 1995). Die in RG | vorkommenden GalA Monomere kénnen am O-2 und/oder
am O-3 Atom acetyliert sein. Der Acetylierungsgrad ist dabei abhéangig von der Herkunft des
Pektins, wobei Zuckerribenpektin einen relativ hohen Acetylierungsgrad aufweist (Moh-
nen 2008; Silva et al. 2016). Die Rhamnoseeinheiten sind in O-4 und/oder O-3 Position sub-
stituiert. Circa 20-80 % der Rhamnoseeinheiten haben lineare oder verzweigte Seitenketten,
die fast ausschlief3lich aus Arabinose- und Galactoseketten und Mischformen aus beiden Zu-
ckermonomeren bestehen. Diese Seitenketten kdnnen tUber 50 Einheiten lang sein (Moh-
nen 2008; Silva et al. 2016). Als weiterer, seltener Substituent in RG | kommt D-Glucuronsaure
vor (Renard et al. 1995). Des Weiteren kdnnen die Arabinose- und Galactoseeinheiten mit
Ferularsdure substituiert sein. Die Bildung einer Esterbindung zwischen zwei Ferularsauren

kann zZur Erhdéhung der  Stabilitat  zwischen Pektinmolekilen beitragen



Theoretische Grundlagen 33

(Caffall & Mohnen 2009). Aufgrund des hohen Verzweigungsgrad wird RG | auch als ,hairy
region” bezeichnet. Diese hochverzweigten Regionen haben in Zuckerriibenpektin einen An-
teil von 70 % (Ralet et al. 2009).

Rhamnogalacturonan Il ist mit anteilig 10 % das komplexeste Strukturelement des Pektins.
Seine Struktur ist hochkonserviert und enthalt mindestens acht a-1,4-verknupfte GalA-Einhei-
ten, die mit hochkomplexen Seitenketten verknlpft sind. Diese Seitenketten bestehen aus
12 verschiedenen Zuckerresten mit mehr als 20 verschieden Bindungen (Mohnen 2008). Die
Seitenketten kdnnen in zwei unterschiedliche Disaccharide (C und D) am C-3 Atom und zwei
strukturell unterschiedliche Oligosaccharide (A und B) am C-2 Atom des Grundgertist eingeteilt
werden (Vidal et al. 2000). RG Il liegt in Pflanzenwanden in der Regel als RG 1I-Dimer vor, die
durch einen 1:2-Borat-Diolester zwischen den Apiosylresten der Seitenkette A vernetzt wird.
Durch diese Dimerisierung zweier RG Il Monomere entsteht eine Verbindung zu HG, die dar-
aus entstehende Verbindung bildet ein makromolekulares Netzwerk aus (Mohnen 2008).

Homogalacturonan Xylogalacturonan

a-D-Galacturonsaure

+ O-Acetyl

a O—Methz/l o Borat
@ p-Galactose &% Ferularsaure {ly D-Apiose

£ D-Xylose & KDO & L-Acerinsdure
& _-Rhamnose {» o-Dha € L-Arabinose
D-Galacturonsaure & L-Fucose & D-Glucuronséaure

Abb. 3.3.2: Schematische Darstellung der vier Untereinheiten Homogalacturonan, Xylogalacturonan,
Rhamnogalacturonan | und Il von Pektin und Strukturformel von pD-Galacturonséaure. KDO: 2-Keto-3-
desoxyoctonat (3-Deoxy-D-manno-octulosonsaure), D-Dha:3-Deoxy-D-lyxo-2-heptulosansaure. Adap-
tiert nach (Glass et al. 2013; Harholt et al. 2010; Mohnen 2008).
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3.3.4 Enzymatische Hydrolyse von Zuckerribenpressschnitzeln

Fur die 6konomische Verwertung von Zuckerriilbenpressschnitzeln zur Herstellung von Platt-
formchemikalien muss eine Hydrolyse der Zuckerpolymere Cellulose, Hemicellulose und Pek-
tin stattfinden. Dabei wird die Verwendung von Enzymen gegentber der chemischen Hydro-
lyse unter heil3en und stark sauren Bedingungen bevorzugt, da sie spezifischer, weniger ag-
gressiv. und energiesparsamer durchgefiihrt werden kann (Kidhnel et al. 2011,
Spagnuolo et al. 1997). Aufgrund der hohen Komplexitat der in Zuckerriibenpressschnitzeln
enthaltenen Zuckerpolymere benétigt man fir eine effektive Hydrolyse eine Vielzahl an En-
zyme, die synergistisch am Abbau zusammenwirken (Semenova et al. 2019). Dabei werden
hydrolytische Enzyme bendtigt, die Bindungen innerhalb der Polysaccharidketten (endo) tren-
nen, als auch Enzyme, die die endstandigen Poly- oder Monosaccharide (exo) abtrennen kon-
nen. Ein solches perfekt abgestimmtes Enzymgemisch kann von Mikroorganismen wie dem

filamentdsen Pilze Aspergillus niger produziert werden.

Fur die Beschreibung von Enzymen, die an der Kntipfung oder Modifikation von glycosidischen
Bindungen in Polysacchariden beteiligt sind, kann der Begriff der Kohlenhydrataktiven Enzyme
(CAZymes) verwendet werden. Dabei werden die bendtigten Enzymaktivitaten in funf Gruppen
eingeteilt: Glycosidasen oder Glykosidhydrolysen (GH), Glycosyltransferasen (GT), Polysac-
charid Lyasen (PL), Kohlenhydrat Esterasen (CE) und Hilfsaktivitaten (AA). Die Klassifizierung
der Familien wird hauptsachlich fiir die Analyse und Beschreibung der Fahigkeit eines Orga-
nismus oder einer Gemeinschaft von Organismen, komplexe Kohlenhydrate auf- und abzu-
bauen, verwendet. Informationen zu ihnen werden zentral in der CAZy Onlinedatenbank (Car-
bohydrate Active Enzymes database -http://www.cazy.org) gesammelt und aktualisiert
(Drula et al. 2022).

Celluloseabbauende Enzyme

Fur den Abbau von Cellulose ist das Zusammenwirken der drei Enzyme Cellulase, Cellobio-
hydrolase und B-Glucosidase erforderlich. Cellulase oder Endoglucanase (GH5, GH7 und
GH12) katalysiert die Hydrolyse der B-(1,4)-glycosidischen Bindungen in den amorphen Teilen
der Cellulose. Zum weiteren Abbau hin zum Glucosemonomer werden die Enzyme Cellobio-
hydrolyase | und Il (GH6, GH7) und B-Glucosidase (GH1, GH3) bendtigt. Cellobiohydrolase
spaltet dabei Cellobiose von den reduzierenden sowie den nichtreduzierenden Enden der Cel-
lulosekette ab und B-Glucosidase spaltet die entstehende Cellobiose in zwei Glucosemono-
mere. AulR3erdem sind nicht-katalytische Proteine, die eine Bindedomane fur Kohlenhydrate

aufweisen, gleichermalRen an der Hydrolyse beteiligt, indem sie die kristalline Struktur der
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Cellulose aufbrechen und sie so fur den enzymatischen Abbau zugénglich machen
(Glass et al. 2013; Houfani et al. 2020).

Hemicelluloseabbauende Enzyme

Ein Grof3teil der Hemicellulosen wird durch die heterogenen Polysaccharide Xylan, Xyloglucan
und Galactomannan reprasentiert. Fur die katalytische Spaltung in Ihre Monomere werden
diverse synergistisch zusammenarbeitende Enzyme benétigt. Der Abbau von Xylan wird von
den Enzymen Endo-B-1,4-xylanase (GH10, GH11), a-L-Arabinofuranosidase (GH3, GH10,
GH43, GH51, GH 54, GH62), a-Glucuronidase (GH67), Feruloylesterase (CE1) und Ace-
tylxylanesterase (CE1-CE7) katalysiert. Fur den Abbau von Xyloglucan wird Xyloglucanase
(GH44, GH74), a-Xylosidase (G31), B-Glucosidase (GH1, GH2, GH3, GH35, GH42), a-L-Ara-
binofuranosidase, und a-L-Fucosidase (GH1, GH 29, GH30, GH95) bendtigt. Galactomannan
wird durch Endo-B-1,4-Mannase (GH5, GH7) und a-Galactosidase (GH27, GH36) abgebaut
(Glass et al. 2013).

Pektinabbauende Enzyme

Die Hydrolyse der in Abb. 3.3.2 dargestellten hoch komplexen Polysaccharidstrukturen des
Pektins bendtigt, analog zum Abbau von Hemicellulose, synergistisch zusammenarbeitende
Enzyme aus den Gruppen der Glycosidasen (GH), Polysaccharid Lyasen (PL) und Kohlen-
hydrat Esterasen (CE). Fur den erfolgreichen Abbau des am haufigsten in Pektin vorkommen-
den Polysaccharids Homogalacturonan werden, trotz der vergleichsweisen einfachen Struktur,
diverse Enzyme bendtigt (Abb. 3.3.3). Das Grundgerist kann durch Exo- und Endopolygalac-
turonase (GH28) abgebaut werden. Da die Aktivitat der Endopolygalacturonase durch die Me-
thylierung der D-Galacturonsauremonomere behindert wird, werden Pektinmethylesterasen
(CES8, CE 12) bendtigt, um diese Limitierung zu umgehen. Des Weiteren katalysieren Pek-
tinacetylesterasen (CE12) die Deacetylierung des Homogalacturonans. Pektin- und Pektatly-
asen spalten das Pektingrundgeriist durch B-Eliminierung, was zur Bildung eines ungesattig-
ten, nichtreduzierenden Endes fuihrt. Pektinlyasen bevorzugen dabei Substrate mit einem ho-
hen Methylierungsgrad, wohingegen Pektatlyasen Substrate mit einem niedrigen Vereste-
rungsgrad bevorzugen (Vries & Visser 2001). Am Abbau des Xylogalacturonan ist zudem das

Enzym Endoxylogalacturonanhydrolase (GH28) beteiligt (Glass et al. 2013).
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Abb. 3.3.3: Schematische Darstellung der Homogalacturonan abbauenden Enzyme. Adaptiert nach
(Glass et al. 2013).

Die Spaltung der vielfaltigen Bindungen in Rhamnogalacturonan | (RG 1) wird durch eine Viel-
zahl an verschiedenen enzymatischen Aktivitdten katalysiert (Abb. 3.3.4). Zum Abbau des
Rhamnogalacturonan werden die innerhalb des Ruckgrats agierenden (endo) Enzyme Rham-
nogalacturonase oder Rhamnogalacturonanhydrolase (GH28) und Rhamnogalacturonanlyase
(PL4, PL11) benotigt. Untersuchungen der enzymatischen Aktivitdt von Rhamnogalacturonase
konnten zeigen, dass die katalytische Wirkung deutlich verbessert wird, wenn Rhamnogalac-
turonanacetylesterase (CE12) am Abbau beteiligt ist, was auf eine Behinderung der Aktivitat
der Rhamnogalacturonase durch die Acetylierung der D-Galacturonsduremonomere des
Rhamnogalacturonan | hindeutet (Silva et al. 2016). Zuséatzlich zu den endo-Enzymen sind die
weiteren, am terminalen, nichtreduzierenden Ende des Rhamnogalacturonan | agierenden,
(exo) Enzyme RG | Rhamnohydrolase, RG | Galcturonohydrolase und Rhamnogalacturo-
nylhydrolasen beteiligt. Die beiden ersten Enzyme spalten jeweils Rhamnose und p-Galactu-
ronsauremonomere vom nichtreduzierenden Ende des Riickgrads ab, wohingegen sich die
Rhamnogalacturonylhydrolaseaktivitat dadurch unterscheidet, dass sie nur auf RGI-Oligomere
mit ungesattigten GalA-Monomeren am nichtreduzierenden Ende einwirkt (Silva et al. 2016).
Am Abbau der Seitenketten sind Arabinanasen (GH43, GH93), Arabinosidasen/a-Arabinofura-
nosidasen (GH3, GH43, GH51, GH54 und GH62), Galactanasen (GH5, GH16, GH30, GH35
und GH53), a- und B-Galactosidasen (GH1, GH2, GH4, GH16,GH27, GH35, GH36, GH42,
GH43 und GH53), B-Glucuronidasen (GH1, GH2 und GH79) und Feruloylesterasen (CE1) be-
teiligt (Glass et al. 2013). Die Vermutung liegt nahe, dass die bisher beschriebenen Enzyme
auch am Abbau des Polysaccharids Rhamnogalacturonan Il maRgeblich beteiligt sind. Uber
spezifische Enzyme fir den Abbau von Rhamnogalacturonan Il ist bisher jedoch nur wenig
bekannt (Bauer et al. 2006; Wong 2008).
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Abb. 3.3.4: Schematische Darstellung der Rhamnogalacturonan | abbauenden Enzyme. Adaptiert nach
(Glass et al. 2013).

Enzymatische Ausstattung von Aspergillus niger zum Abbau von Pektin

Das Genom von Aspergillus niger enthalt alle ndtigen Gene fur die zum Abbau des Pektins
notwendigen pektinolytischen Enzyme. Neben Genen fiir sieben Endo- und fiinf Exopolygalac-
turonasen (GH Familie) kdnnen auch sieben Gene fir Pektin/Pektatlyasen (PE Familie) darin
gefunden werden (Benoit et al. 2012). Die sieben Endopolygalaturonasen unterscheiden sich
in ihrer spezifischen Aktivitat, ihrer Sensitivitat gegentiber der Methylierung des Substrats und
ihrem Wirkmechanismus. Vier der Enzyme wirken tiber einen Mehrfachangriff auf eine einzige
Kette, wahrend die anderen drei Enzyme Uber einen Einzelangriffsmechanismus arbeiten
(Vries & Visser 2001). Bisher wurden sechs Gene fir Pektinlyasen und ein Gen fir Pectatly-
ase in A. niger identifiziert. Die charakterisierten A. niger Pektinlyasen bevorzugen Substrate

mit einem hohen Veresterungsgrad.

Speziell fir den Abbau von Rhamnogalacturonan wurden bisher 23 Enzyme, die abbauend
auf Rhamnogalacturonan | einwirken, charakterisiert und in der CAZy-Datenbank registriert.
Die sieben derzeit in der CAZy-Datenbank registrierten Hydrolasen gehdren alle zur GH28-
Familie und stammen aus Pilzen der Gattung Aspergillus: A. aculeatus, A. niger und A. nidu-
lans. In der CAZy-Datenbank sind nur zwei Rhamnogalacturonan | exo-Hydrolasen aufgefihrt.
Beide Enzyme wurden in A. niger identifiziert. Neben den charakterisierten Hydrolasen wurde
lediglich eine Rhamnogalacturonan-Lyase in Aspegillus identifiziert (Vries & Visser 2001). Zur
Abspaltung der Veresterungen stehen A. niger auRerdem fiinf Esterasen (CE Familie) zur Ver-

figung (Benoit et al. 2012).
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Enzymatische Hydrolyse von Zuckerriibenpressschnitzeln

Ein groRer Teil der Forschung zur Hydrolyse von Zuckerribenpressschnitzeln zielt auf die
reine Verflissigung der Biomasse zur weiteren Verwendung als Substrat in biotechnologi-
schen Prozessen ab. Daher gibt es oft nur Angaben zur Gesamtzuckerausbeute, welche nor-
malerweise bei einem Einsatz von bis zu 100 g L Zuckerriibenpressschnitzel zwischen 70 %
bis 100 % liegt (Berlowska et al. 2018b; Concha OImos & Zaidiga Hansen 2012; Mi-
card et al. 1996). Aufgrund des Interesses an der Biotransformation der Monomere D-Galac-
turonsaure und Arabinose gibt es auch spezifische Daten zu deren Ausbeute. Dabei ist es
gelungen, Ausbeuten von rund 80 % D-Galacturonsaure und 70-80 % Arabinose nach der
Hydrolyse von Zuckerribenpressschnitzeln zu erreichen (Leijdekkers et al. 2013; Mi-
card et al. 1996). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass eine Erhéhung der Substratkon-
zentration in einem Bereich von 5-35 % zu einer deutlichen Abnahme der Aktivitat der Hydro-
lasen fuhrt, wohingegen die Aktivitat der Lyasen weniger beeinflusst wird (Li et al. 2021). Um
negative Effekte bei der Hydrolyse mit hohen Substratkonzentrationen zu umgehen, konnte
gezeigt werden, dass durch eine sequenzielle Zugabe von Zuckerriibenpressschnitzel die
Hydrolyseausbeute um 22 % gesteigert werden kann (Marzo et al. 2021).

Ein weiterer wichtiger Aspekt der enzymatischen Hydrolyse ist die optimale Zusammenset-
zung des Enzymgemischs, damit das gesamte synergistische Potenzial der Enzyme ausge-
schopft werden kann. Semenova et al. (2019) konnte hierzu zeigen, dass durch optimale Kom-
bination enzymatischer Aktivitaten die Ausbeute an reduzierenden Zucker und Monosacchari-

den um das 1,2- bis 1,4- fache gesteigert werden kann.

In der Literatur wird eine Vielzahl an Vorbehandlungsmethoden beschrieben, die die Hydroly-
seeffizienz erh6hen kdnnen (Kracher etal. 2014; Kihnel et al. 2011; Li et al. 2020;
Zheng et al. 2013). Dabei ist es wichtig anzumerken, dass es sich dabei um eine zweite Vor-
behandlung handelt, da die Zuckerribenpressschnitzel wahrend der Zuckerextraktion schon
ihre erste thermische Vorbehandlung erhalten. Zu den in der Literatur beschriebenen Vorbe-
handlungsmethoden z&hlen der Dampfdruckaufschluss, die Extraktion mit Wasser bei bis zu
200 °C und die Behandlung der Zuckerribenpressschnitzel mit Sdure oder Base. Bei Einsatz
einer Vorbehandlung muss durch die Labilitdt des gewinschten Produkts D-Galacturonséure
sowie der Arabinose bei hohen Temperaturen und saurem pH mit Ausbeuteverlusten und Ent-

stehung von zumeist unerwiinschten Nebenprodukten gerechnet werden (Kihnel et al. 2011).
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Zur Charakterisierung der Hydrolyse im Satzverfahren wird meist die Ausbeute und die Raum-
Zeit-Ausbeute (volumetrische Produktivitat) gewahlt. Dies ermoglicht den Vergleich verschie-
dener Hydrolyseprozesse in unterschiedlichen Maf3staben, Reaktorkonstruktionen und Pro-

zessvarianten.

Ausbeute Y zum Zeitpunkt t:

C
Y(t) = —— - 100 % Gleichung 3.13

max

Mit Y(t) Ausbeute zum Zeitpunkt t, %
cp Freigesetzte Produktkonzentration zum Zeitpunkt t, g L

Cmax Maximal mégliche Produktkonzentration, g L

Raum-Zeit-Ausbeute, kurz: RZA (volumetrische Produktivitét):

At Zeitintervall, h
Vr Reaktionsvolumen, L

cp Produktkonzentration, g L*
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4. Material und Methoden

Im folgenden Kapitel werden die in dieser Arbeit verwendeten Materialen und Methoden be-
schrieben. Eine detaillierte Auflistung der verwendeten Geréte, Chemikalien und Verbrauchs-
materialen ist in den Tabellen 10.1.1 bis 10.1.6 im Anhang zu finden.

4.1 Mikroorganismus

Als Produktionsorganismus fir alle mikrobiellen Prozesse diente der Pilz Aspergillus niger. Fir
eine initiale Stammauswahl wurden die A. niger Stamme ATCC 1015, ATCC 11414,
NRRL 3122, NRRL 3, N402 und CBS 513.88 untersucht. Der Stamm ATCC 11414 wurde fir
weitere Parameterstudien zur Verbesserung des Produktionsprozesses ausgewahlt. Aus dem
Basisstamm ATCC 11414 wurde der Stamm aKS039 abgeleitet, um genetische Modifikationen
in diesem Stamm zu ermdglichen. Die weiteren genetisch optimierten Stamme aKSO055,
aKS056, aKS057, akS058 sowie aKS090 basieren auf dem zuvor genannten Stamm aKS039.
Alle verwendeten Stamme wurden von der Professur fur Pilzbiotechnologie in der Holzwissen-
schaft der TU Munchen bereitgestellt. In Tabelle 4.1.1 und Tabelle 4.1.2 sind alle A. niger

Stamme sowie ihre wichtigsten Eigenschaften zusammengefasst.

Tabelle 4.1.1: Verwendete A. niger Basisstamme und deren Eigenschaften.

Stamm Eigenschaften

NRRL 3 (ATCC 9029, Laborstamm zur Untersuchung von A. niger
CBS 120.49) Parentaler Stamm zu N402

N402 Laborstamm zur Untersuchung von A. niger

Durch UV-Mutation aus NRRL 3 erzeugt

ATCC 1015 (NRRL 328, Erhohte Citronensaure-Produktion
CBS 113.46) Parentaler Stamm zu ATCC11414

ATCC 11414 Erhohte Citronensaure-Produktion

NRRL 3122 (ATCC 22343, Erhohte Proteinproduktion und Sekretion (Glucoamylase)
CBS 115989) Parentaler Stamm zu CBS 513.88

CBS 513.88 Erhohte Proteinproduktion und Sekretion (Glucoamylase)
Durch UV-Mutation aus NRRL 3122 erzeugt
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Tabelle 4.1.2: Von der Professur fur Pilzbiotechnologie in der Holzwissenschaft bereitgestellte,
rekombinante A. niger Stamme und deren Eigenschaften.

Stamm Genetische Angestrebte Eigenschaften
Besonderheit
akKS039 kusA::amdS::kusA, Uridin- und Nicotinamid-Auxotrophie durch Deletion der
ApyrG, AnicB Uridinmonophosphat und Nicotinamid-Biosynthese
Basisstamm der Stamme aKS055-058 und aKS090
akKS055 AgaaX Konstitutive Aktivierung der Pektinase-Produktion durch
deletierten Repressor GaaX
aKS056 AracA VergroRerung der Sekretionskapazitat durch gesteigerte
Hyphen-Verzweigung
aKSs057 AcreA Deletierte Katabolitrepression durch Monosaccharide
aKs058 AprtT Verringerte Protease-Produktion durch Deletion eines
positiven Protease-Transkriptionsfaktors
akKs090 AgaaX, AgaaA, Konstitutive Aktivierung der Pektinase-Produktion durch

Agari

deletierten Repressor GaaX, Verringerte Metabolisie-
rung von b-Galacturonsaure durch Deletion zwei funkti-

onal orthologer D-GalA-Reduktasen
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4.2 Reaktionsmedien, Substrate und Puffer

4.2.1 Vorkulturmedium

Fur die Anzucht von A. niger Sporen wurde ein Kartoffelextrakt-Glucose-Agar mit 1 % Hefeex-
trakt und 1 % Spurenelementldsung verwendet (kurz: PDAYET, vgl. Tabelle 4.2.1). Hierzu
wurde der Kartoffelextrakt-Glucose-Agar und das Hefeextrakt, wie in Tabelle 4.2.1 angegeben,
in vollentsalztem (VE) Wasser geltst und fiir 20 min bei 121 °C sterilisiert. Nach Abkuhlen auf
etwa 50 °C wurde die zuvor als Stammldsung angesetzt und sterilisierte Spurenelementlésung
(vgl. Tabelle 4.2.2) unter sterilen Bedingungen hinzugegeben. Bei der Vorkultur der rekombi-
nanten A. niger Stamme aKS039 bis aKS090 (vgl. Tabelle 4.1.2) wurde zusatzlich Uridin aus
einer sterilen Stammldsung ebenfalls unter sterilen Bedingungen hinzugefiigt. AbschlieRend
wurde das Medium unter sterilen Bedingungen in Petrischalen (Durchmesser = 10 cm) gegos-

sen und bis zur Verwendung bei Raumtemperatur gelagert.

Tabelle 4.2.1: Zusammensetzung des PDAYET-Mediums zur Vorkulturherstellung.

Chemikalie Konzentration
Kartoffelextrakt-Glucose-Agar 39 gL?
Hefeextrakt 10 gL?
Spurenelementldsung 1 mL L?
Uridin* 1 mmol L*

*Zugabe von Uridin nur zur Anzucht rekombinanter A. niger Stamme notwendig.
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4.2.2 Spurenelementldsung

Als Zusatz fur das Vorkultur-, Hauptkultur- und Hydrolysemedium wurde eine Spurenelement-
l[6sung nach Vishniac & Santer (1957) verwendet. Dazu wurden die in Tabelle 4.2.2 aufgelis-
teten Komponenten fiir die Herstellung einer 1000x konzentrierten Stammlésung in vollent-
salztem Wasser geldst. AnschlieRend wurde der pH mit 2 M HCI auf pH 4 eingestellt und die
Losung fur 20 min bei 121 °C sterilisiert. Bis zur Verwendung wurde die Spurenelementldsung
bei 4°C gelagert. Ein Farbumschlag (griin nach lila) ist innerhalb der ersten zwei Wochen nach

Herstellung normal.

Tabelle 4.2.2: Zusammensetzung der 1000x Spurenelementlésung nach (Vishniac & Santer 1957).

Chemikalie Konzentration, g L?
Ethylendiamintetraacetat EDTA 10

Zink (I)-sulfat Heptahydrat ZnS0q - 7 H0 4,4

Mangan (Il)-chlorid Tetrahydrat ~ MnClz - 4 H20 1,01

Cobalt (Il)-chlorid Hexahydrat CoCl; - 6 H.O 0,32

Kupfer (ll)-sulfat Pentahydrat CuSOq4 - 5 H20 0,315
Ammoniumheptamolybdat (NH4)6sM07024 - 4 H20 0,22

Calciumchlorid Dihydrat CaCl; - 2 H.O 1,47

Eisen (ll)-sulfat Heptahydrat FeSO4 - 7 H20 1

4.2.3 Sporenlésung (NaCl-Tween)

Zur Sporenernte und Verdinnung der Sporenlésung wurde eine 8,9 % (w/v) Natriumchlorid
und 0,05 % (v/v) Tween-80 Lésung verwendet. Die Komponenten wurden wie in Tabelle 4.2.3
aufgelistet in vollentsalztem Wasser geldst und fir 10 min bei 121°C sterilisiert. Bis zur Ver-

wendung wurde die Sporenlésung bei Raumtemperatur gelagert.

Tabelle 4.2.3: Zusammensetzung der Sporenldsung (NaCl-Tween).

Chemikalie Konzentration

Natriumchlorid 8,9 gL?

Tween-80 500 pL Lt
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4.2.4 Analysepuffer (Natriumcitrat-Puffer)

Als Pufferlésung fir die angewendeten Enzymaktivitdtsuntersuchungen wurde ein
100mM Natriumcitrat Puffer pH 4,5 verwendet. Zur Einstellung des pH wurde eine 100 mM
Natriumcitrat-Lésung mit einer 100 mM Citronensaure-Lésungen titriert und fur 20 min bei

121 °C sterilisiert. Bis zur Verwendung wurde der Puffer bei 4 °C gelagert.

4.2.5 Zuckerribenpressschnitzel (pektinreiche Reststoffe)

Wahrend der Enzymproduktion mit A. niger und der enzymatischen Hydrolyse von pektinrei-
chen Agrarreststoffen wurden von der Sidzucker AG (Mannheim, Deutschland) bereitge-
stellte, gemahlene Zuckerriibenpressschnitzel (nachfolgend in der Arbeit kurz: Zuckerriiben-
schnitzel) verwendet. Das Substrat wurden getrocknet und gemahlen in Eimer mit der Auf-
schrift 26.03.2018 Ribenpressschnitzel (201720217) geliefert. Das Substrat wurden bis zu
seiner Verwendung bei 4°C gelagert und vor der Einwaage fur die Untersuchungen flr min-
destens 48 h bei 50 °C getrocknet.

Um Kenntnis Uber die genaue Partikelgréf3enverteilung des Substrats zu erlangen, wurde eine
reprasentative Siebanalyse zur Bestimmung der Partikelgré3e durchgefuihrt. Hierzu wurden
15 g des getrockneten Substrats im Triplikat fir 30 Sekunden Uber vier Siebe mit den Ma-
schenweiten von 2,5 mm, 2 mm, 1 mm und 0,5 mm gesiebt. Zur Auswertung wurden Mittelwert
und Standardabweichung der ausgewogenen Einzelfraktionen berechnet. Die PartikelgréRen-

verteilung der getrockneten Zuckerriibenschnitzel ist Tabelle 4.2.4 zu entnehmen.

Tabelle 4.2.4: Siebanalyse zur Bestimmung der PartikelgréRe von Zuckerriibenschnitzeln.

PartikelgroRe x, mm Fraktioneller Anteil, % Standardabweichung, %
10<x<2,0 8,28 9,61
05<x<1,0 57,22 5,52

x<0,5 34,55 11,22
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4.2.6 Medium zur Kultivierung von A. niger im Rihrkesselreaktor
Halb-definiertes Referenzmedium

Als Referenzmedium wurde ein Minimalmedium mit Zitruspektin als Kohlenstoffquelle verwen-
det. Alle weiteren Bestandteile wurden als Stammlésungen vorbereitet und unter sterilen Be-
dingungen zu einem Medium vereinigt (Tabelle 4.2.5). Die Stamml6sungen der Stickstoffquelle
Natriumnitrat (3,5 M, pH 5,5), der beiden Salze Kaliumchlorid (350 mM, pH 5,5) und Kalium-
hydrogenphosphat (550 mM, pH 5,5), des Magnesiumsulfat (1M), des Antischaummittel PPG
P2000 (10 % (V V1)) und der Spurenelementlésung (1000x, vgl. Tabelle 4.2.2) wurden separat
mit vollentsalztem Wasser (VE-Wasser) hergestellt, falls notigt mit Kaliumhydroxid und Schwe-
felsaure titriert und bei 121°C fur 20 min sterilisiert. Bis zu ihrer Verwendung wurden die
Stammldsungen bei Raumtemperatur gelagert. Die Kohlenstoffquelle Zitruspektin wurde fur
jede Untersuchung frisch in einem Messkolben eingewogen, in VE-Wasser gelost und fur
20 min bei 121 °C sterilisiert. Nach Sterilisation wurde der Messzylinder mit sterilem VE-Was-
ser bis auf die Eichmarke aufgeflllt. Anschlielend wurde das Medium unter sterilen Bedin-

gungen vervollstandigt und in den zuvor sterilisierten Ruhrkesselreaktor transferiert.

Tabelle 4.2.5: Zusammensetzung des halb-definierten Referenzmediums zur Kultivierung von A. niger.

Komponente Finale

Konzentration

Kohlenstoffquelle Zitruspektin 20 gLt
Stickstoffquelle Natriumnitrat NaNO; 70 mM(6gL?)
Salze Kaliumchlorid KCI 7 mM(@O5¢glL?)

Kaliumhydrogenphosphat KH.PO, 11 mM(1,5gL?)
Magnesiumsulfat MgSOs 2 mM(0,5¢glL?)

Spurenelementlésung
(1000x)

1 mL L*?

Antischaummittel Polypropylenglycol P2000 1 mL L*?
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Komplexmedium mit pektinreichen Reststoffen

Als Hauptkulturmedium wurde hauptsachlich ein Komplexmedium mit Zuckerriibenschnitzeln
als pektinreiche Kohlenstoffquelle verwendet. Alle Bestandteile auRer der Kohlenstoffquelle
wurden als Stammlésungen vorbereitet und unter sterilen Bedingungen zu einem Medium ver-
einigt (Tabelle 4.2.6). Die Stammldsungen der Stickstoffquelle Ammoniumsulfat (2,2 M,
pH 5,5), der beiden Salze Kaliumchlorid (350 mM, pH 5,5) und Kaliumhydrogenphosphat
(550 mM, pH 5,5), des Magnesiumsulfat (1M), des Antischaummittel PPG P2000
(20 % (V V1)) und der Spurenelementlésung (1000x, vgl. Tabelle 4.2.2) wurden separat mit
vollentsalztem Wasser (VE-Wasser) hergestellt, falls notigt mit Kaliumhydroxid oder Schwe-
felsaure titriert und bei 121°C fur 20 min sterilisiert. Bis zu ihrer Verwendung wurden die
Stammldsungen bei Raumtemperatur gelagert. Die Kohlenstoffquelle wurde fir jede Untersu-
chung frisch in einem Messkolben eingewogen, in VE-Wasser suspendiert und in den zur Ste-
rilisation vorbereiteten Rihrkesselreaktor tberfiihrt. Nach Sterilisation des Ruhrkesselreaktors
fir 20 min bei 121 °C, wurde das Restmedium unter sterilen Bedingungen vervollstandigt und
in den Ruhrkesselreaktor transferiert.

Wahrend dieser Forschungsarbeiten wurden Parameterstudien zur Medienzusammensetzung
durchgefuihrt. Dabei wurden verschiedene Konzentrationen der Kohlenstoffquelle und ver-
schiedene Stickstoffquellen und deren Konzentration untersucht. Die Konzentrationsbereiche
sind in Tabelle 4.2.6 und Tabelle 4.2.7 aufgefihrt.
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Tabelle 4.2.6: Zusammensetzung des Komplexmediums zur Kultivierung von A. niger.

Komponente Finale Konzentration
Kohlenstoffquelle Zuckerribenschnitzel 30* gLt
Stickstoffquelle (siehe Tabelle 4.2.7)

Salze Kaliumchlorid KCI 7 mM (0,5 g L?)

Kaliumhydrogenphosphat KHPO, 11 mM (1,5 g L?)

Magnesiumsulfat MgSO4 2 mM (0,5 g L?)
Spurenelementlésung
1 mL L*?
(1000x)
Antischaummittel Polypropylenglycol P2000 1 mL L1
Uridin** 1 mmol L*

*Falls nicht explizit beschrieben, wurden immer 30 g L Zuckerriibenschnitzel verwendet.

**Zugabe von Uridin nur zur Anzucht rekombinanter A. niger Stamme notwendig.

Tabelle 4.2.7: Typ und Konzentration der zum Komplexmedium hinzugefiigten Stickstoffquelle.

Komponente Finale
Konzentration

Natriumnitrat (1x) NaNO3 70 mM(6gL?
Natriumnitrat (5x) 350 mM (30gL™)
Ammoniumsulfat (1x) (NH4)2SO, 35 mM (4,6 gL?)
Ammoniumsulfat (5x) 175 mM(23gL%)
Urea (Harnstoff) (5x) CH4N20O 175 mM (10,5gL?)
Ammoniumdihydrogenphosphat (5x) (NH4)H.PO, 350 mM (40,3 gL?)

Ammoniumchlorid (5x) NH4CL 350 mM (18,7 gL?)
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4.2.7 Medium zur Hydrolyse pektinreicher Reststoffe
Hydrolysemedium im mL-Mafl3stab

Zur Hydrolyse im mL-MaRstab wurde ein gepuffertes Medium mit Zuckerriibenschnitzeln als
Substrat verwendet. Alle Bestandteile aul3er der Kohlenstoffquelle wurden als Stammlésungen
vorbereitet und unter sterilen Bedingungen zu einem Medium vereinigt (Tabelle 4.2.8). Die
Pufferlosungen 1000 mM, 150 mM und 50 mM Natriumacetat und Kaliumcitrat wurden separat
mit vollentsalztem Wasser (VE-Wasser) hergestellt, auf pH 4,5 eingestellt und bei 121°C fur
20 min sterilisiert. Bis zu ihrer Verwendung wurden die Pufferldsungen bei Raumtemperatur
gelagert. Zur Verhinderung von Fremdkeimwachstum wurde eine 50 g L** Kanamycin Stamm-
I6sung in VE-Wasser hergestellt, anschlie3end sterilfiltriert und bei -20 °C gelagert. Die zuvor
hergestellte Enzymmischung wurde aufgetaut, sterilfiltriert und auf Eis gelagert bis sie dem
Hydrolysemedium hinzugefiigt wurde.

Das vorgetrocknete Substrat wurde fir jede Untersuchung frisch in einem Messkolben einge-
wogen, in Pufferldsung mit gewlinschter Molaritat (pH 4,5) suspendiert und fir 20 min bei
121 °C sterilisiert. AnschlieRend wurde das Medium unter sterilen Bedingungen auf Eis ver-
vollstandigt, in die verwendeten Einwegreaktoren aliquotiert und zum Start der Hydrolyse in

den verwendeten Reaktorblock (vgl. Kapitel 4.4.1) transferiert.

Tabelle 4.2.8: Zusammensetzung des gepufferten Hydrolysemedium im mL-Maf3stab.

Komponente Finale Konzentration
Substrat Zuckerriibenschnitzel 50 gLt
Enzymmischung Bendtigte Menge wurde 100 U Qsubstrat™*

anhand der Aktivitats-

bestimmung berechnet

Puffer Natriumacetat oder 1000, 50 und 150 mM

Kaliumcitrat

Antibiotikum Kanamycin 50 mg L*?
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Hydrolysemedium im L-MalRstab

Aufgrund der Mdglichkeit einer pH Kontrolle und vor dem Hintergrund einer Prozessintegration
von Enzymproduktion und Hydrolyse wurde im L-MaRRstab das nicht gepufferte Komplexme-
dium (Kapitel 4.2.6) verwendet. Alle Bestandteile auf3er der Kohlenstoffquelle wurden als
Stammldsungen vorbereitet und unter sterilen Bedingungen, wie in Kapitel 4.2.6 beschrieben,
zu einem Grundmedium vereinigt (Tabelle 4.2.6). Als Substrat wurde 50 g L't und 75 g L?
Zuckerribenschnitzel verwendet. Das Substrat wurde im Reaktor in VE-Wasser suspendiert
und bei 121 °C fur 20 min sterilisiert.

Zur Verhinderung von Fremdkeimwachstum wurde eine 50 g L' Kanamycin Stammldsung in
VE-Wasser hergestellt, anschlieRend sterilfiltriert und bei -20 °C gelagert. Die zuvor herge-
stellte Enzymmischung wurde aufgetaut, sterilfiltriert und auf Eis gelagert. Anschlieend wurde
dem Grundmedium Kanamycin (50 mg L*) und die hergestellte Enzymmischung (250 U gsub-
srat - UNA 500 U gsubstrat) aseptisch hinzugefiigt und zum Start der Hydrolyse in den Rihrkes-
selreaktor transferiert (vgl. Kapitel 4.4).
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4.3 Kultivierung von A. niger

4.3.1 Stammhaltung

Die langfristige Stammhaltung der A. niger Stamme erfolgte in Form einer Glyceringefrierkultur
der Pilzsporen bei -80 °C. Hierfur wurden neu am Lehrstuhl angekommene Sporen des jewei-
ligen Stammes unter sterilen Bedingungen auf spezielle Kartoffel-Dextrose-Agarplatten
(vgl. Tabelle 4.2.1) transferiert und fur 5 Tage bei 30 °C in einem Brutschrank (Hartmann,
Heidenheim an der Brenz, Deutschland) unter Lichtausschluss inkubiert. Zur Praparation der
Glyceringefrierkultur wurden die Sporen mit einem sterilen Einwegspatel in 10 mL steriler
NaCl-Tween Losung (vgl. Tabelle 4.2.3) aufgenommen, Uber einen sterilen Wattefilter filtriert,
fir 10 min bei 10.000 x g zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand dekantiert und die
Sporen in 10 mL frischer NaCl-Tween Losung suspendiert. Fur die Lagerung wurde die Spo-
renldsung mit 30 % (v/v) sterilem Glycerin versetzt und in 1,5 mL Reaktionsgefalie aliquotiert.
Um den Einfluss der Sporenanzucht und -generation zu minimieren, wurden zwei der erstmalig
hergestellten Glyceringefrierkulturen (1. Generation) explizit zur Stammbhaltung zuruckgestellt,
um immer Sporen der 1. Generation zur Herstellung weiterer Glyceringefrierkulturen zur Ver-
figung zu haben. Durch diese Stammhaltung wurden zur Vorkulturherstellung ausschlief3lich

Glyceringefrierkulturen der 2. Generation eines jeweiligen Stammes verwendet.

4.3.2 Vorkulturherstellung

Fur jede A. niger Kultivierung wurde eine Vorkultur angezogen und fir die Inokulation prapa-
riert. Hierzu wurden im ersten Schritt 15 yL einer Glyceringefrierkultur des jeweiligen Stammes
unter sterilen Bedingungen auf spezielle Kartoffel-Dextrose-Agarplatten (vgl. Tabelle 4.2.1)
transferiert und fur 5 Tage bei 30 °C in einem Brutschrank (Hartmann, Heidenheim an der
Brenz, Deutschland) unter Lichtausschluss inkubiert. Zur Praparation des Inokulums wurden
die Sporen vor Kultivierungsstart mit einem sterilen Einwegspatel in 10 mL steriler NaCl-Tween
Lésung (vgl. Tabelle 4.2.3) geerntet, Uber einen sterilen Wattefilter filtriert und fir 10 min bei
10.000 x g zentrifugiert. AnschlieRend wurde der Uberstand dekantiert und die Sporen in fri-
sche NaCl-Tween Ldsung suspendiert. Um die hergestellte Sporenldsung fir die Inokulation
weiter zu praparieren, wurde die Extinktion verschiedener Verdunnungen (1:8, 1:16, 1:32,
1:64) bei 600 nm (ODsoo) mit einem Mikrotiterplatten-Photometer (Infinite® M200 Pro, Tecan,
Méannedorf, Schweiz) bestimmt. Daraus konnte mit Hilfe einer zuvor angefertigten Korrelation
zwischen ODegoo und Sporenkonzentration die tatsdchliche Sporenkonzentration berechnet
werden. Fur die Korrelation der Sporenkonzentration wurden verschiedene Verdinnungen ei-
ner Sporenldosung mittels einer Thoma-Zahlkammer ausgezahlten und deren ODsoo gemes-

sen. Zur abschliel3enden Praparation wurde das Inokulum mit einer NaCL-Tween Losung auf
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eine Sporenkonzentration von 1 x 10! Sporen L? verdiinnt, das benétigte Volumen auf eine

sterile Spritze aufgezogen und bis zur Inokulation bei 4 °C gelagert.

4.3.3 Kultivierung im Schuttelkolben

Die Kultivierung von A. niger im Schuttelkolben wurde in 25 mL Pektin-Minimalmedium
(pH 4,5, 20 g L Pektin C) in 250 mL Schittelkolben fiir 96 h bei 30 °C und 250 min* (25 mm
Exzentrizitat) durchgefiihrt. Das Medium wurde mit 10° Sporen L beimpft. Alle Prozesse im
Schuttelkolben wurden im Triplikat durchgefuihrt und statistisch mittels einer Varianzanalyse
(ANOVA) gefolgt von einem Tukey Post-hoc-Test ausgewertet. Dazu wurde die Software Ori-
gin (OriginLab Coorperation, Northampton, USA) mit einem Signifikanzniveau von 5 % ver-

wendet.

4.3.4 Satzverfahren in Ruhrkesselreaktoren im Liter-MafRstab

Kultivierungen im Satzbetrieb zur Charakterisierung der Produktion pektinolytischer Enzyme
von A. niger erfolgten in zwei verschiedenen Ruhrkesselreaktoren. Zum einen wurde ein Rihr-
kesselreaktor vom Typ Labfors 5 der Firma Infors AG im 7,5 L-Mal3stab und zum anderen die
vierfach parallelisierten Ruhrkesselreaktoren vom Typ DASGIP der Firma Eppendorf SE mit

einem Totalvolumen von 1,5 L pro Reaktor verwendet.
7.5 L-Mal3stab

Fur die Satzkultivierungen im 7,5 L-Maf3stab wurde ein Glasreaktor (Typ Labfors 5, Infors AG,
Bottmingen, Schweiz) mit einem Arbeitsvolumen von 3 und 4 L verwendet. Die einzelnen Kom-
ponenten der Anlage sind im Anhang in Tabelle 9.1.4 aufgelistet und in Abb. 4.3.1 naher dar-
gestellt. Der Glasreaktor (Durchmesser = 15 cm, HOohe = 46,5 cm) verfigte Uber ein Doppel-
mantel, mit dem die Reaktionstemperatur wahrend der Prozesse kontrolliert werden konnte.
Uber die Deckelplatte wurden Riihrermotor, Geldstsauerstoff- und pH Sonde, Tauchrohr zum
Einbau eines Temperaturfihlers, Abluftkiihler zur Minimierung des Verdunstungsverlust, Be-
gasungsrohr, Probenahmerohr und Titrationsmittelport eingebaut. Zur besseren Durchmi-
schung des Reaktors wurden drei Stromungsbrecher an der Innenseite der Deckelplatte be-
festigt. Der Ruhrermotor konnte an eine Kupplung angeschlossen werden, an der, tber eine
Gleitringdichtung, die Ruhrwelle befestigt war. An dieser Ruhrwelle waren zur Bewéltigung der
gewiinschten Ruhraufgabe drei Sechsblattscheibenriihrer (Durchmesser 5,4 und Blatth6he
1,1 cm) befestigt. Dabei war zwischen dem unteren und mittleren Rdhrer 2,5 cm und zwischen
dem mittleren und oberen Rihrer 5,0 cm Abstand. In Kapitel 5.5 wurde erstmals mit einer
alternativen Ruhrerkonfiguration gearbeitet, bei dem auch Schragblattriihrer zum Einsatz ka-
men. Bei dieser Konfiguration war zwischen dem Sechsblattscheibenrihrer unten und dem

mittleren, Schragblattriihrer 5,0 cm Abstand. Zwischen dem mittleren Ruhrer und dem oberen
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Schréagblattriihrer war ein Abstand von 7,5 cm. Aufgrund des Kopfraumvolumens und der nicht
schaumbildenden Eigenschaften der verwendeten Reaktionsmedien, konnte auf den Einbau
einer Schaumsonde verzichtet werden. Zur Analyse der Abluft, wurde eine Abgassensorik
(BlueVary, BlueSens gas sensor GmbH, Herten, Deutschland), an die sterilfiltrierte Abluft an-
geschlossen. Die Begasung erfolgte mit auf 2,5 bar geregelter, sterilfiltrierter Druckluft, deren
Volumenstrom Uber einen, in der Steuereinheit integrierten, Massendurchflussregler einge-
stellt werden konnte. Die Prozesse wurden ausschlief3lich drucklos durchgefuhrt. Zur Steue-
rung und Regelung der ProzessgrofRen, wurde die am Reaktor befindliche Steuereinheit oder
die Software eve® (Infors AG, Bottmingen, Schweiz) verwendet.

Zur Vorbereitung eines Prozesses wurde die pH-Sonde auf pH 4,0 und pH 7,0 kalibriert (Zwei-
punktkalibrierung). AnschlieRend wurde das Substrat Zitruspektin oder Zuckerribenschnitzel
in 2 L VE-Wasser zusammen mit dem Antischaummittel Polypropylenglycol (PPG) in den vor-
bereiteten Reaktor gegeben und fiir 20 min bei 121 °C im Autoklav sterilisiert. Die restlichen
Medienbestandteile (Kapitel 4.2.6) wurden, nach Anschluss des Reaktors an die Station, steril
Uber eine peristaltische Schlauchpumpe in den Reaktor transferiert. Die Kalibrierung der Ge-
|6stsauerstoffsonde auf 100 % fand bei 30 °C, einer Begasung von 2 vvm und bei der im Pro-
zess verwendeten Rihrerdrehzahl statt. Eine Kalibrierung auf 0 % mit Stickstoff war aufgrund
des Sondentyps (digital, optisch) nicht nétig. Wahrenddessen wurde die Einpunktkalibrierung
der Abgasanalytik mittels Druckluft auf 20,95 % Sauerstoff und 0,04 % Kohlenstoffdioxid
durchgeflhrt.

AnschlieRend wurden die Startvariablen eingestellt (T = 30°C, Fiy« = 0,2 vwm, pH 4,5) und der
Prozess durch Inokulation mit der gewiinschten Sporenkonzentration (Standard:
10°Sporen L) gestartet. Wahrend des Prozesses wurde der pH durch automatische Zugabe
von 1 M H2SO4 und 3 M KOH kontant auf pH 4,5 gehalten. Auch die Temperatur wurde kon-
stant bei 30 °C gehalten. Zur Minimierung eines Sporenverlust zu Beginn des Prozesses
wurde ein zweistufiges Protokoll der Rihrerdrehzahl und Begasungsrate eingesetzt (adaptiert
aus Nitsche et al. 2012). Erst nach den ersten drei oder sechs Stunden, in denen die Rihrer-
drehzahl auf 300 min-tund die Begasungen passiv durch den Kopfraum des Reaktors realisiert
wurde, wurden beide Variablen auf ihre gewiinschte Betriebswerte eingestellt. Zur ausreichen-
den Sauerstoffversorgung des Pilzes wurde eine Kaskade basierend auf Erh6hung der Bega-
sungsrate (0,2 bis 2 vvm) verwendet, durch die die Geldstsauerstoffkonzentration immer tUber
30% Luftsattigung gehalten werden sollte. Von einer Erhéhung der Drehzahl wurde aufgrund
der dadurch induzierten Morphologieeffekte des Produktionsorganismus und damit einherge-
henden Prozessveranderungen abgesehen. Bis zum Ende des Prozesses wurden die Kulti-
vierungsvariablen tiber ein Prozessskript in der oben genannten Software eve® aufgezeichnet

und gesteuert.
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Nach Ende des Prozesses wurde das Kultivierungsmedium fr 1 h bei 14.000 x g zentrifugiert
(Rotana 460 R, Hettich), der Uberstand sterilfiltriert (PorengréRe 11 ym und 2.5 um) und an-

schlieRend in sogenannten Whirlpacks bei -80 °C eingefroren und bei -20 °C gelagert.

im L-MaBstab

M.Sc. Dominik Schafer
Tel. 15723 (01578-6894358)
hhed Schafer

Abb. 4.3.1: Anlagenaufbau fir Satzprozesse im 7,5 L-Maf3stab. 1: 7 L-Ruhrkesselreaktor, 2: Kontrol-
leinheit, 3: Pumpenmodul, 4: Titrationsmittel, 5: Abgasgasanalyseeinheit.

1,5 L-Mal3stab

Fur die Satzkultivierungen im 1,5 L-Maf3stab wurden parallelisierte Ruhrkesselreaktoren
(Typ DASGIP, Eppendorf SE, Hamburg, Deutschland) mit vier identischen Glasreaktoren
(Durchmesser = 11 cm, H6he = 200 cm) mit einem Arbeitsvolumen von 0,7 L verwendet. Die
einzelnen Komponenten der Anlage sind im Anhang in Tabelle 9.1.3 aufgelistet und in Abb.
4.3.2 naher dargestellt. Die einwandigen Glasreaktoren wurden mittels eines Heiz-/Kihlblocks,
in den sie eingesetzt wurden, temperiert. Uber die Deckelplatte wurden Rihrermotor, Gelost-
sauerstoff- und pH Sonde, Tauchrohr zum Einbau eines Temperaturfuhlers, Abluftkiihler zur
Minimierung des Verdunstungsverlust, Begasungsrohr, Probenahmerohr und Titrationsmittel-
port eingebaut. Die Glasreaktoren verfiigen tber keine Stromungsbrecher. An der Rihrwelle
waren zur Bewaltigung der gewiinschten Ruhraufgabe zwei Sechsblattscheibenrtihrer (Durch-
messer 4,6 cm und Blatthéhe 1,1 cm) befestigt. Dabei war zwischen dem unteren und oberen
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Ruhrer 2,5 cm Abstand. In Kapitel 5.4.4 wurde erstmals mit einer alternativen Riuhrerkonfigu-
ration gearbeitet, bei dem auch Schragblattriihrer zum Einsatz kamen. Bei dieser Konfiguration
war zwischen dem untern Sechsblattscheibenrtihrer und dem oberen Schragblattriihrer auch
2,5 cm Abstand. Aufgrund der nicht schaumbildenden Eigenschaften der verwendeten Reak-
tionsmedien, konnte auf den Einbau einer Schaumsonde verzichtet werden. Zur Analyse der
Abluft wurde eine Abgassensorik (BlueVary, BlueSens gas sensor GmbH, Herten, Deutsch-
land) an die sterilfiltrierte Abluft jedes Reaktors angeschlossen. Die Begasung erfolgte mit auf
2,5 bar geregelter, sterilfiltrierter Druckluft, deren Volumenstrom tber einen, in der Steuerein-
heit integrierten, Massendurchflussregler eingestellt werden konnte. Die Prozesse wurden
ausschlie3lich drucklos durchgefiihrt. Zur Steuerung und Regelung der Prozessgrolien, wurde
die am Reaktor befindliche Steuereinheit oder die Software DASware® control (Eppendorf SE,
Hamburg, Deutschland) verwendet.

Zur Vorbereitung eines Prozesses wurde die pH-Sonde auf pH 4,0 und pH 7,0 kalibriert (Zwei-
punktkalibrierung). AnschlieRend wurden die Reaktoren mit VE-Wasser gefullt und bei 121 °C
fur 20 min sterilisiert. Nach dem Abkuhlen der Reaktoren, wurden das VE-Wasser entfernt und
das zuvor sterilisiert und gemischte Medium (Kapitel 4.2.6) unter sterilen Bedingungen uber
sogenannte ,Seitenarme” in die Reaktoren hinzugegeben. Nach Integration der Reaktoren in
das Reaktorsystem wurde die Geldstsauerstoffsonde auf 100 % kalibriert (30 °C, Begasung
von 2 vvm, im Prozess verwendeten Rihrerdrehzahl). Eine Kalibrierung auf 0 % mittel Stick-
stoff war aufgrund des Sondentyps (digital, optisch) nicht nétig. Wahrenddessen wurde die
Einpunktkalibrierung der Abgasanalytik auf 20,95 % Sauerstoff und 0,04 % Kohlenstoffdioxid
durchgefihrt.

AnschlieRend wurden die Startvariablen eingestellt (T = 30°C, Fiy« = 0,2 vvm, pH 4,5) und der
Prozess durch Inokulation mit der gewiinschten Sporenkonzentration (Stan-
dard: 10° Sporen L1) gestartet. Wahrend des Prozesses wurde der pH durch automatische
Zugabe von 1 M H2S0O4und 3 M KOH kontant auf pH 4,5 gehalten. Auch die Temperatur wurde
konstant bei 30 °C gehalten. Zur Minimierung eines Sporenverlustes zu Beginn des Prozesses
wurde ein zweistufiges Protokoll der Rihrerdrehzahl und Begasungsrate eingesetzt (adaptiert
aus Nitsche et al. 2012). Erst nach den ersten drei oder sechs Stunden, in denen die Rihrer-
drehzahl auf 300 mint und die Begasungen passiv durch den Kopfraum des Reaktors realisiert
wurden, wurden beide Variablen auf ihre gewiinschte Betriebswerte eingestellt. Zur ausrei-
chenden Sauerstoffversorgung des Pilzes, wurde eine Kaskade basierend auf Erhéhung der
Begasungsrate (0,2-2 vvm) verwendet, durch die die Geldstsauerstoffkonzentration immer
Uber 30 % Luftséattigung gehalten werden sollte. Von einer Erhéhung der Drehzahl wurde auf-
grund der dadurch induzierten Morphologieeffekte des Produktionsorganismus und damit ein-

hergehenden Prozessveranderungen abgesehen. Bis zum Ende des Prozesses wurden die
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Kultivierungsvariablen tber ein Prozessskript in der oben genannten Software DASware® con-
trol aufgezeichnet und gesteuert. Die Daten der Abgasanalytik wurden Uber ein separates Mo-

dul aufgezeichnet.

Nach Ende der Prozesse wurde das Kultivierungsmedium fur 1 h bei 14.000 x g zentrifugiert
(Rotana 460 R, Hettich), der Uberstand sterilfiltriert (PorengréRe 11 ym und 2.5 um) und an-

schlieRend in sogenannten Whirlpacks bei -80 °C eingefroren und bei -20 °C gelagert.

Abb. 4.3.2: Anlagenaufbau fur Satzprozesse im 1,5 L-MaRstab. 1: 1,5 L-Rihrkesselreaktor mit Tempe-
rierungseinheit, 2: Kontrolleinheit, 3: Pumpenmodul, 4: Titrationsmittel. Die verwendete Abgasanaly-
seeinheit ist auf dem Bild nicht dargestellt.
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4.3.5 Untersuchung von Ruhrerkonfigurationen im Ruhrkesselreaktor

Um der rheologischen Anforderungen der untersuchten Zuckerribenschnitzelsuspensionen
gerecht zu werden, wurden drei verschiedene Rihrerkonfigurationen auf inr Mischzeitverhal-
ten untersucht. Dabei wurde der in Kapitel 4.3.4 beschriebene Rihrkesselreaktor im
7,5 L-Mal3stab verwendet. Als Medium wurde ein 70 %ige (v/v) Glycerinldsung (~27 mPa s bei
20°C) verwendet. Die Untersuchungen wurden bei 30 °C durchgefiihrt.

Untersucht wurden die in Tabelle 4.3.1 und Abb. 4.3.3 dargestellten Rihrerkonfigurationen.
Dabei wurden zwei Rihrertypen verwendet: Der Sechsblattscheibenriihrer (Rushton-Turbine,
radial férdernd) hatte einen Durchmesser von 5,4 cm und eine Blatth6he/Blattbreite von 1,1cm.
Der Schragblattrihrer (axial fordern mit radial Anteil), welcher aus drei Ruhrblattern bestand,
hatte einen Durchmesser von 6,5 cm, eine BlattlAnge von 7,2 cm und eine Hoéhe von 5,3 cm.
Der Neigungswinkel der Ruhrblatter lag bei 45 °. Die Schréagblattriihrer konnte sowohl auf-
wartsférdern als auch abwartsférdern eingebaut werden. Das Verhaltnis von Rihrerdurchmes-
ser zu Reaktordurchmesser (15 cm) beim Sechsblattscheibenriihrer betrug 0,36 und beim
Schragblattriihrer 0,43.

Tabelle 4.3.1: Geometrische Daten der Ruhrerkonfigurationen.

Ruhrertyp* Abstand zwischen den Rihrern
Konfiguration A SR-SR-SR 25cm-5cm
Konfiguration B SR-SBRab-SBRaw 5cm—-7,5¢cm
Konfiguration C SR-SBRaw-SBRab 5cm-75cm

*Ruhrertyp beginnend vom Ende der Riuhrwelle: Sechsblattscheibenrihrer (SR), Schragblattrihrer auf-
wartsfordernd (SBRaw), Schragblattrihrer abwéartsfordernd (SBRab)

Zur Bestimmung der Mischzeit wurde eine pH Anderung (Sprungfunktion) durch Zugabe von
500 pL 2 M NaOH induziert, deren zeitliche Anderung ab der Zugabe bis zum Erreichen eines
konstanten pH fur 30 Sekunden (ApH < 0.2 gleichbedeutend mit 90 % Homogenitat) als Misch-

zeit B0 bestimmt wurde. Die Untersuchungen wurden im Triplikat durchgefihrt.
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Abb. 4.3.3: Untersuchte Ruhrerkonfigurationen in 3 L 70 %iger Glycerinlésung. Dargestellt sind die Ruh-
rerkonfigurationen (beginnen vom Ende der Rihrwelle A: Drei Sechsblattscheibenrihrer, B: Sechsblatt-
scheibenrthrer - Schragblattriihrer abwartsférdernd —Schrégblattrihrer aufwéartsférdernd, C: Sechs-
blattscheibenrihrer - Schragblattrihrer aufwartsfordernd —Schragblattriihrer abwartsférdernd.

4.4 Enzymatische Hydrolyse von Zuckerrilbensuspensionen

4.4.1 Enzymatische Hydrolyse im Milliliter-MaRRstab

Fur die initiale Untersuchung der Hydrolyse von Zuckerriibenschnitzeln im mL-Mafstab wurde
ein parallelisierter Ruhrkesselreaktorblock der Firma 2mag AG verwendet, bei dem bis zu
48 Ruhrkesselreaktoren parallel betrieben werden kénnen. Die einzelnen Komponenten der
Anlage sind im Anhang in Tabelle 9.1.2 aufgelistet und in Abb. 4.4.2 néher dargestellt.

Es wurde ein Riuhrkesselreaktorblock verwendet bei dem 48 Positionen fir Reaktionsgefalle
vorhanden sind, die alle Uber magnetisch induktiv angetriebene Ruhrer verfugen (Abb. 4.4.1A).
Die Drehzahl der Rihrer konnte Uber eine Steuereinheit eingestellt werden. Die verwendeten
S-Ruhrer waren in der Deckelplatte verankert und wurden speziell am Lehrstuhl fir Bioverfah-
renstechnik der TU Minchen entwickelt (Riedlberger et al. 2013; Riedlberger & Weuster-
Botz 2012). Als Reaktionsgefalle kamen unbewehrte Einwegreaktoren aus Polystyrol zum
Einsatz (Abb. 4.4.1B). Diese steril angelieferten Reaktoren hatten einen Innendurchmesser
von 20 mm und eine Gesamthdhe von 86 mm. Das Arbeitsvolumen betrug 12 mL. Zur Tem-
perierung des Ruhrkesselreaktorblocks wurden zwei unabhéngige Warmetauscher verwen-
det. Zum einen wurde ein Thermostat zur Temperierung des Reaktionsmediums verwendet
und zum anderen wurde ein Kuhlaggregat zur Kihlung des Kopfraums verwendet, um Ver-
dunstungsverluste zu minimieren. Eine Probenahme erfolgte Gber die im Reaktordeckel ein-
gelassenen Probenahmeltcher mittels speziell angefertigter, zuvor sterilisierter Probenahme-
rohre (Abb. 4.4.1B). Um diese Probenahmeldcher wéhrend der Hydrolyse zu verschliel3en,



58 Material und Methoden

wurde eine spezielle Haube konstruiert, welche auf der Innenseite mit thermostabilem Silikon
ausgegossen wurde (Abb. 4.4.1A). Wahrend der Probenahme wurde Uber eine kurzeitige Be-
gasung (180 L h) ein Uberdruck in den Reaktoren erzeugt, der eine Kontamination der Re-

aktoren verhindern sollte.

Abb. 4.4.1: 48fach parallel Riuhrkesselreaktorblock im mL-MaRstab. Dargestellt sind (A) der 48fach pa-
rallel Rihrkesselreaktorblock der Firma 2mag AG und die am Lehrstuhl konstruierte Haube und (B) die
verwendeten unbewehrten Einwegreaktoren, die Ruhrorgane (S-Ruhrer) und die Probenahmerohre.

Zur Vorbereitung einer Hydrolyse wurde der Ruhrkesselreaktorblockdeckel mit Rihrer be-
stuckt und zusammen mit der Haube fur 20 min bei 121 °C sterilisiert. Das Substrat wurde fir
jeden Prozess frisch in einem Messkolben eingewogen, in Pufferlésung mit gewlinschter Mo-
laritat (pH 4,5) suspendiert und fir 20 min bei 121 °C sterilisiert. Vor Beginn der Hydrolyse
wurden beide Warmetauscher auf die gewiinschte Temperatur temperiert (Thermostat bei
30°C und Kihlaggregat bei 4°C). AnschlieRend wurde das Medium (vgl. 4.2.7) unter sterilen
Bedingungen auf Eis vervollstéandigt, in die verwendeten Einwegreaktoren aliquotiert und zum
Start der Hydrolyse in den verwendeten Reaktorblock transferiert. Die Hydrolyse wurde bei
kontanter Temperatur (30 °C und 50°C) und Ruhrerdrehzahl (500 min?) durchgefihrt. Der
initiale pH lag bei pH 4,5.
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Abb. 4.4.2: Anlagenaufbau Zur Hydrolyse pektinreicher Agrarreststoffe im mL-Maf3stab. 1:48fach paral-
lel Rihrkesselreaktorblock der Firma 2mag AG mit Deckel, 2: Steuereinheit zur Kontrolle der Riihrerge-
schwindigkeit, 3: Kiihlaggregat zur Kihlung des Kopfraums, 4: Umwalzthermostat zur Temperierung
des Reaktorblocks.

4.4.2 Enzymatische Hydrolyse im Liter-Mal3stab

Untersuchungen zur Hydrolyse von Zuckerriibenschnitzeln im Litermal3stab wurden, analog
zur Kultivierung von A. niger, in den vierfach parallelisierten Riuhrkesselreaktoren vom Typ

DASGIP der Firma Eppendorf SE mit einem Totalvolumen von 1,5 L pro Reaktor durchgefihrt.

Zur Untersuchung der Hydrolyse wurden folgende Anderungen zur in Kapitel 4.3.4 beschrie-
benen Vorgehensweise vorgenommen. Aufgrund der nicht bendtigten Begasung des Mediums
wahrend der Hydrolyse wurde auf den Einbau der Geldstsauerstoffsonde und des Abluftkiih-
lers verzichtet. Wahrend der Hydrolyse wurde mit einer alternativen Ruhrerkonfiguration gear-
beitet, bei dem auch Schragblattrihrer zum Einsatz kamen. Bei dieser Konfiguration war zwi-
schen dem Sechsblattscheibenriihrer am unteren Ende der Ruhrwelle und dem oberen
Schragblattrihrer 2,5 cm Abstand. Zum Druckausgleich wurden die Reaktoren Uiber einen Ste-
rilfilter passiv bellftet, sodass die Prozesse ausschlief3lich drucklos durchgefihrt werden konn-
ten. Zur Steuerung und Regelung der ProzessgrofRen, wurde die am Reaktor befindliche Steu-
ereinheit oder die Software DASware® control (Eppendorf SE, Hamburg, Deutschland) ver-

wendet.
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Zur Vorbereitung der Prozesse wurde die pH-Sonde auf pH 4,0 und pH 7,0 kalibriert (Zwei-
punktkalibrierung). Anschlieend wurden die Reaktoren mit der gewlinschten Menge an vor-
getrockneten Zuckerriibenschnitzeln, suspendiert in VE-Wasser, gefillt und fur 20 min bei
121 °C sterilisiert. Nach dem Abkuhlen der Reaktoren wurden der Suspension das restliche
Medium (Kapitel 4.2.7) unter sterilen Bedingungen Uber die Seitenarme in die Reaktoren hin-
zugegeben und damit die Hydrolyse gestartet. AnschlieBend wurden die Kultivierungsvariab-
len eingestellt (T = 30°C, pH 4,5, 600 min), welche tber die gesamte Hydrolyse konstant
gehalten wurden. Wéahrend des Satzprozesses wurde der pH durch automatische Zugabe von
1 M H2SO04 und 3 M KOH kontant auf pH 4,5 gehalten. Auch die Temperatur wurde konstant
bei 30 °C gehalten. Bis zum Ende des Prozesses wurden die Kultivierungsvariablen tber die
oben genannte Software DASware® control aufgezeichnet und gesteuert.

Nach Ende der Prozesse wurde das Hydrolysemedium fir 1 h bei 14.000 x g zentrifugiert
(Rotana 460 R, Hettich), der Uberstand sterilfiltriert (PorengréRe 11 ym und 2.5 ym) und an-
schlieRend in sogenannten Whirlpacks bei -80 °C eingefroren und bei -20 °C gelagert.

AbschlieRende Untersuchungen zur Prozessintegration wurden im Rihrkesselreaktor vom
Typ Labfors 5 der Firma Infors AG im 7,5 L-Mal3stab durchgefuhrt. Im 7,5 L-MaR3stab wurde,
wenn nicht explizit in Kapitel 5.5 darauf hingewiesen wurde, exakt nach der Beschreibung in
Kapitel 4.3.4 gearbeitet. Allgemeine Eigenschaften der beiden Systeme sind in Kapitel 4.3.4

beschrieben.
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4.5 Analytische Methoden

Zur Charakterisierung der Prozesse wurden Proben zur Durchfiihrung der unten aufgefuhrten
analytischen Methoden entnommen. Dafir wurde zu bestimmten Zeitpunkten bei der Kultivie-
rung von A. niger und bei der Hydrolyse pektinreicher Substrate Kulturmaterial entnommen.
Die morphologische Charakterisierung sowie die Bestimmung der Biotrockenmasse fanden
direkt im Anschluss der Probennahme statt. Fur die weiteren Analysen wurde die Proben fur
10-15 min bei 3.260 x g zentrifugiert, der Uberstand aliquotiert, bei -80°C eingefroren und bei

-20°C gelagert. Vor den Analysen wurden die Proben auf Eis aufgetaut.

4.5.1 Gravimetrische Bestimmung der Biotrockenmasse

Die Zunahme der Biomasse wahrend der Kultivierung mit [6slichen Medienbestandteilen sowie
die Abnahme der Biomasse wahrend der Hydrolyse pektinreicher Substrate wurde gravimet-
risch quantifiziert. Daflir wurde ein festgelegtes, gut durchmischtes Volumen der Probe Uber
zuvor bei 80°C getrocknet und vorgewogene Filter (Whatman, Grad 1 & 5, 55 mm Durchmes-
ser, 11 & 2,5 um Porengrofe) filtriert und mit einem zuvor festgelegten Volumen deionisiertem
Wasser gewaschen. AnschlieRend wurde der Filter in Glaspetrischalen bei 80°C fur mindes-
tens 24 h bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Nach dem Abkiihlen im Exsikkator wurde die
Glaspetrischale mit enthaltenem Filter erneut gewogen. Aus der Differenz der beiden Wagun-
gen und dem eingesetzten Flissigkeitsvolumen wurde anschlie3end die Biotrockenmasse in

g L berechnet. Alle Biomassebestimmungen wurden im Triplikat durchgefiihrt.

4.5.2 Morphologische Charakterisierung

Zur Charakterisierung der pilzlichen Morphologie und Kontrolle mdglicher Kontaminationen
wurde ein reprasentativer Teil jeder Probe mikroskopisch betrachtet und die beobachtete Mor-
phologie digital dokumentiert. Hierzu wurde Probenmaterial auf einen Objekttrager aufgege-
ben und unter dem Lichtmikroskop (Axioplan, Zeiss, Jena, Deutschland) bei VergréRerungen
von 1,25x, 5x und 20x untersucht. Zur Aufnahme der mikroskopischen Bilder wurde eine
3,3-megapixel Digitalkamera (Axiocam ICc3, Zeiss, Jena, Deutschland) in Verbindungen mit

der dazugehdorigen Software (ZEN lite, Zeiss, Jena, Deutschland) verwendet.

4.5.3 Quantifizierung der Proteinkonzentration im Kulturtiiberstand

Zur Quantifizierung der Proteinkonzentration im Kulturiiberstand wurde das Pierce™ Coomas-
sie Plus (Bradford) Assay Kit (Thermo Scientific™) nach Herstellerangaben (Micro Microplate
Protocol 1 — 25 ug mL?) verwendet. Als Referenzprotein wurde Bovine Serum Album (BSA),
welches mittels 100 mM Natriumcitrat-Puffer pH 4,5 zu Referenzldsungen im Konzentrations-

bereich von 0-25 ug mL? verdiinnt wurde, verwendet. Jede untersuchte Probe wurde mit
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100 mM Natriumcitrat-Puffer pH 4,5 verdinnt, sodass sich die Proteinkonzentration im Bereich
der Referenzlésungen befand. Fir die Messung der Proteinkonzentration wurden 150 uL jeder
Probe und Referenzlésung im Triplikat in eine 96-well Mikrotiterplatte gegeben. Anschliel3end
wurde 150 pL des Coomassie Plus Reagenz hinzugefiigt. Nach Mischung mittels eines Plat-
tenschuttlers und zehnminutiger Inkubation bei Raumtemperatur, wurde die Absorption bei
595 nm im Mikrotiterplatten-Photometer (Infinite® M200 Pro, Tecan, Mannedorf, Schweiz) ge-
messen. Zur Korrelation zwischen Proteinkonzentration und Absorption wurde ein Polynom

dritten Grades verwendet.

4.5.4 Quantifizierung der Polygalacturonaseaktivitat im Kulturtiberstand

Fur die Quantifizierung der Polygalacturonaseaktivitdt wurde eine modifizierte Version des
Fructan Assay Kit Protokolls (Megazyme Ltd., Bray, Irland) etabliert und verwendet. Die Akti-
vitéat wird dabei kolorimetrisch durch Bestimmung der Menge an reduzierenden Zuckern mittels
p-Hydroxybenzoesaurehydrazid (PHBAH) ermittelt. In alkalischer Lésung reagiert das Saure-
hydrazid mit Kohlenhydraten zu gelben Anionen, welche bei einer Wellenlange von 410 nm
detektiert werden kdénnen (Lever 1972). Als Substrat fiir diese Bestimmungsmethode wurde
Polygalacturonsaure verwendet, aus der die freien reduzierenden Zucker abgespalten wer-
den. Als Aktivitatseinheit wurde die Einheit Unit gewahlt. Dabei entspricht 1 Unit Polygalactu-
ronaseaktivitat der Generierung von 1 pmol D-Galacturonsaure pro min pro mL Kulturber-

stand unter Assaybedingungen.

Als Standard wurde eine D-Galacturonsaurelésung mit Konzentrationen von 0 mM bis 2 mM
verwendet. Zur Erstellung und Verdiinnung des Standards und der Proben wurde ein 100 mM
Natriumcitrat-Puffer (pH 4,5) (vgl. Kapitel 4.2.4) verwendet. Die PHBAH Arbeitslésung wurde
durch eine 1:10 Mischung aus Reagenz A und Reagenz B (Tabelle 4.5.1) direkt vor Beginn
des Assays hergestellt. Alle Proben und Reagenzien wurden wahrend der Durchfiihrung des

Assays auf Eis gelagert.

Fur die Inkubation der Probe mit Polygalacturonsaure wurden folgende Schritte durchgeftihrt.
In einem 1,5 mL Reaktionsgefald wurden 100 pL der verdinnten Probe und 100 pL des Sub-
strats (10 g L Polygalacturonsaure) gemischt. AnschlieRend wurden 20 pL als Startwert vor
Beginn der Inkubation in eine 96x Mikrotiterplatte Ubertragen. Das Reaktionsgemisch wurde
dann fir 60 min bei 30 °C und 1000 min* im Thermoschdittler (ThermoMixerC, eppendorf) in-
kubiert. Nach 20, 30, 40 und 60 min wurden jeweils 20 uL Probe genommen und ebenfalls in
die 96x Mikrotiterplatte Gbertragen. Wahrend der Inkubationszeit wurde der D-Galacturonséu-
restandard in die 96x Mikrotiterplatte transferiert und 1:1 mit 100 mM Natriumcitrat-Puffer in

der 96x Mikrotiterplatte verdiinnt.
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Um die freigesetzte D-Galacturonsaure zu detektieren, wurde anschliel3end die auf Eis gela-
gerte 96x Mikrotiterplatte weiterbearbeitet. Dazu wurden 150 yL der PAHBAH Arbeitslésung
zu allen Proben und Standards hinzugegeben und durch Auf- und Abpipettieren gemischt. Die
Platte wurde mit einem PCR-Film verschlossen, fir 6 min bei 96 °C im Thermoblock erhitzt

und anschlieRend sofort auf Eis gekuinhlt.

Nach der Farbreaktion wurden 125 uL des Standards unverdinnt in eine Mikrotiter Messplatte
gegeben. Die Proben wurden 1:2 beziehungsweise 1:5 mit VE-Wasser in der Messplatte ver-

dunnt. Abschliel3end wurde die Absorption bei 410 nm gemessen (Infinite® M200 Pro, Tecan).

Zur Berechnung der Enzymaktivitat, wurde eine lineare Regression der Konzentrationen des
D-Galacturonsaurestandards und deren Absorption durchgefuhrt. AnschlieBend konnte die
freigesetzte D-Galacturonsaurekonzentration innerhalb der inkubierten Proben (nach
Bereinigung der Absorptionswerte um ihren jeweiligen Startwert) mittels der Standardgerade
unter Berucksichtigung der Inkubationszeit, der Verdiinnungen und des Probenvolumens be-
stimmt werden. Die Analyse der Proben wurde in Triplikaten durchgefiihrt und die Ergebnisse
als Mittelwert der Triplikate mit deren Standardabweichung angegeben.

Das verwendete Substrat Polygalacturonsdure besteht aus a-1,4-verknipften
D-Galacturonsaureeinheiten und ist das Hauptpolymer in Pektin. Trotz der Vielzahl an enzyma-
tischen Aktivitaten, die zum Abbau von Pektin bendétigt werden, wurde die hier bestimmte Po-
lygalacturonaseaktivitat als Indikator fUr die pektinolytische Aktivitat der hergestellten En-

zymmischungen im Kulturiiberstand verwendet.

Zur Charakterisierung der Cellulaseaktivitat in Abhangigkeit der Hydrolysetemperatur (Kapitel

5.4.5) wurde Carboxymethylcellulose als Substrat verwendet.

Tabelle 4.5.1: Zusammensetzung der PAHBAH Reagenzien.

Chemikalie Konzentration
Reagenz A 4-Hydroxybenzhydrazide 50gL?

Salzséaure, 37 % 50 mL L?
Reagenz B Calciumchlorid Dihydrat 1,10gL?

tri-Natriumcitrat Dihydrat 12,45 g L?

Natriumhydroxid 20gL?
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455 Viskositatsbasierte Bestimmung der Pektinase-Aktivitat

Zur Untersuchung der Enzymstabilitdt und Inhibierung des produzierten Enzymiberstands
wahrend dessen Einsatz zur Hydrolyse pektinreicher Reststoffe wurde eine viskositatsbasier-
tes Messmethode verwendet. Hierzu wurde die Pektinase bedingte Viskositatsabnahme einer
20 g L* Pektin C Losung durch Hinzugabe des Enzymuiberstands mittels eines Rheometers
(Rheolab QC, Anton Paar, Graz, Osterreich) gemessen. Die Proben wurden 1:2 mit 1200 mM
Natriumcitrat-Puffer pH 4,5 verdiinnt. Fur die Messung wurden 12 mL der auf 30°C vortempe-
rierten Zitruspektinlosung (20 g L) mit 500 uL der verdiinnten Probe vermischt und zigig in
das Rheometer transferiert. Die Messung wurde bei einer konstanten Scherrate von 2000 s*
fur 20 min (Messpunktdauer 10 s) bei pH 4,5 und 30 °C durchgefihrt. Zur Negativkontrolle
wurde die Probe durch inaktivierte Proben (10 min bei 90°C) oder Puffer ersetzt. Alle Viskosi-
tatsbestimmungen wurden im Triplikat durchgefuhrt.

4.5.6 Quantifizierung der Zuckerkonzentration im Kulturiberstand

Die Analyse der im Kultur- und Hydrolysetlberstand enthaltenen Zucker und organischen Sau-
ren wurde mittels Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC) durchgefiihrt. Hierbei
wurden vor allem die Konzentrationen der freien Zucker quantifiziert, um die Enzymaktivitat
wahrend der Kultivierung und den Hydrolyseerfolg bestimmen zu kénnen. Zur Vorbereitung
wurden die Proben nach dem Auftauen bei 90°C fiir 10 Minuten in einem Wasserbad inaktiviert
und anschlieRBend Uber Spritzenvorsatzfilter (0,22 um, Chromafil RC-20/15 MS, Macherey-Na-
gel GmbH & Co.KG, Diiren, Deutschland) in Rollrandflaschen mit 150 yL Mikroeinsatz steril-
filtriert. Sofern keine sofortige Messung maglich war, wurden die vorbereiteten Proben bei 4°C
fur eine maximale Dauer von einer Woche gelagert. Fur die Messung wurde das in Tabelle
4.5.2 aufgefiihrte HPLC-System Agilent 1100 (Agilent Technologies Inc., Santa Clara, USA)
unter den dort angegebenen Betriebsparametern verwendet. Die Auswertung der erhaltenen
Chromatogramme erfolgte mit der Software ChemStation B.04.03 (Agilent Technologies Inc.,
Santa Clara, USA). Zur genauen Quantifizierung der Zucker wurden externe Standards von
D-Glucose, L-Arabinose, L-Fucose, in Konzentrationen von 0,078-15 g L1, L-Rhamnose
und p-Galacturonséaure von 0,071-13,76 g L'* und p-Xylose, b-Mannose und p-Galactose
mit jeweils 0,026-5 g L1 vermessen und deren Konzentration mit ihrer Peakflache mittels

linearer Regression korreliert.
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Tabelle 4.5.2;: Technische Daten und Betriebsparameter der verwendeten HPLC-Anlage

Technische Daten

Pumpe Agilent 1100 Series G1311A

Entgaser Agilent 1100 Series G1322A

Probengeber Agilent 1100 Series G1313A

Saulenofen Spark-Holland Mistral

Detektor Agilent 1200 Series G1362A RI-Detektor (bei 50 °C)
Trennséule Bio-Rad AMINEX® HPX87-H 300 mm x 7,8 mm
Vorsaule Micro-Guard Cation H Cartridge

Software ChemStation B.04.03

Betriebsparameter

Laufmittel 5 mM H2S04 (0,22 um sterilfiltriert)
Injektionsvolumen 20 L

Saulentemperatur 65 °C

Analysendauer Standard: 17,5 min; Probe: 30 min
Flussrate Isokratisch, 0,5 ml min?

4.5.7 Quantifizierung der Zuckerzusammensetzung pektinreicher Reststoffe

Die Zusammensetzung der als Substrat verwendeten Zuckerriibenschnitzel wurde mit Hilfe
eines zweistufigen Verfahrens (saure & enzymatische Hydrolyse) analysiert. Zur Vorbereitung
wurden die Zuckerriibenschnitzel in einer Schwingmiihle (MM 200, Retsch Technology GmbH)
unter Verwendung von Mahlkugel aus Glas oder Edelstahl bei einer Schwingfrequenz von

25 Hz fur 10 min zerkleinert und homogenisiert.

Die verwendeten Enzympréparate Viscozym® L und Pektinase aus Aspergillus aculeatus
(beide durch Sigma-Aldrich vertrieben) wurden zur Verringerung von Messinterferenzen durch
die stabilisierende Matrix vor ihrem Einsatz gereinigt. Hierzu wurden Zentrifugalkonzentratoren
(molekulare Ausschlussgrenze (MWCO) 10.000 Da) eingesetzt. Die Enzympraparate (5 mL)
wurden drei Mal mit 50 mM Natriumacetatpuffer pH 5 gewaschen und anschliel3end im initialen

Volumen suspendiert. Nach der Reinigung der Enzyme wurden die Enzympraparate gemischt
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und im Verhdltnis 1:250 in 50 mM Natriumacetatpuffer, pH 5 verdinnt. Zur Konservierung

wurde Kanamycin (50 mg L) hinzugegeben.

Fur die saure Hydrolyse mit Trifluoressigsaure (TFA) wurden 100 mg der vorbehandelten Bio-
masse in eine 100 mL Schottflasche eingewogen, in 20 mL 2M TFA suspendiert und anschlie-

Bend fur 6 h bei 100 °C inkubiert. Im Anschluss wurden die Proben bei 4 °C gelagert.

AnschlieRend erfolgten Titration und Start der enzymatischen Hydrolyse unter aseptischen
Bedingungen. Die saurevorbehandelte Biomasse wurde aus der Schottflasche in einen Mess-
zylinder Uberftihrt. Die in der Schottflasche verbleibende Biomasse wurde mit 2,5 mL 1M Nat-
riumacetatpuffer und 5 mL VE-Wasser in den Messzylinder gespult. Zur Einstellung des pH
auf pH 5 wurde 10 M und 1 M NaOH, sowie 9 M H2SO, verwendet. Anschlieend wurde die
Suspension auf ein Volumen von 40 mL mit VE-Wasser aufgefullt und zuriick in die Schottfla-
sche Uberfuhrt. Zuletzt wurde der Messzylinder mit 10 mL Enzymgemisch gespult und eben-
falls in die Schottflasche tberfuhrt (finale Enzymverdinnung 1:1250). Die anschliel3ende en-
zymatische Hydrolyse fand fur 60 h in einem Schuttel-Inkubator (WiseCube, witeg Labortech-
nik GmbH) bei pH 5, 50 °C und 120 min* in 50 mM Natriumacetatpuffer statt.

Zur Quantifizierung des Verlustes von Monosacchariden wahrend des Verfahrens wurden an-
stelle der Biomasse 1 mL eines vorbereiteten Zuckerstandards (D-Xylose, b-Mannose, L-Fu-
cose, L-Arabinose, D-Glucose, L-Rhamnose, D-GalA, D-Galactose, D-Fructose, sowie
D-Glucuronsaure in VE-Wasser geldst — Konzentration pro Zuckermonomer 1 g L) der glei-
chen Behandlung unterzogen. Mit der erhaltenen Ausbeute wurde ein Verlustausgleichsfaktor
berechnet, mit dem der Verlust der Zucker wéahrend der Totalhydrolyse ausgleichen wurde.

Alle Zusammensetzungsanalysen wurden im Triplikat durchgeftihrt.

Zur Bestimmung des nach der Hydrolyse zurtickbleibenden Reststoffs wurde, nach Proben-
nahme zur Analyse der Zuckerzusammensetzung mittels einer HPAEC-PAD (Hochleistungs-
Anionenaustauschchromatographie mit gepulster amperometrischer Detektion - durchgefihrt
in Zusammenarbeit mit der Professur fur Pilzbiotechnologie in der Holzwissenschaft, TU Min-
chen), der gesamte Inhalt der Schottflasche (~49 mL) analog zur gravimetrischen Bestimmung

der Biotrockenmasse (vgl. 4.5.1) analysiert.
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5. Ergebnisse und Diskussion

5.1 Polygalacturonaseproduktion mit A. niger im Satzverfahren mit

definiertem Medium?

Als Grundlage fir eine erfolgreiche Hydrolyse pektinreicher Agrarreststoffe und der daraus
resultierenden Freisetzung von D-Galacturonséure, wurde ein Bioprozess zur Herstellung pek-
tinolytischer Enzyme mit dem filament6sen Pilz Aspergillus niger erarbeitet. Hierzu wurde ein
kontrolliertes Satzverfahren mit definiertem Zitruspektin-Minimalmedium erarbeitet, mit dem
verschiedene A. niger Stamme vergleichend charakterisiert wurden. Der am besten geeignete
Stamm sollte anschliel3end als Basis fur weitere genetische Optimierungen der Produktion
pektinolytischer Enzyme beim Kooperationspartner dienen. Aufgrund des starken Zusammen-
hangs der pilzlichen Produktivitat und der ausgebildeten Morphologie wurde anschliel3end der

Effekt des ruhrerinduzierten Leistungseintrag untersucht.

5.1.1 Polygalacturonaseproduktion verschiedener A. niger Stamme

Zur ldentifikation eines geeigneten Basisstammes wurden sechs Stamme aus den im Folgen-
den beschrieben monophyletischen Gruppen vergleichend charakterisiert. Diese sechs
Stamme wurden basierend auf folgenden Kriterien ausgewahlt: Verflugbarkeit ihrer genomi-
schen Sequenz, Abwesenheit von Auxotrophiemarkern, um phénotypische Unterschiede auf-
grund von Veranderungen im zentralen Stoffwechsel zu vermeiden, die Abwesenheit geneti-
scher Modifikationen beziglich der Produktion pektinolytischer Enzyme und ihre Zuordnung

zur biologischen Sicherheitsstufe 1, um eine Handhabung im Labor gewahrleisten zu kénnen.

Die Stamme der ersten Gruppe sind aus der Literatur fir ihre einfache Handhabung und ge-
netische Maodifizierbarkeit im Labor bekannt. Aus dieser Gruppe wurden die Stamme A. ni-
ger NRRL3 und N402 untersucht. Die nachsten beiden Stamme A. niger ATCC 1015 und
ATCC 11414 wurden aus der Gruppe der industriellen Zitronenséureproduzenten ausgewabhilt.
Diese Gruppe ist aufgrund ihrer langjahrigen Sekretionsoptimierung interessant, da sie even-
tuell auch Vorteile bei der Sekretion von Enzymen mitbringt. Die Stamme A. niger NRRL 3122
und CBS 513.88 aus der dritten Gruppe sind bekannt fir ihre erhéhte Proteinproduktion und

Sekretion ins Medium.

L Ein Teil der Ergebnisse dieses Kapitels wurden publiziert in: Schafer et al. (2020) Comparative evalu-
ation of Aspergillus niger strains for endogenous pectin-depolymerization capacity and suitability for D-
galacturonic acid production. Bioprocess Biosyst Eng. 43(9):1549-1560.
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Vorauswahl der A. niger Stamme im Schittelkolben

Alle sechs A. niger Stamme wurden im Schuttelkolben in 20 g L Zitruspektin-Minimalmedium
bei 30 °C, in biologischen Triplikaten, kultiviert. Nach 96 h Stunden wurde die Polygalacturo-
naseaktivitat gemessen. Die A. niger Stamme NRRL 3122 und CBS 513.88 zeigten die nied-
rigste Polygalacturonaseaktivitat mit 174 + 41 U L™ und 345 + 199 U L. Die vier weiteren
Stamme A. niger NRRL3 (607 + 174 U L), N402 (493 + 233 U L), ATCC 1015
(674 £ 92 U L™) und ATCC 11414 (543 + 246 U L™) zeigten hohere Aktivitaten und wurden
deshalb fir den Vergleich im Ruhrkesselreaktor ausgewahlt (Abb. 5.1.1).
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Abb. 5.1.1: Polygalacturonaseaktivitat der A. niger Stamme NRRL3, N402, ATCC 1015, ATCC11414,
CBS 513.88 und NRRL 3122 nach 96 h Kultivierung im Schiittelkolben. Die Prozesse wurden in biolo-
gischen Triplikaten durchgefihrt und anschlieBend Uber eine Varianzanalyse (ANOVOA) gefolgt von
einem Tukey Post-hoc-Test ausgewertet. Unterschiede wurden mit einem Signifikanzniveau von 0.05
bewertet. Die Gruppe AB zeigte keinen signifikanten Unterschied zu Gruppe A oder B (T = 30°C, initialer
pH 4,5, VR = 0,025 L, ¢cs = 20 g L* Zitruspektin, 10° Sporen L1).

Vergleichende Charakterisierung der A. niger Stamme im Ruhrkesselreaktor

Die Kontrolle mechanischer und physiochemischer Parameter wahrend der Kultivierung von
A. niger ist aufgrund seines filamentdsen Wachstums essenziell zur Bereitstellung bestmdgli-
cher Bedingungen zur Herstellung pektinolytischer Enzyme. Im Sinne einer kontrollierbaren
und zugleich reproduzierbaren Charakterisierung, wurden folglich die vier vorausgewéhlte
A. niger Stamme NRRL3, N402, ATCC 1015, ATCC 11414 im Riuhrkesselreaktor vergleichend
kultiviert. Hierzu wurde ein Satzverfahren im 3 L-MaRstab mit 20 g L* Zitruspektin-Minimalme-
dium, wie in Kapitel 4.3.4 beschrieben, verwendet. Fir die vergleichende Charakterisierung
wurden die Zustandsgré3en Biotrockenmassekonzentration (BTM), Morphologie, Proteinkon-

zentration und Polygalacturonaseaktivitat der vier Stamme ermittelt.
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Der A. niger Stamm NRRL 3 zeigte nach 39 h seine maximale Biotrockenmassekonzentration
von 2,28 +0,12 g L'X. AnschlieBend fiel sie um 35 % bis zum Ende der Kultivierung auf
1,47 £ 0,02 g L't ab (Abb. 5.1.2). Die Biomassekonzentration der A. niger Stamme N402 und
ATCC 1015 zeigte ein ahnliches Verhalten. Bei beiden stieg sie bis 42 h Prozesszeit auf Ma-
ximalwerte von 3,65 + 0,35 g L'* (N402) und 3,38 + 0,07 g L (ATCC 1015) an, bevor sie sich
in beiden Fallen bis zum Ende um bis zu 30 % verringerte (Abb. 5.1.2). Der A. niger Stamm
ATCC 11414 zeigte einen unterschiedlichen Biotrockenmasseverlauf wahrend der Kultivie-
rung. Im Vergleich zu den anderen untersuchen A. niger Stammen erreichte die Biotrocken-
massekonzentration ihr Maximum von 2,68 + 0,03 g L™ sechs Stunden (48 h) verzdgert und
zeigte dann einen drastischen Abfall um 70 % auf 0,81 + 0,02 g L™ bis zum Ende der Kultivie-
rung (Abb. 5.1.2). Der Rickgang der Biotrockenmassekonzentration korrelierte in allen Pro-
zessen mit ansteigenden Geldstsauerstoffkonzentrationen im Medium und sinkenden Kohlen-
stoffdioxidanteilen im Abgas. Dieses Verhalten kann als Indikator fir eine weitestgehende Er-
schopfung der Kohlenstoffquelle Zitruspektin gedeutet werden.

In Anbetracht des starken Zusammenhangs der pilzlichen Produktivitéat mit der in Submerskul-
tivierung vorherrschenden Morphologie, wurde die Morphologie in allen Prozessen systema-
tisch erfasst. Dazu wurden mikroskopische Aufnahmen nach 9 h, 12 h, 19 h, 36 h und 88 h
(Abb. 5.1.2) gemacht. Die Aufnahmezeitpunkte sind zuséatzlich in den Diagrammen der Biotro-
ckenmassekonzentrationsverlaufen als schwarze Linien eingezeichnet. A. niger NRRL 3 und
ATCC 11414 zeigten dispers, filamenttse Morphologie. Im Gegensatz dazu zeigten A. niger
N402 und ATCC 1015 pelletartiges Wachstum. Bei dem Stamm N402 war dieses pelletartige
Wachstum jedoch starker ausgepragt als bei ATCC 1015. Zum Ende der Kultivierung veran-
derte sich die Morphologie von NRRL 3 auch zu einer eher pelletartigen Morphologie. Wah-
rend der Kultivierung aller Stamme aul3er ATCC 11414 konnte ab 34 h eine starke gelbe Féar-
bung des Kultivierungsmediums beobachtet werden. Bei Stamm ATCC 11414 wurde nur eine

milde gelbe Farbung nach 58 h beobachtet.
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Abb. 5.1.2: Biotrockenmassekonzentration und Morphologie bei Kultivierungen verschiedener A. niger
Wildtyp-Stamme. Dargestellt ist der zeitliche Verlauf der Biotrockenmassekonzentration (BTM) der
A. niger Stdmme NRRL3 (o), N402 (#), ATCC 1015 (m), ATCC 11414 (A) und morphologische Veran-
derung wahrend Satzkultivierungen im Ruhrkesselreaktor. Die schwarzen Linien in den BTM Diagram-
men kennzeichnen den Zeitpunkt der morphologischen Analysen. Die weiRen Mal3stabsbalken repra-
sentieren 1 mm (T = 30°C, pH 4,5, VR = 3 L, ¢s = 20 g L Zitruspektin, 10° Sporen L1).
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Zusatzlich zur Biomassebildung und der sich dabei ausbildenden Morphologie wurde auch die
Proteinkonzentration im Kulturiberstand untersucht (Abb. 5.1.3). Die sekretierte Protein-
menge von A. niger NRRL 3 erreichte nach annahernd linearer Zunahme bis zur 90 h eine
maximale Konzentration von 157 + 10 mg L. Die Stamme N402 und ATCC 1015 zeigten
maximale Proteinkonzentrationen von 162 + 6 mg L (81 h) und 167 + 5 mg L (71 h). In
beiden Fallen stagnierte oder fiel die Proteinkonzentration nach dem Maximum, analog zum
Abfall der Biotrockenmassekonzentration, bis zum Ende der Kultivierung ab (Abb. 5.1.2). In
Ubereinstimmung mit seiner verzogerten Biomassebildung zeigte der Stamm ATCC 11414
auch eine leicht verzégerte maximale Proteinkonzentration nach 87 h von 111 + 10 mg L.
Verglichen mit den anderen Stammen war seine maximale Proteinkonzentration um circa 32 %
verringert. Die biomassebezogene Proteinkonzentration war jedoch vergleichbar mit den drei
anderen A. niger Stammen NRRL3, N402 und ATTC 1015.

Das Ziel des Stammvergleichs war die Identifikation des produktivsten A. niger Stamms. Aus
diesem Grund wurde die sekretierte Polygalacturonaseaktivitat als ausschlaggebende Zu-
standsgrofe fur die abschlieRende Bewertung der Stamme gemessen (Abb. 5.1.3). Dabei
zeigten die Stdmme NRRL 3 und ATCC 11414, beide dispers myzelartig wachsend, hdhere
Polygalacturonaseaktivitat als die beiden Stamme A. niger N402 und ATCC 1015. Die Poly-
galacturonaseaktivitat des A. niger Stammes NRRL3 stieg zwischen der 36 h und 59 h stark
an und erreichte am Ende der Kultivierung ihre maximale Aktivitat von 1379 + 98 U L. Die
hdchste Polygalacturonaseaktivitat wurde von A. niger ATCC 11414 produziert, bei dem die
Aktivitat Gber die Kultivierung zunachst zunahm und ab 72 h bei einem Maximum von 1524 +
35 U L!stagnierte.
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Abb. 5.1.3: Proteinkonzentration und Polygalacturonaseaktivitat bei Kultivierungen verschiedener A. ni-
ger Wildtyp-Stamme. Dargestellt ist der zeitliche Verlauf der Proteinkonzentration und Polygalacturona-
seaktivitat (PGase) wahrend Satzkultivierungen der A. niger Stdmme NRRL3 (0), N402 (),
ATCC 1015 (o), ATCC 11414 (A) im Rahrkesselreaktor (T = 30°C, pH 4,5, VR =3 L, cs=20g L* Zit-
ruspektin, 10° Sporen L1).
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Diskussion

Nach Vorauswahl der Stamme im Schuttelkolben wurden die Stamme mit niedriger Polygalac-
turonaseproduktion A. niger CBS 513.88 und sein naher Verwandter NRRL 3122 fir die ver-
gleichende Charakterisierung im Ruhrkesselreaktor ausgeschlossen. Diese beiden Stamme
unterscheiden sich gegeniber der beiden Gruppen um ATCC 1015 und NRRL 3 durch einen
horizontalen Gentransfer des glaA Gens, welches flr eine Glucoamylase codiert, und eine
Verstarkung der dazugehdrigen Proteinbiosynthese (Andersen et al. 2011). In Anbetracht ih-
rer niedrigeren Polygalacturonaseaktivitéat scheinen diese Verdnderungen keinen Vorteil bei
der Produktion und Sekretion pektinolytischer Enzyme zu haben.

Waéhrend des Stammvergleichs unter kontrollierten Bedingungen im Ruhrkesselreaktor konnte
beobachtet werden, dass die sekretierte Proteinmenge und Biomassebildung nicht mit der
produzierten Polygalacturonaseaktivitat korrelierten. Die Aktivitatsverlaufe zeigten, dass die
verschiedenen Stamme deutliche Unterschiede im Biomassewachstum und in der Regulation
und Expression pektinolytischer Enzyme aufweisen. Da alle vier Prozesse unter identischen
Bedingungen durchgefiihrt wurden, weisen diese Ergebnisse auf eine stark unterschiedliche
physiologische Regulation hin, die nicht durch alleinigen Vergleich ihrer genomischen Daten
erklart werden kann (Andersen et al. 2011). Dispers myzelartiges Wachstum, wie es fiir die
A. niger Stamme NRRL 3 und ATCC 11414 beobachtet werden konnte, gilt als vorteilhaft fur
die Sekretion von Proteinen wahrend der Submerskultivierung von A. niger und anderer fila-
mentdser Pilze (Kurt et al. 2018; Veiter et al. 2018; Wucherpfennig et al. 2010). Analog zur Li-
teratur lieR sich diese Beobachtung fur die Polygalacturonaseaktivitat, nicht jedoch fir die Ge-
samtproteinsekretion, verifizieren. Die charakteristische Gelbfarbung des Mediums wahrend
der Kultivierung passt zur Beschreibung der Bildung von Aurasperon, das als bekanntes Ne-
benprodukt wahrend der Kultivierung von A. niger gebildet werden kann und zu einer Gelbfar-
bung des Mediums flihrt (Tanaka et al. 1966).

Durch diesen Stammvergleich konnte mit A. niger ATCC 11414 ein aussichtsreicher Stamm
fur die weiteren Untersuchungen zur Sekretion pektinolytischer Enzyme gefunden werden. Mit
einer um 10 % hoheren (und circa 24 h schnelleren) Polygalacturonaseproduktion im Vergleich
zum zweitbesten Stamm NRRL 3 wurde er in den folgenden Untersuchungen zur Polygalac-

turonaseproduktion von A. niger als Basisstamm verwendet.
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5.1.2 Variation Leistungseintrag bei der Polygalacturonaseproduktion

Die Produktivitat von filamentdsen Mikroorganismen wie A. niger ist stark mit der sich wahrend
der Kultivierung ausbildenden Morphologie verknipft, die wiederum von verschiedenen Kulti-
vierungsvariablen, wie pH, Temperatur, Medienzusammensetzung, Inokulationskonzentration
und dem mechanischen Leistungseintrag beeinflusst wird. Daher sollte der Einfluss des rih-
rerinduzierten volumetrischen Leistungseintrags, folgend kurz Leistungseintrag genannt, auf
die Morphologie und Polygalacturonaseproduktion des im Stammvergleich ausgewahlten
A. niger ATCC11414 untersucht werden.

Hierzu wurden die sechs in Tabelle 5.1.1 dargestellten Leistungseintrdge untersucht. Fir die
Prozesse wurde das in Kapitel 4.3.4 beschriebene Satzverfahren mit 20 g L™ Zitruspektin-
Minimalmedium verwendet. Die Rihrerdrehzahl wurde anschlieRend je nach gewiinschtem
Leistungseintrag auf 400, 500, 600, 700, 800 und 900 min* eingestellt.

Tabelle 5.1.1:Untersuchte Leistungseintrage im 1,5 L-Mal3stab.

Untersuchte Leistungseintrage, W L

1,9 2,3 2,9 3,4 3,9 5,0
(400 min-t) (500 min-t) (600 min-t) (700 min-t) (800 min-t) (900 min-t)

Korrespondierende Rihrerspitzengeschwindigkeit, m s

0,96 12 1,45 1,69 1,93 2,17

Mit einer Erhéhung des Leistungseintrags wurde eine Verringerung der maximalen Biotrocken-
massekonzentration beobachtet (Abb. 5.1.4). Bei den beiden niedrigsten Leistungseintragen
von 1,9 W L1 und 2,3 W L konnten die hochsten Biotrockenmassekonzentrationen beobach-
tet werden. Bei 1,9 W L stieg die Biomassekonzentration tber 72 h auf einen Maximalwert
von 4,48 + 0,34 g L'! an. Wahrend der Kultivierung mit 2,3 W L lag die maximale Biotrocken-
massekonzentration von 3,70 + 0,05 g L'* schon nach 57 h vor. Bei Leistungseintragen von
2,9 WL und 3,4 WL wurden nach 48 h Biotrockenmassekonzentrationen von 2,55 +
0,03gL?* und 2,9 + 0,10 g L? erreicht. Die Kultivierung bei einem Leistungseintrag von
3,9 W L1 zeigte ein um 10 h verzogertes Erreichen der maximalen Biotrockenmassekonzent-
ration. Es wurde jedoch eine ahnlich hohe Konzentration von 2,88 + 0,11 g L™ erreicht. Beim
hochsten untersuchten Leistungseintrag von 5,0 W Lt wurde, im Vergleich zu allen anderen
Prozessen, die niedrigste maximal Biotrockenmassekonzentration von 2,00 + 0,11 g L™ beo-
bachtet. In allen Prozessen fiel die Biomassekonzentration nach Erreichen ihres Maximalwer-
tes bis zum Ende der Satzkultivierung wieder ab. Parallel zur Reduktion der Biomassekon-

zentration konnte auch ein Abfall der Atmungsraten beobachtet werden. Daraus ist zu
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erkennen, dass es zum Ende der Satzkultivierung héchstwahrscheinlich zu einer Nahrstoffli-

mitation gekommen ist.

Bei der Analyse der mikroskopischen Aufnahmen der Pilzmorphologie zeigte sich, dass der
Leistungseintrag einen starken Einfluss auf die sich wahrend der Kultivierung ausbildende
Morphologie hat (Abb. 5.1.4). Mit zunehmendem Leistungseintrag konnte eine Veranderung
der Morphologie von ,fluffigen“ Pellets Uiber disperses Myzel (niedriger Leistungseintrag) hin

zu spharischen, sehr kompakten Pellets (hoher Leistungseintrag) beobachtet werden.

Die Analyse der Proteinkonzentration im Uberstand der Prozesse zeigte Unterschiede in der
Sekretionsgeschwindigkeit und Menge zum Ende der Kultivierung. Tendenziell wurden bei
niedrigerem Leistungseintrag héhere Menge Protein (zwischen 140-165 mg L) sekretiert als
bei hohem Leistungseintrag (106-117 mg L™) (Abb. 5.1.4). Bei der Betrachtung der Polygalac-
turonaseaktivitat im Kulturiiberstand zeigten die Prozesse mit den Leistungseintrégen von
2,9W Ltund 3,4WL*(1,2-1,9 U mL?) die hochsten Aktivitaten (Abb. 5.1.4). Bei dem Prozess
mit 2,9 W L konnte die maximale Aktivitat von bis zu 1,9 U mL? sogar bis zum Ende des
Prozesses aufrechterhalten werden. Die Prozesse mit niedrigeren und héheren Leistungsein-
tragen als 2,9 W L oder 3,4 W L*? zeigten geringere Polygalacturonaseaktivitaten (Abb.
5.1.4).
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Abb. 5.1.4: Biotrockenmassekonzentration (BTM), Morphologie, Proteinkonzentration und Polygalactu-
ronaseaktivitat (PGase) von A. niger ATCC 11414 in Abhangigkeit des Leistungseintrages. Dargestellt
sind die zeitlichen Verldaufe wahrend Kultivierungen von A. niger ATTC 11414 in Abhangigkeit des ruh-
rerinduzierten, volumetrischen Leistungseintrags: 1,9 W L1 (¢), 2,3 W Lt (A), 2,9 WL (4),
3,4W L1(0),3,9WL1(e)und5,0W L™ (e). Die morphologischen Bilder wurden nach 64 h aufgenom-
men (MaRstabsbalken =500 um). (T = 30°C, pH 4,5, VR =3 L, cs = 20 g L* Zitruspektin, 10° Sporen L1).
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Diskussion

Die beobachteten Auswirkungen auf die Satzprozesse kénnen sehr wahrscheinlich auf eine
durch den Leistungseintrag bedingte Regulation unterschiedlicher zellularer Aktivitaten zu-
rickgefuhrt werden. Bei niedrigerem Leistungseintrag wird die Biomassebildung bevorzugt,
wohingegen bei sehr hohen Leistungseintragen die Bewaltigung des induzierten Stresses im
Vordergrund steht. Aus diesem Grund kdnnte das gefundene Aktivitdtsmaximum in einem Be-
reich liegen, in dem beide Phanomene gleich stark ausgepréagt sind und somit die Enzymsek-
retion nicht beeintrachtig oder sogar begunstigt wird. Ein weiterer Aspekt ist die fur die Sekre-
tion bevorzugte dispers, myzelartige Morphologie, die sich durch die Wahl eines geeigneten
Leistungseintrags einstellen lasst. Ahnliche Beobachtungen konnten auch in anderen Studien
bei Variation des Leistungseintrags wéhrend der Produktion von Enzymen mit filamentésen
Pilze gemacht werden (Kiep 2011; Wucherpfennig et al. 2010).

Als Antwort auf den induzierten Scherstress wéahrend der Kultivierung bei hohem Leistungs-
eintrag bildete der Pilz pelletartige Strukturen aus, da diese scherunempfindlicher sind als dis-
perses Myzel. Diese Beobachtung wird auch in der Literatur beschrieben (Veiter et al. 2018;
Wucherpfennig et al. 2010).

Wahrend der Untersuchung konnten Unterschiede im Verlauf der Gel6stsauerstoffkonzentra-
tion im Medium beobachtet werden. Wie erwartet, konnte die Gelostsauerstoffkonzentration
bei héheren Leistungseintragen besser kontrolliert werden. Dies liegt auf verfahrenstechni-
scher Ebene an der besseren Gasblasendispergierung bei hdherem Leistungseintrag. Bei
niedrigeren Rihrerdrehzahlen, sprich niedrigerem Leistungseintrag, kommt ein gegenlaufiger
Effekt hinzu. Durch die hohere Biomassekonzentration steigt der Sauerstoffbedarf wahrend
das myzelartige Wachstum die Viskositat des Mediums erhdht und somit auch die Gasblasen-

dispersion und den Stofftransport erschwert.

AbschlieRend kann zusammengefasst werden, dass der riihrerinduzierte, volumetrische Leis-
tungseintrag auch in diesem Prozess zur Herstellung pektinolytischer Enzyme eine grof3e
Rolle spielt. Er beeinflusst die ZustandsgréRen Biotrockenmassekonzentration, Morphologie,
Proteinsekretion und Polygalacturonaseaktivitat stark und muss deshalb kontrolliert werden,
um eine hohe Produktivitdt von A. niger ATCC11414 gewahrleisten zu kénnen. Die hdchste
Polygalacturonaseaktivitdt konnte in den Satzprozessen mit einem Leistungseintrag von rund
3 W L? produziert werden, weshalb dieser Leistungseintrag wahrend weiterer Untersuchun-
gen eingestellt werden sollte. Im Vergleich zu der sekretierten Aktivitat von 1,52 U mL* wah-
rend des Stammvergleichs (vgl. Kapitel 5.1.1) konnte die Polygalacturonaseaktivitat von A. ni-
ger ATCC 11414 durch Ermittlung des geeigneten Leistungseintrag um rund 20 % auf

1,9 U mL! gesteigert werden.
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5.2 Polygalacturonaseproduktion mit A. niger ATCC 11414 und Zu-

ckerribenschnitzeln

Nach der zuvor abgeschlossenen Stammauswahl und der Untersuchung des rihrerinduzier-
ten Leistungseintrags unter Verwendung von Zitruspektin als Modellsubstrat, wurde die Pro-

duktion pektinolytischer Enzyme mit Zuckerribenschnitzeln als Substrat untersucht.

5.2.1 Variation der eingesetzten Substratkonzentration

Der Einsatz von Zuckerrubenschnitzeln als Induktor der Enzymsekretion ist von entscheiden-
der Bedeutung, da so auf das Substrat spezifisch angepasste Enzymmischungen hergestellt
werden, die anschlielend eine effiziente Hydrolyse ermdglichen. Es wurden Konzentrationen
der eingesetzten Zuckerriibenschnitzelsuspension zwischen 20 g L* und 35 g L im Rihrkes-
selreaktor untersucht. Alle weiteren Bestandteile des Mediums wurden wéahrend dieser Unter-
suchung nicht verandert. Die Durchflihrung der Prozesse ist in Kapitel 4.3.4 beschrieben. Als

Stickstoffquelle wurde 0,07 mol L Natriumnitrat verwendet.

Der Einsatz des suspendierten Substrats Zuckerribenschnitzel hatte zur Folge, dass die Be-
stimmung des Wachstums Uber eine Biotrockenmassenbestimmung mit Filterpapier nicht an-
gewendet werden konnte. Diese Problematik ist bei der Kultivierung von Mikroorganismen mit
Feststoffen in Suspension bereits bekannt. In dem hier vorliegenden Fall wurde die respirato-
rische Aktivitat als indirektes Malf? fiir die metabolische Aktivitat ausgewahlt. Andere Methoden,
bei denen fast ausschlie3lich Zellbestandteile oder Biosyntheseprodukte gemessen werden,
sind meistens mit Messmethoden verbunden, die aufwendiger und fehleranfalliger sind als die

online Messung der respiratorischen Aktivitat.

Durch den Einsatz von Zuckerriibenschnitzel als Substrat konnte zu Beginn der Prozesse ver-
mehrt eine Vereinzelung (Deaggregation) auskeimender Sporen beobachtet werden, die so
dominant bei den Prozessen mit Zitruspektin nicht zu beobachten war (Abb. 5.2.1). Aul3erdem
kam es bei den Prozessen mit Zuckerriibenschnitzel ausschlie3lich zu einer myzelartig, dis-

persen Morphologie wahrend der Kultivierung.
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Abb. 5.2.1: Mikroskopische Aufnahmen wahrend der Kultivierung des A. niger Basisstamms
ATCC 11414 mit 30 g L* Zuckerriibenschnitzel. Dargestellt sind mikroskopische Aufnahmen von A. ni-
ger ATCC 11414 wahrend der Auskeimung der Sporen (9h, links) und im Verlauf der Kultivierung mit
30 g L Substrat (rechts). (T = 30°C, P V1 = 3 W L1600 min?), Fs=0,2 bis 2 vwm, Vr = 0,7 L,
¢s = 30 g L* Zuckerriibenschnitzel, 10° Sporen L-1).

Der Verlauf der Zuckerkonzentrationen wahrend der Kultivierung zeigte in allen vier Prozessen
einen ahnlichen Verlauf (Abb. 5.2.2). Zu Beginn der Kultivierung lagen die Zuckermonomere
Glucose, Xylose, Mannose, Galactose und Fructose frei im Medium vor. Diese wurden durch
die zuvor durchgefuihrte thermische Vorbehandlung wéahrend der Sterilisation des Mediums
freigesetzt. Die Freisetzung wurde in Voruntersuchungen bestatigt, bei denen die Zuckerkon-
zentration im Medium vor und nach Sterilisation bei 121 °C fur 20 min bestimmt wurde. Die
Konzentration dieser funf Zuckermonomere war proportional zur eingesetzten Substratkon-
zentration und lag zwischen 0,5 und 1,2 g L. Die freien Zuckermonomere wurden innerhalb
der ersten 19 h nach Start der Kultivierung metabolisiert. Anschlie3end konnte eine Freiset-
zung des Zuckers Arabinose und der Zuckersaure D-Galacturonsaure beobachtet werden
(Abb. 5.2.3). In den Prozessen mit 20 g L%, 25 g L'* und 30 g L Substrat konnte schon ab der
19 h eine Zunahme der Arabinosekonzentration gemessen werden. Diese Zunahme konnte
bei der héchsten Substratkonzentration (35 g L) erst rund 5 h spater, also nach 24 h Pro-
zesszeit beobachtet werden. Die Konzentration der freigesetzten Arabinose verhielt sich hier-
bei jedoch nicht proportional zur eingesetzten Zuckerriibenschnitzelkonzentration. Die gemes-
sene Konzentration stieg bis zu einer Substratkonzentration von 30 g L™ an, sodass in den
Prozessen maximale Konzentrationen von 0,93 gL (cs=20gL?), 1,25gL? (cs=259gL?)
und 1,45 g L (cs = 30 g L) Arabinose gemessen werden konnten. Wahrend der Kultivierung
mit 35 g L™ konnte jedoch nur eine maximale Konzentration von 1,12 g L™ Arabinose bestimmt
werden. Eine Zunahme der D-Galacturonsaure konnte zeitgleich zur Zunahme der Arabinose-
konzentration beobachtet werden. Dabei wurde nur im Versuch mit einer Substratkonzentra-

tion von 35 g L eine D-Galacturonsaurekonzentration von 0,5 g L Uberschritten. Ab 48 h
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Prozesszeit konnte bis zum Ende der Kultivierung keine Akkumulation freier Zucker nachge-

wiesen werden.
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Abb. 5.2.2: Zuckerkonzentrationen bei Satzkultivierungen des A. niger Basisstamms ATCC 11414 mit
Substratkonzentrationen von 20-35 g L1 Zuckerribenschnitzel. Dargestellt ist der zeitliche Verlauf der
Konzentration von D-Glucose (<€, gelb), b-Xylose-Mannose-Galactose-Fructose XMGF (A, hellgrau),
D-Galacturonsédure (©, orange) und L-Arabinose (m, dunkelgrau). (T =30°C, pH 45,
P V1=3 W L%600 min?t), FLut = 0,2 bis 2 vwvm, Vr = 0,7 L, 10° Sporen L1).

Die auf Basis der Abgasanalyse berechneten respiratorischen Aktivitaten von A. niger sind in
Abb. 5.2.3 dargestellt. Nach Start der Begasung konnte in allen Prozessen sowonhl fur die Koh-
lenstoffdioxidbildungsrate (CER, carbon dioxide evolution rate) als auch fur die Sauerstoffauf-

nahmerate (OUR, oxygen uptake rate) ein linearer Anstieg bis 17 h Prozesszeit beobachtet
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werden. Anschlielend konnte eine kurze Stagnationsphase beobachtet werden, auf die eine
kontinuieren Zunahme der CER in allen Prozessen bis auf ihre Maximalwerte nach 40 h folgte.
Dabei wurden Maximalwerte von 0,7 mol Lt h't in den Prozessen mit den beiden hoheren
Substratkonzentrationen 30 g L' und 35 gL und 0,5 mol L h? bei 20g L und 25 g L? ge-

messen. AnschlieRend fiel die CER bis zum Prozessende aller Kultivierungen ab.

Bei der OUR konnten deutliche Unterschiede im Verlauf und bei den maximal erreichten Raten
beobachtet werden (Abb. 5.2.3). Die Sauerstoffaufnahme in allen vier Satzprozessen zeigten
ihre Maximalwerte zwischen 42 h und 48 h. Dabei konnten maximale Aufnahmeraten von
1,5mol Lt h? in den Prozessen mit 30 gL* und 35gL*%, 0,8molL*!h? bei 20gL* und
0,9 mol Lt h! bei 25 g L Zuckerribenschnitzeln gemessen werden. Nach 60 h verlief die
OUR der beiden héheren Substratkonzentrationen 30 gL?* und 35gL* konstant bei
1,2 mol L h'? bis zum Ende der Kultivierung. In den Satzprozessen mit 20 g L* und 25g L*
fiel sie bis zum Ende der Kultivierung auf 0,2 mol L™ h* und 0,4 mol L* h** ab. Die Abweichung
der Kurvenform der beiden Prozesse bei 20 g L und 25 g L in beiden Abbildungen ist auf
ein technisches Problem der automatischen Regelung der Begasungsrate zurtickzufihren
(blaue und graue Kurven in Abb. 5.2.3).

Die totale Proteinkonzentration im Uberstand wurde mittels Bradford-Methode quantitativ be-
stimmt. Bei dieser Bestimmungsmethode wurden sowohl die durch A. niger sekretierte als
auch die durch die Zuckerribenschnitzel ins Medium eingebrachte Proteinmengen quantifi-
ziert. Aus der Verstoffwechselung der durch die Zuckerribenschnitzel eingebrachten Proteine
und der gleichzeitigen Zunahme der durch A. niger sekretierten Proteine ergaben sich die Abb.
5.2.3 dargestellten Verlaufe. Zu Beginn der Prozesse mit Substratkonzentrationen von
20 g L1 25gL?tund 30 g Lt konnten Proteinkonzentrationen von rund 290 mg L gemessen
werden. Dagegen wurde im Versuch mit einer Substratkonzentration von 35 g L1, analog zur
erhdhten Konzentration freier Zucker im Medium, eine hohere Konzentration an Protein im
Uberstand (365 + 18 mg L) gemessen. Nach Start der Kultivierungen nahm die Konzentra-
tion bis zur 18 h und bei 35 g L bis 24 h ab. Ab diesen Zeitpunkten zeigte die Proteinkonzent-
ration bis zum Ende der Kultivierung eine Zunahme. Unter der Annahme, dass zum Ende der
Kultivierung fast ausschlief3lich durch den Pilz sekretiertes Protein vorliegt, wurde in den Pro-
zessen mit den Substratkonzentration 20 g Lt und 25 g L rund 250 mg L extrazellulares
Protein produziert. Bei einem Einsatz von 30 g L™ Zuckerriibenschnitzel wurden 300 mg L*
und bei 35 g L™ rund 380 mg L produziert.

Die wichtigste und damit entscheidende Prozessgrofie fur die effiziente Hydrolyse pektinrei-
cher Reststoffe ist die Polygalacturonaseaktivitat im Kultivierungsuberstand. Um bestimmen
Zu koénnen, bei welcher der untersuchten Substratkonzentration die hochste enzymatischen

Aktivitat vorlag, wurde die Polygalacturonasekonzentration im Uberstand gemessen. Die
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Polygalacturonaseaktivitat in den Prozessen mit den beiden niedrigen Substratkonzentration
20gLt und 25gL?! stieg bis zum Ende der Kultivierung auf 6,65+ 1,21 U mlt und
5,53 + 0,21 U mlt an. In Prozessen mit hoherer Substratkonzentration konnten hingegen ho-
here Polygalacturonaseaktivitaten beobachtet werden. Nach annahernd linearem Anstieg in
der Kultivierung mit 30 g L wurde die hochste Aktivitat von 11,06 + 2,04 U ml** ab 82 h Pro-
zesszeit gemessen. Der Prozess bei 35 g L'* Zuckerriibenschnitzel zeigte wiederrum eine
niedrigere Aktivitat von 9,97 + 0,36 U ml™.
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Abb. 5.2.3: Prozessdaten der Satzkultivierungen des A. niger Basisstamms ATCC 11414 mit Substrat-
konzentrationen von 20-35 g L Zuckerriibenschnitzel. Dargestellt ist der zeitliche Verlauf der Kohlen-
stoffdioxidbildungsrate (CER), Sauerstoffaufnahmerate (OUR), Proteinkonzentration und Polygalactu-
ronaseaktivitdt (PGase) wahrend Kultivierungen von A. niger ATCC 11414 mit 20 g L? (e —, blau),
259 L* (A —, dunkelgrau), 30 g L'! (m =, schwarz) und 35 g L* (¢ -, hellgrau) Zuckerriibenschnitzel.
(T =30°C, pH 4,5, P V-1 =3 W L%600 mint), Fut = 0,2 bis 2 vwm, Vr = 0,7 L, 10° Sporen L1).
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Diskussion

Nach der Umstellung von Zitruspektin auf Zuckerriibenschnitzel als Substrat und Induktor
konnten aufgrund der Heterogenitat und Komplexitat des Substrats deutliche Veranderungen
der Satzprozesse beobachtet werden. Innerhalb der ersten 24 h nutzte A. niger ATCC11414
hauptséachlich die im Medium frei verfligbaren Zucker Glucose, Xylose, Mannose, Galactose
und Fructose. Zusatzlich konnte mit der Abnahme der Proteinkonzentration im Uberstand eine
Metabolisierung der durch die Zuckerriiben eingebrachten Proteine beobachtet werden. Ab
der 17 h konnte nach Verbrauch der initial frei verfligbaren Zucker anhand der CER und OUR
eine Anpassung des Stoffwechsels beobachtet werden. Je nach Substratkonzentration kam
es hierbei zu zeitlichen Unterschieden in der pektinolytischen Aktivitat. Als Grund dafur kann
die dann einsetzende Freisetzung und Verstoffwechselung von Arabinose und p-Galacturon-
saure bis 48 h angenommen werden. In diesem Zeitfenster konnte die héchste Kohlenstoffdi-
oxidproduktion beobachtete werden.

Der Verbrauch der freien Zucker im Medium bewirkt die Aufhebung der Kohlenstoffkatabolitre-
pression und resultiert in der Sekretion hydrolytischer Scavenger-Proteine fur die Verwertung
komplexerer  Kohlenstoffquellen wie Pektin oder Arabinan (Brown et al. 2014;
Krohn et al. 2014). Die dabei freigesetzten Saccharide dienen als spezifische Autoinduktoren
fur die Produktion lytischer Enzyme und zugrundeliegender Stoffwechselwege und fihren da-
mit zu einer perfekten Anpassung des Pilzes an die im Medium vorliegende Kohlenstoffquelle
(Benz et al. 2014a). Der pektinolytische Regulator RhaR reagiert beispielsweise auf b-Galac-
turonsaure, Rhamnose und Arabinose und kontrolliert die Stoffwechselwege im Pektin- und
den Rhamnoseabbau (Watanabe et al. 2008). Solche Regulationswege sind auch fur die He-
micellulase-, Arabinase-, Pektinase- und Cellulaseproduktion beschrieben (Bat-
taglia et al. 2011; Brown et al. 2014; Hasper et al. 2004).

Die verstéarkte auto-induzierte Sekretion pektinolytischer und arabinolytischer Enzyme erfor-
dert mehrere regulatorische Schritte, weswegen die Polygalacturonaseproduktion und die stei-
gende Arabinosekonzentration zeitverzogert erst 24 h oder 17 h nach Erschépfung der Glu-

cose, Xylose, Mannose, Galactose und Fructose im Medium auftraten (Brown et al. 2014).
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Wahrend der Kultivierung mit Zuckerribenschnitzel als Substrat konnte ausschlie3lich eine
disperse, myzelartige Morphologie beobachte werden. Dies kénnte an der Beschaffenheit
(PartikelgroRe) der Zuckerriibenschnitzel und deren Wechselwirkung mit den Sporen wahrend
der Auskeimungsphase oder dem Pilzmyzel wahrend der Kultivierung liegen. Denkbar ware
hier ein ahnlicher Mechanismus wie bei der Verwendung der Scherwirkung von Mikropartikeln
und der daraus resultierenden Behinderung der Sporenaggregation zur gezielten Steuerung
der pilzlichen Morphologie (Antecka et al. 2016; Walisko et al. 2012; Wucherpfen-
nig et al. 2010; Wucherpfennig et al. 2012). Die Beobachtung einer vermehrten Vereinzelung
der Sporen wahrend der untersuchten Kultivierungsbedingungen unterstreicht diese Hypo-
these.

Nach 36 h konnte durch den Anstieg der Sauerstoffaufnahme bei annéhernd gleichbleibender
Kohlenstoffdioxidproduktion der Start der Produktion pektinolytischer Enzyme beobachtet wer-
den. In den Prozessen mit 30 g L"*und 35 g L* wurden wahrend diesem Zeitpunkt héhere Sau-
erstoffaufnahmeraten beobachtet, welche ein Hinweis fir eine hthere Biomassekonzentration
und Produktivitat sind. Dieses charakteristische Verhalten wird in der Literatur als Startsignal
einer Umstellung von Biomassewachstum auf Produktion extrazellularer Metabolite beschrie-
ben (Rodriguez-Ledn et al. 2018).

Nach 48 h kam es zu einer Reaktion auf den akuten Kohlenstoffmangel (engl. carbon starva-
tion response). In dieser fur den Pilz Gberlebenswichtigen Phase adaptiert sich die Genregu-
lation hin zu verstarkter Produktion hydrolytischer Enzyme, um mogliche Energiequellen er-
schlieBen und somit das Uberleben der Art sicherstellen zu kdnnen (Nitsche et al. 2012; van
Munster et al. 2014). Ab dem Zeitpunkt des Kohlenstoffmangels stieg die sekretierte Protein-

menge und Polygalacturonaseaktivitat bis zum Ende der Kultivierung kontinuierlich an.

Im Gegensatz zum Wachstum schien die Proteinproduktion weitestgehend unabhangig von
der Konzentration der Zuckerriibenschnitzel im Medium zu sein. Bei 30 g L Zuckerriiben-
schnitzeln als Kohlenstoffquelle war die Polygalacturonaseproduktionsrate und die finale Akti-
vitdt am hdchsten, weswegen diese Konzentration fir alle weitere Untersuchungen verwendet
wurde. Allein durch die Umstellung auf Zuckerriibenschnitzel konnte die Polygalacturonase-
aktivitat von A. niger ATCC11414 von 1,9 U mIt auf 11,06 U mI* und damit um das in etwa

sechsfache gesteigert werden.
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5.2.2 Variation des pH

Aufgrund der wichtigen Rolle des pH in der Morphogenese wahrend der Kultivierung von A. ni-
ger sollte der Einfluss auch auf den in dieser Arbeit etablierten Prozess mit Zuckerrtibenschnit-
zeln als Substrat untersucht werden. Hierzu wurden Kultivierungen bei konstantem pH 3,
pH 4,5 und pH 6 durchgeflhrt. Zusatzlich wurde ein Satzprozess ohne pH-Regelung durchge-
fuhrt, um die Auswirkung eines durch den Pilz veranderten pH auf die Produktion pektinolyti-
scher Enzyme zu untersuchen. Basierend auf den zuvor dargestellten Ergebnissen wurde eine
Substratkonzentration von 30 g L™ gewahlt. Die Prozesse wurden analog zur Beschreibung in
Kapitel 4.3.4 durchgefiihrt. Als Stickstoffquelle wurde in diesen Prozessen 70 mmol L™ Natri-
umnitrat verwendet. Der pH wurde nach Sterilisation in den Reaktoren auf den Zielwert einge-
stellt.

Innerhalb der vier Satzprozesse wurde eine Kultivierung ohne aktive pH Regelung durchge-
fuhrt. Der wahrend dieses Prozesses aufgezeichnete pH Verlauf ist in Abb. 5.2.4 zu sehen. Zu
Beginn dieser Kultivierung lag ein pH von pH 4,7 vor. Nach 12 h Prozesszeit konnte ein Anstieg
des pH beobachtet werden, sodass nach 20 h ein pH von 5 erreicht wurde. Anschlie3end fiel
der pH bis zur 36 h auf pH 3 ab und zeigte bis zum Ende der Kultivierung einen leichten Anstieg
auf pH 3,3.
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Abb. 5.2.4: pH Verlauf bei der Kultivierung des A. niger Basisstamms ATCC 11414 ohne pH Regelung.

(T=30°C, PV1=3WL?1600 min?), Fus= 0,2 bis 2 vwm, VR =0,7 L, cs = 30 g Lt Zuckerriibenschnitzel,
10° Sporen L1).

Aufgrund der eingangs dargestellter Abh&angigkeit der Morphologie und des Medien pH, wurde
die Morphologie wahrend der Kultivierung untersucht (Abb. 5.2.5). Anhand der mit dem Mikro-
skop vergrof3erten Aufnahmen konnten keine deutlichen Unterschiede der Makromorphologie

des Pilzes wahrend der Kultivierung bei variiertem pH festgestellt werden.
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Abb. 5.2.5: Mikroskopische Aufnahmen (48 h) der Kultivierungen des A. niger Basisstamms
ATCC 11414 mit variiertem pH. Dargestellt sind mikroskopische Aufnahmen von A. niger ATCC 11414
aus bei pH 3 (oben links), pH 4,5 (oben rechts), pH 6 (unten links) und ohne pH Regelung (unten rechts).
(T=30°C, P V1=3W L1600 min?), Fut = 0,2 bis 2vwm, Vr=0,7 L, cs = 30 g L"* Zuckerriibenschnitzel,
10° Sporen L),

Auch wahrend der Untersuchung des pH Einflusses wurden die Zuckermonomere im Uber-
stand quantifiziert, um so eine qualitative Aussage Uber die Sekretion hydrolytischer Enzyme
zu erhalten (Abb. 5.2.6). Die freien Zucker Glucose und die Mischung aus Xylose, Mannose,
Galactose und Fructose wurden innerhalb der ersten 19 h nach Start der Kultivierung metabo-
lisiert, wobei eine langsamere Abnahme des Zuckergemischs Xylose, Mannose, Galactose
und Fructose im Versuch bei pH 6 beobachtet werden konnte. Kurz vor Erschopfung von Glu-
cose, Xylose, Mannose, Galactose und Fructose, konnte ein Anstieg der beiden Zuckerkon-
zentrationen Arabinose und D-Galacturonsdure gemessen werden. Anhand der unterschiedli-
chen Arabinosekonzentration im Medium wahrend der vier Prozesse konnte ein Einfluss des
pH auf die metabolische Aktivitat des Pilzes beobachtet werden. Wahrend der Kultivierung bei
pH 3, konnte ab 16 h Prozesszeit ein Anstieg bis auf einen Maximalwert von 0,86 g L™ (40 h)
beobachtet werden. Anschlie3end nahm die Arabinosekonzentration bis 58 h wieder ab und
verblieb auf einem konstant niedrigen Niveau bis zum Ende der Kultvierung. Im Versuch bei
pH 4,5 stieg die Arabinosekonzentration innerhalb von 8 h auf 0,96 g L (nach 24 h) an und
fiel deutlich schneller als bei der Kultivierung bei pH 3 bis zur 58 h ab. Der Prozess bei pH 6
zeigte einen verspéteten Anstieg, bei dem erst nach 34 h eine maximale Arabinosekonzentra-
tion von 1,5 g L't gemessen werden konnte, die ahnlich schnell wie bei pH 5 wieder abnahm.

Im Versuch ohne aktive pH-Regelung konnte ab der 23 h ein Anstieg der
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Arabinosekonzentration beobachtet werden, die bis zur 64 h wieder abnahm. Dabei wurde

eine maximale Konzentration von 1,18 g L'* gemessen.

Ein Anstieg der D-Galacturonsaurekonzentration konnte zeitgleich zur Zunahme der Arabino-
sekonzentration beobachtet werden. Jedoch konnte nur in den Prozessen bei pH 4,5 und ohne
aktive pH Regelung nennenswerte D-Galacturonsaurekonzentration im Medium nachgewie-
sen werden. Wahrend dieser Kultivierungen wurde nach 23 h eine Maximalkonzentration von

0,32 g Lt (pH 4,5) und 0,58 g L (ohne aktive pH-Regelung) gemessen.
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Abb. 5.2.6: Zuckerkonzentrationen bei Satzkultivierungen des A. niger Basisstamms ATCC 11414 mit
variiertem pH. Dargestellt ist der zeitliche Verlauf der Konzentration von b-Glucose (<, gelb), b-Xylose-
Mannose-Galactose-Fructose XMGF (A, hellgrau), b-Galacturonsaure (o0, orange) und L-Arabinose
(m, dunkelgrau). (T = 30°C, P V=3 W L1 (600 min-t), Frut = 0,2 bis 2 vwm, Vr=0,7 L, cs =30 g L* Zu-
ckerriibenschnitzel, 10° Sporen L1).
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Anhand der in Abb. 5.2.7 dargestellten respiratorischen Aktivitaten konnten Unterschiede wah-
rend des Wachstums von A. niger bei unterschiedlichem pH beobachtet werden. In den Satz-
prozessen mit pH Regelung bei pH 3 und pH 4,5 und im Versuch ohne aktive pH Regelung
wurden in den ersten 24 h dhnliche Kohlenstoffdioxidbildungsraten (CER, carbon dioxide evo-
lution rate) beobachtet. Der Versuch bei pH 6 zeigte in diesem Zeitfenster eine durchweg nied-
rigere CER. Nach 24 h Prozesszeit konnte in dem Prozess bei pH 4,5 die hdchste CER im
Vergleich zu allen anderen Prozessen beobachtet werden, die ab der 28 h ihren Maximalwert-
bereich zwischen 0,5-0,6 mol L ht erreichte. Ab der 60 h fiel die CER im Versuch bei pH 4,5
bis zum Ende der Kultivierung auf 0,17 mol L™ h** ab. Dieser charakteristische Verlauf konnte
auch in den zuvor beschriebenen Untersuchungen mit Zuckerriibenschnitzeln als Substrat be-
obachtet werden (vgl. Kapitel 5.2.1). Bei pH 3 und ohne aktive pH-Regelung konnten Uber die
Kultivierung hinweg sehr &hnliche Verlaufe der CER beobachtet werden. Dabei durchlief der
Versuch ohne aktive pH Regelung charakteristische Kurvenstellen friiher als der Versuch bei
pH 3. In beide Prozessen zeigte sich ein erstes Maximum (ohne pH Regelung:
41 h 0,7 mol Lt h?; pH 3: 44 h 0,6 mol L h') gefolgt von einer Abnahme der CER. Ab circa
50 h (ohne pH Regelung) und 60 h (pH 3) konnte ein weiterer Anstieg der CER beobachtet
werden, der nach Durchlaufen eines weiteren Maximums (ohne pH Rege-
lung: 62 h-0,5mol L h'; pH 3: 70 h - 0,6 mol L' h'!) bis zum Ende der Prozesse abfiel. Ana-
log zum ersten betrachten Zeitfenster zeigte der Versuch bei pH 6 auch in den folgenden
Stunden keinen Anstieg der CER, sodass im gesamten Prozess eine CER von 0,25 mol L'* ht

nicht Uberschritten wurde.

Die Sauerstoffaufnahmeraten (OUR, oxygen uptake rate) zeigten in den Prozessen bei pH 3,
pH 6 und ohne aktive pH-Regelung einen sehr ahnlichen Verlauf. Dabei steig sie bis
0,5 mol L*h? an und verlief auf diesem Niveau konstant bis zum Ende der Prozesse. Ein
ganzlich anderes Bild konnte bei der OUR wéhrend der Kultivierung bei pH 4,5 beobachtet
werden. Von 24 h bis 41 h Prozesszeit konnte ein starker Anstieg auf 1,4 mol L h** beobach-
tet werden. Nach kurzem Abfall wurde ein weiteres Maximum nach 58 h bei 1,3 mol L h?

durchlaufen. AnschlieRend verlief die OUR bei circa 1 mol L h! bis zum Ende des Prozesses.

Die Proteinkonzentration im Medieniberstand zeigte ebenfalls eine starke Abhangigkeit vom
pH wahrend der Kultivierung (Abb. 5.2.7). Schon zu Beginn der Prozesse zeigten sich deutli-
che Unterschiede in der Proteinkonzentration. Wahrend die Proteinkonzentration in den Pro-
zessen bei pH 3 und pH 4,5 mit 366,88 + 37,10 mg Lund 409,42 + 15,78 mg L* ahnlich hoch
waren, wurden in Prozessen bei pH 6 und ohne aktive pH-Regelung (Start pH 4,7)
279,59 + 8,73 mg L* und 219,53 + 16,06 mg L™* gemessen. Bis zum Ende der Kultivierung
konnte nur im Versuch bei pH 4,5 eine deutliche Steigerung der Proteinkonzentration auf

446,48 + 28,66 mg L* beobachtet werden. In allen anderen Prozessen kam es ab 48 h
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entweder zur Stagnation oder sogar zur deutlichen Abnahme der Proteinkonzentration. Ein zur
Proteinkonzentration &@hnlicher Verlauf konnte bei der Polygalacturonaseaktivitat im Kultur-
Uberstand beobachtet werden (Abb. 5.2.7). Analog zum Anstieg der Proteinkonzentration
konnte im Versuch bei pH 4,5 auch ein Anstieg der Polygalacturonaseaktivitat beobachtet wer-
den. Dabei wurde nach 82 h eine maximale Aktivitat von 11,11 + 1,99 U mL*? gemessen. In

allen anderen Prozessen wurde keine Steigerung der Aktivitat beobachtet.
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Abb. 5.2.7: Prozessdaten der Satzkultivierungen des A. niger Basisstamms ATCC 11414 mit variiertem
pH. Dargestellt ist der zeitliche Verlauf der Kohlenstoffdioxidbildungsrate (CER), Sauerstoffaufnahme-
rate (OUR), Proteinkonzentration und Polygalacturonaseaktivitat (PGase) wahrend Kultivierungen von
A. niger ATCC 11414 bei pH 3 (e =, blau), pH 4,5 (¢ —, hellgrau), pH 6 (A —, dunkelgrau) und ohne
pH Regelung (m =—, schwarz). (T = 30°C, P V-1=3 W L1 (600 mint), FLut = 0,2 bis 2 vwm, Vr=0,7 L,
Cs = 30 g L* Zuckerribenschnitzel, 10° Sporen L-1).
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Diskussion

Der Pilz Aspergillus niger kann aufgrund seiner hohen pH-Toleranz in einem breiten Bereich
von pH 1,4 bis pH 9,8 wachsen (Schuster et al. 2002). In friiheren Studien konnte gezeigt wer-
den, dass die Produktion pektinolytischer Enzyme mit A. niger auch in einem weiten pH-Be-
reich von pH 2,7 - pH 4,5 mdglich ist (Acufia-Arguelles et al. 1995; Nair et al. 1995; Regi-
natto et al. 2017; Sandri et al. 2013; Schmidt et al. 1995; Schuster et al. 2002). Der pH spielt
dabei eine wichtige Rolle in der initialen Morphogenese der Pilzzellen. Durch die Beeinflus-
sung der Oberflachenladung der Sporen kann er zu unterschiedlichen Morphologieformen
wahrend der Kultivierung fiihren, die die sekretorische Aktivitat des Pilzes mal3geblich be-
stimmt (Grimm et al. 2004; Grimm et al. 2005b). Einen Einfluss des pH auf die Morphologie
von A. niger konnte wahrend der Untersuchungen nicht bestétigt werden. Dies liegt hochst-
wahrscheinlich an den zuvor diskutierten Wechselwirkungen der Zuckerribenschnitzel mit

A. niger, die damit pH-vermittelte Effekte Uberlagert haben.

Die Variation des pH wahrend der Kultivierung zeigte einen starken Einfluss auf das Wachstum
und die Sekretion pektinolytischer Enzyme von A. niger. Die hdchste Polygalacturonaseaktivi-
tat von 11,11 + 1,99 U mL* wurde bei der Kultivierung mit pH 4,5 beobachtet. Dieser Versuch
zeigte eine deutliche héhere OUR als alle anderen Untersuchungen. Gepaart mit einer zu den
anderen Prozessen vergleichbaren CER kann davon ausgegangen werden, dass es wahrend
der Kultivierung zu einer deutlich héheren metabolischen Aktivitdt kam. Dabei wird davon aus-
gegangen, dass die durch zusatzliche Aufnahme von Sauerstoff generierte Energie in die Syn-

these der Proteine eingeflossen ist (Rodriguez-Ledn et al. 2018).

In Bezug auf die generierte Polygalacturonaseaktivitat zeigten alle anderen Prozesse sehr ge-
ringe Aktivitaten. Wahrend der Kultivierung bei pH 6 konnte eine deutliche Wachstumshem-
mung anhand der CER (50 % geringer als die Vergleichsprozesse) und der Zuckermetaboli-
sierung beobachtet werden. Auch bei Kultivierungen bei pH 3 und ohne pH Regelung deuteten
die niedrigen Sauerstoffaufnahmeraten, die langsamere Zuckermetabolisierung sowie die un-
veranderte Proteinkonzentrationen nach ihren Minima in den zeitlichen Kurven auf ein durch

den pH beeintrachtigtes Wachstums- und Sekretionsverhalten hin.

Im Verlauf der Kultivierung ohne pH Regelung konnte ein stoffwechselbedingter pH Abfall be-
obachtet werden, der auf vom Pilz produzierte und ins Medium sekretierte organische Sauren
zuruickzufiihren ist. Zur Uberlebensstrategie des Pilzes gehort unter anderem die Sekretion
organischer Sauren und die damit verbundene Anséduerung des Kultivierungsmediums, um
das Wachstum anderer Mikroorganismen zu unterdriicken. Ein weiterer Vorteil darin ist die
Konservierung der Kohlenstoffquelle, da diese organischen Sauren oftmals nur von dem Pilz

selbst wieder als Energiequelle genutzt werden kénnen (Kiep 2011).
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5.2.3 Variation der Stickstoffquelle

Neben Kohlenstoff und Sauerstoff spielt Stickstoff sowohl bei der Biomassebildung als auch
bei der Produktbildung eine entscheidende Rolle. Wichtig bei der Bereitstellung des Stickstoffs
in einem Bioprozess ist seine Darreichungsform. Daher wurde der Effekt der flinffach gestei-
gerten molaren Stickstoffkonzentration der im Standardverfahren verwendeten Stickstoffquelle
Natriumnitrat (NN) und der h&ufig verwendeten Stickstoffquelle Ammoniumsulfat (AS) analy-
siert. Die Satzprozesse wurden im 1,5 L Parallel-Ruhrkesselreaktor, wie in Kapitel 4.3.4 be-
schrieben, durchgefihrt. Als Substrat wurden 30 g L™ Zuckerriibenschnitzel verwendet.

Zur Bewertung des Wachstums wurde die Kohlenstoffdioxidbildungsrate (CER, carbon dioxide
evolution rate) des Pilzes wahrend der Kultivierung verwendet (Abb. 5.2.8). Innerhalb der ers-
ten 10 h konnte kein Unterschied zwischen den vier Satzprozessen beobachtet werden. Bei
allen Prozessen konnte nach 12 h das fur diese Kultvierungszeit typische Verhalten der CER
beobachtet werden, welches in den Prozessen mit Ammoniumsulfat 4 h friiher auftrat. Ab 24 h
konnte dann eine starke Verlangsamung der CER in den Prozessen mit Natriumnitrat im Ver-
gleich zu den Prozessen mit Ammoniumsulfat gemessen werden. Die maximalen CER von
0,9 mol L'* h'tin den Prozessen mit Ammoniumsulfat und 0,6-0,8 mol Lt h*tunter Verwendung
von Natriumnitrat wurden 36 h nach Prozessstart gemessen. Bis zum Ende der Kultivierung
nahmen die CER, wie auch schon in den vorherigen Untersuchungen, ab. Gleichzeitig konnte
eine erhdhte CER bei erhdhter Stickstoffkonzentration im Medium beobachtet werden. Die
Verlaufe der Zuckermonomere im Kultivierungsiiberstand deuten auf eine schnellere Zu-
ckeraufnahme in Untersuchungen mit Ammoniumsulfat bei gleichzeitig schnellerem Wachs-

tum hin.

Die Stickstoffquellen Natriumnitrat und Ammoniumsulfat kénnen auch die sekretorische Akti-
vitdt des Stammes A. niger ATCC11414 beeinflussen. Durch Messung der Proteinkonzentra-
tion und Polygalacturonaseaktivitat im Uberstand wurde dieser Einfluss untersucht (Abb.
5.2.8). In den ersten 24 h nach Prozessstart wurde eine Abnahme der vornehmlich aus den
Zuckerriben stammenden Proteine beobachtet. Anschlie3end fand in allen Prozessen ein
Ansteig der Proteinkonzentration bis zum Ende der Kultivierung nach 82 h statt. Es wurden
finale Proteinkonzentrationen von 305,17 + 28,76 mg L? (70 mM NaNO:s),
249,25 + 43,27 mg L? (350 mM NaNOs), 298,34 +15,39 mg L (35 mM (NH4),SO4) und
396,64 + 35,11 mg L (173 mM (NH.)2S0.) erreicht. Im Versuch mit der finffachen Stickstoff-
menge durch Ammoniumsulfat wurde rund 25 % mehr Protein sekretiert als in allen anderen
Prozessen. Ammoniumsulfat zeigte einen positiven Effekt auf die Sekretion wvon
Polygalacturonasen. Es wurden bei einfacher und fiinffacher Menge an Stickstoff
vergleichbare und hohere Aktivitaten erreicht als unter Verwendung von Natriumnitrat (Abb.
5.2.8).
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In den Prozessen mit 70 mM und 350 mM Natriumnitrat und 35 mM Ammoniumsulfat nahm
die Polygalacturonaseaktivat anndhernd linear bis zum Prozessende auf finale Werte von
8,73+1,58UmL?, 5,16+ 0,40 UmL?* und 7,91 + 0,82 U mL? zu. Wahrend der Kultivierung
des Pilzes mit 175 mM Ammoniumsulfat ndherte sich die Polygalacturonaseaktivitét Gber die
Prozesszeit einem Wert von 19,55 + 1,87 U mL* an. Dies entsprach einer Aktivitatssteigung

von 48 % im Vergleich zu den zuvor durchgefiihrten Prozessen.
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Abb. 5.2.8: Prozessdaten der Satzkultivierungen des A. niger Basisstamms ATCC 11414 mit variierter
Stickstoffquelle und molarer Stickstoffkonzentration. Dargestellt ist der zeitliche Verlauf der Kohlenstoff-
dioxidbildungsrate (CER), Proteinkonzentration und Polygalacturonaseaktivitat (PGase) wahrend Kulti-
vierungen von A. niger ATCC 11414 mit 70 mM Natriumnitrat (NN, ¢ —, hellgrau), 350 mM Natriumnitrat
(NN, A —, dunkelgrau), 35 mM Ammoniumsulfat (AS, e =, blau) und 175 mM Ammoniumsulfat (AS, m
=, schwarz). (T = 30°C, pH 4,5, P V' = 3 W L}(600 mint), FLut = 0,2 bis 2 vwm, Vr=0,7L,cs =30 g L*
Zuckerriibenschnitzel, 10° Sporen L1).
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Harnstoff, Ammoniumdihydrogenphosphat und Ammoniumchlorid

Im zweiten Teil der Untersuchung der Stickstoffdarreichungsform wurden weitere Stickstoff-
guellen untersucht. Dabei fiel die Wahl auf Harnstoff (HS) und die beiden weiteren Ammoni-

umsalze Ammoniumdihydrogenphosphat (AP) und Ammoniumchlorid (AC).

Da durch die vorrangegangenen Ergebnisse eine Prozessverbesserung durch Steigerung der
Stickstoffkonzentration beobachtet werden konnte, wurden diese drei genannten Alternativen
direkt in der erhéhten Konzentration eingesetzt (350 mM Stickstoff). Analog zu den Untersu-
chungen zuvor wurden die Satzprozesse im 1,5 L Parallel-Ruhrkesselreaktor, wie in Kapitel
4.3.4 beschrieben, durchgefiihrt. Als Substrat wurden auch hier 30 g L™ Zuckerrtibenschnitzel

verwendet.

Das Wachstumsverhalten wurde wieder Uber die CER evaluiert (Abb. 5.2.9). Beim Versuch
mit Ammoniumdihydrogenphosphat wurden keine Abgasdaten analysiert. In den ersten 16 h
nach Inokulation konnte im Versuch mit Harnstoff ein starkerer Anstieg der CER beobachtet
werden als in den Prozessen mit Ammoniumchlorid und Ammoniumsulfat. Ab der 24 h konnte
ein schneller Anstieg der CER auf einen Maximalwert um 1,0 mol L ht in der 27 h beobachtet
werden. AnschlieRend konnte analog zu den vorherigen Prozessen mit Zuckerriibenschnitzeln
als Substrat eine Abnahme der CER bis zum Ende der Kultivierung beobachtet werden. Der
Versuch mit Ammoniumchlorid verlief in den ersten 12 h nahezu identisch zur Referenz mit
Ammoniumsulfat. Daran anschlielend konnte eine starke Zunahme der CER beobachtet wer-
den, sodass nach etwa 21 h der Maximalwert von 1,1 mol L* h't erreicht wurde. Auch in die-
sem Versuch konnte dann die charakteristische Abnahme bis zum Ende der Kultivierung beo-

bachtet werden.

Nach Analyse der Polygalacturonaseaktivitaten konnten vergleichbare Verlaufe wie mit Am-
moniumsulfat und Natriumnitrat beobachtet werden (Abb. 5.2.9). Keine der untersuchten Stick-
stoffquellen hatten einen steigernden Effekt auf die Polygalacturonaseaktivitat im Vergleich zu
Prozessen mit Ammoniumsulfat. Der Prozess mit Ammoniumchlorid zeigte die niedrigste Ak-
tivitat mit 3,17 + 0,19 U mL%. Die Polygalacturonaseaktivitat der Prozesse mit Ammonium-
dihydrogenphosphat und Harnstoff verlief bis zur 72 h gleich. AnschlieRend fiel die Polygalac-
turonaseaktivitat im Versuch mit Harnstoff bis zum Ende auf eine finale Aktivitdt von
5,81 + 0,85 U mL1. Mit Ammoniumdihydrogenphosphat lag die finale Polygalacturonaseakti-
vitat bei 8,89 + 0,73 U mL?®,
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Abb. 5.2.9: Prozessdaten der Satzkultivierungen des A. niger Basisstamms ATCC 11414 mit variierter
Stickstoffquelle und molarer Stickstoffkonzentration. Dargestellt ist der zeitliche Verlauf der Kohlenstoff-
dioxidbildungsrate (CER) und Polygalacturonaseaktivitéat (PGase) wahrend Kultivierungen von A. niger
ATCC 11414 mit 175 mM Harnstoff (HS, @ —, blau), 350 mM Ammoniumchlorid (AC, A —, dunkelgrau)
und 350 mM Ammoniumdihydrogenphosphat (AP, < , hellgrau). (T =30°C, pH 4,5,
PV1=3WL1600 minl), Ft = 0,2 bis 2vvm, Vr = 0,7 L, ¢cs=30g L?! Zuckerribenschnitzel,
10° Sporen L1).
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Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die Polygalacturonaseproduktion durch den
Einsatz von 175 mM Ammoniumsulfat als Stickstoffquelle im Vergleich zur zuvor verwendeten
Stickstoffquelle Natriumnitrat (70 mM) um 43 % gesteigert werden konnte (Abb. 5.2.10). Alle
weiteren eingesetzten Stickstoffquellen zeigten keinen steigernden Effekt auf die Polygalactu-
ronaseaktivitat von A. niger ATCC 11414.
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Abb. 5.2.10: Finale Polygalacturonaseaktivitait nach Kultivierungen des A. niger Basisstamms
ATCC 11414 mit variierter Stickstoffquelle und molarer Stickstoffkonzentration. Dargestellt von links
nach rechts: Polygalacturonaseaktivitat (PGase) im Uberstand der finalen Probe nach Kultivierung mit
70 mM Natriumnitrat (1xN), 350 mM Natriumnitrat (5xN), 35 mM Ammoniumsulfat (1xN), 175 mM Am-
moniumsulfat (5xN), 175 mM Harnstoff (5xN), 350 mM Ammoniumdihydrogenphosphat (5xN) und
350 mM Ammoniumchlorid (5xN). (T = 30°C, pH 45, t = 82 h, P V1 = 3W L%600 min&?),
Frut = 0,2 bis 2 vwm, VR = 0,7 L, cs = 30 g L* Zuckerriibenschnitzel, 10° Sporen L1).

Diskussion

Wie auch der pH hatte die Art der Stickstoffquelle und deren Konzentrationen einen erhebli-
chen Einfluss auf die Polygalacturonaseproduktion von A. niger. Die standardmafdig verwen-
dete Stickstoffquelle Natriumnitrat erwies sich weder fir das Wachstum noch fir die Protein-
sekretion als vorteilhaft. Wahrend der Satzkultivierung wurde eine geringere CER, niedrigere
Proteinkonzentrationen und niedrigere Polygalacturonaseaktivitaten im Vergleich zur Kultivie-
rung mit Ammoniumsulfat beobachtet. Die Erh6hung der Natriumnitratkonzentration auf die

funffache Stickstoffmenge fiihrte sogar zu einer Verringerung der Polygalacturonaseaktivitat.

Mit einer finffachen Menge an Stickstoff, eingebracht durch Ammoniumsulfat als Stickstofflie-
ferant, konnte die Produktivitt von A. niger deutlich gesteigert werden. Dabei war eine hohere
Respiration bei gleichzeitig hoherer Zuckerverstoffwechselungsrate zu beobachten. Auler-
dem lag nach der Satzkultivierung die hdchste beobachtete Proteinkonzentration und Poly-
galacturonaseaktivitat im Medium vor. Die Proteinsekretion konnte somit um 25 % und die

Polygalacturonaseaktivitdt um 43 % gesteigert werden.



96 Ergebnisse und Diskussion

Die Assimilation von Nitrat erfordert die Aktivitat der beiden Enzyme Nitratoxidoreduktase und
Nitritoxidoreduktase, die das Molekil in Ammonium umwandeln (Campbell & Kinghorn 1990;
Cove 1979). Die Zellen mussen fur die Synthese dieser Enzyme Energie aufwenden, die dann
bei Wachstum und Proteinsynthese von extrazellularen Proteinen fehlt. Die Metabolisierung
von Ammonium hingegen ist guinstiger und kénnte daher zur héheren Ausbeute an sekretier-
tem Protein gefihrt haben (Marzluf 1993).

Im Vergleich zu Ammoniumsulfat zeigten die untersuchten Stickstoffquellen Harnstoff, Ammo-
niumdihydrogenphosphat und Ammoniumchlorid selbst in flinffacher Konzentration niedrigere
Enzymaktivitaten. Aufgrund der Unterschiede in der Polygalacturonaseaktivitat zwischen Am-
moniumsulfat und den anderen Stickstoffquellen lasst sich auf ein durch die Stickstoffquelle
und deren Gegenion beeinflusstes Sekretionsverhalten schlieRen. Zusatzlich kann durch Ein-
satz gleicher Stickstoffkonzentrationen in den Versuchen eine Stickstoffunterversorgung als
Grund fiur die niedrigeren Polygalacturonaseaktivitaten als unwahrscheinlich eingestuft wer-
den.

Ausgehend von Ammonium als Grund fir die gesteigerte Polygalacturonaseaktivitat, wurde
ein &hnlicher Einfluss der beiden anderen untersuchten Ammoniumverbindungen antizipiert.
Diese Hypothese konnte jedoch anhand der Ergebnisse nicht bestatigt werden. Aufgrund der
niedrigen Aktivitaten lag die Vermutung nahe, dass das mit Ammoniumsulfat eingebrachte
Sulfat einen positiven Effekt auf Biomassewachstum und Proteinsekretion hat, zumal es auch

eine zentrale Rolle in der Aminoséauresynthese spielt (Marzluf 1993).

Makromorphologisch waren auch in diesen Prozessen keine Unterschiede in der Morphologie
zu erkennen, was bedeutet, dass der morphologiebeeinflussende Effekt der Zuckerriiben-

schnitzel moégliche Einfliisse von pH und Stickstoffquelle Gberlagert.

Neben definierten Stickstoffquellen kommen oft organische Stickstoffquellen wie Malzextrakt,
oder Pepton aufgrund ihres positiven Effekts auf die Proteinproduktion verschiedener Asper-
gilli zum Einsatz (Ketipally & Ram 2018; Purietal. 2005; Reginatto et al. 2017; San-
dri et al. 2013). Die Anwesenheit von stimulierenden Wachstumsfaktoren, Proteinen und Ami-
nosauren in diesen Substanzen konnte fir den Stoffwechsel der Zellen vorteilhaft sein. Auf-
grund des naturlichen Ursprungs variieren die verschiedenen Chargen organischer Stickstoff-
guellen jedoch in ihrer Zusammensetzung. Da Zuckerriibenschnitzel bereits durch eine unter-
schiedliche Zusammensetzung in Abhéngigkeit von Erntejahr und Gebiet gekennzeichnet sind
(Kracher et al. 2014), wurde von der Verwendung und Untersuchung des Einfluss von Stick-
stoffquellen organischen Ursprungs abgesehen, um durch eine hdohere Prozessstabilisierung

die bestmdgliche Skalierbarkeit des Prozesses zu ermdglichen.



Ergebnisse und Diskussion 97

5.2.4 Variation der Inokulationskonzentration

Die Inokulationskonzentration spielt eine zentrale Rolle wahrend des initialen Wachstums und
der anschlieBenden Produktbildung von A. niger. Daher wurden Inokulationskonzentrationen
von 107, 108 und 10° Sporen L untersucht. Die Prozesse wurden im 1,5 L Parallel-Ruhrkes-
selreaktor wie in Kapitel 4.3.4 beschreiben durchgefiuhrt. Als Stickstoffquelle wurde aufgrund

der vorherigen Ergebnisse 175 mmol Lt Ammoniumsulfat verwendet.

Die Konzentrationsverlaufe der freien Zuckermonomere im Medium sind in Abb. 5.2.11 darge-
stellt. Je hoher die Inokulationskonzentration, desto schneller nahm die Konzentration der frei
im Medium verfugbaren Zucker Glucose, Xylose, Mannose, Galactose und Fructose ab. Das
Maximum der freien Arabinose trat, je nach Inokulationskonzentration, zu unterschiedlichen
Prozesszeitpunkten auf. Am frihsten wurde es bei einer Sporenkonzentration von
10° Sporen L beobachtet. Dabei wurde nach 24 h eine maximale Arabinosekonzentration von
0,65 g L't gemessen. Mit einer Verzégerung von 9 h wurde eine maximale Arabinosekonzent-
ration von 0,64 g L im Versuch mit 108 Sporen L nach 33 h gemessen. Im Versuch mit der
niedrigsten Inokulationsdichte von 107 Sporen L wurde die maximale Arabinosekonzentration
von 0,98 g L erst nach 41 h beobachtet. Im Vergleich zur Referenz bei 10° Sporen L war

dies eine Verzégerung um 17 h.
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Abb. 5.2.11 Zuckerkonzentrationen bei Satzkultivierungen des A. niger Basisstamms ATCC 11414 mit
variierter Inokulationskonzentration. Dargestellt ist der zeitliche Verlauf der Konzentration von D-Glu-
cose (<, gelb), D-Xylose-Mannose-Galactose-Fructose XMGF (A, hellgrau), D-Galacturonséure
(o, orange) und L-Arabinose (m, dunkelgrau). (T =30°C, pH4,5 PV1==3 W Lt (600 min}l),
Frut = 0,2 bis 2 vwm, Vr= 0,7 L, cs = 30 g L* Zuckerriibenschnitzel).

Das Wachstum von A. niger in Satzprozessen mit unterschiedlicher initialer Sporenkonzentra-
tion wurde anhand der respiratorischen Aktivitat verglichen (Abb. 5.2.12). Wahrend der Kulti-
vierung mit variierter Inokulationskonzentration konnte in allen drei Prozessen ein ahnlicher
Kurvenverlauf der respiratorischen Raten mit einem durch die Inokulationskonzentration be-
dingten, zeitlichen Versatz beobachtet werden. Bei einer initialen Sporenkonzentration von
10° Sporen Lt wurde nach 30 h eine maximale Kohlenstoffdioxidbildungsrate (CER, carbon
dioxide evolution rate) von 0,9 mol L'! h! beobachtet. Wahrend der Kultivierung mit niedrige-
ren Inokulationskonzentrationen von 10® Sporen L und 107 Sporen L* wurden nach 37 h und
48 h maximale CER von 0,7 mol L' ht und 0,5 mol L* h! erreicht. Die Sauerstoffaufnahme-
rate der drei Prozesse zeigte eine dhnliche Staffelung mit Maximalwerten von 1,6 mol L ht
(10° Sporen L), 1,5 mol L™ h™? (108 Sporen L) und 1,2 mol L h'1 (107 Sporen L™?).
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Um einen Effekt auf die Proteinsekretion zu sehen, wurde die Proteinmenge im Medium be-
stimmt (Abb. 5.2.12). In den ersten 48 h war eine Abnahme der Proteinkonzentration in allen
Prozessen zu erkennen. Anschlielend konnte eine Zunahme der Proteinkonzentration beo-
bachtet werden bis auf vergleichbare Endwerte von 640,16+ 1,03mg L%t (109,
632,03 + 8,28 mg L (108 und 599,08 + 60,93 mg L'3(107). Je geringer die Inokulationskon-
zentration war, desto starker war die Proteinzunahme ab der 48 h bis zum Ende der Kultivie-

rung.

Die in Abb. 5.2.12 dargestellten Polygalacturonaseaktivitdten im Verlauf der Kultivierungen
hingegen zeigten einen deutlichen Einfluss der Inokulationskonzentration. In den Prozessen
mit einer Inokulationskonzentration von 107 Sporen L und 10% Sporen L konnte ab 48 h ein
Anstieg der Polygalacturonaseaktivitat bis auf 14,88 + 1,79 U mL*? und 13,22 + 0,97 U mL*
nach 81 h beobachtet werden. Im Gegensatz dazu konnte mit der Referenzkonzentration von
10° Sporen L schon ab der 41 h ein Anstieg der Polygalacturonaseaktivitat verzeichnet wer-
den. Nach 57 h wurde mit 14 U mL* die Maximalkonzentration der beiden anderen Sporen-
konzentrationen bereits Uberschritten. Am Ende der Kultivierung konnte eine maximale Aktivi-
tat von 22,64 +3,00U mL! gemessen werden. Mit einer Sporenkonzentration von
10° Sporen L nach Inokulation konnte damit eine um rund 35 % hohere Polygalacturonase-

aktivitat erreicht werden, als bei der Verwendung niedrigerer Inokulationskonzentrationen.
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Abb. 5.2.12: Prozessdaten der Satzkultivierungen des A. niger Basisstamms ATCC 11414 mit variierter
Inokulationskonzentration. Dargestellt ist der zeitliche Verlauf der Kohlenstoffdioxidbildungsrate (CER),
Sauerstoffaufnahmerate (OUR), Proteinkonzentration und Polygalacturonaseaktivitat (PGase) wahrend
Kultivierungen von A. niger ATCC 11414 bei einer Inokulationsdichte von 107 Sporen L1 (A —, dunkel-
grau), 108 Sporen L1 (m =, schwarz) und 10° Sporen L (e —, blau) zu Beginn des Prozesses.
(T =30°C, pH4,5 PV1=3WL?%600 min?), FLut = 0,2 bis 2 vwm, Vr = 0,7 L, ¢s =30 g L* Zuckerri-
benschnitzel).

Diskussion

Sowohl das Wachstum als auch die sekretorische Aktivitat des Pilzes zeigten eine starke Ab-
hangigkeit von den Sporenkonzentrationen bei der Inokulation. Untersucht wurden die Inoku-
lationskonzentrationen 107, 10® und 10° Sporen L%, da dieser Konzentrationsbereich in der
Literatur als optimal fir die Produktivitat verschiedener Produkte beschrieben wird (Fried-
rich et al. 1990; Kiep 2011). Bei sehr hohen Inokulationsdichten (>10° Sporen L) kommt es
zu negativen Effekten auf das Auskeimungsverhalten der Sporen und damit auch auf das
Wachstum des Mikroorganismus. Dieses Phdnomen beruht auf einer Autoregulation des Po-
pulationslevels durch Quorum Sensing. Quorum Sensing ist ein Mechanismus, der es Zellen
erlaubt, Uber die Konzentration bestimmter Botenstoffe im Medium die eigene Populations-

dichte ermitteln und regulieren zu kénnen. Beispielsweise fungieren die Botenstoffe als eine
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Art Inhibitor und beeinflussen das Auskeimen der Sporen (Padder et al. 2018). Einige Mikro-
organismen, darunter auch A. niger, sind sensitiv fir Botenstoffe wie Farnesol, Tyrosol, Oc-
tenol oder a-(1,3)-glucan, die bereits in nanomolaren Konzentrationen Wirkung zeigen (Bar-
rios-Gonzlez et al. 1989; Chitarra et al. 2004; Hobot & Gull 1980; Hogan 2006).

Ein weiterer Modulator des Auskeimungsverhalten von A. niger Sporen ist die im Medium ge-
l6ste CO,-Konzentration. Es wurde gezeigt, dass bereits bei einer CO2-Konzentration von
0,5 % im Medium zwischen 70-90 % der Sporen erfolgreich auskeimen (Vakil et al. 1961). Bei
geringerer Konzentration verringert sich die Auskeimungsquote, sodass bei 0,04 % CO- (Luft-
sattigung) nur rund 15-20 % der Sporen auskeimen (Vakil et al. 1961).

Die durchgefuhrten Untersuchungen zeigten anhand der respiratorischen Aktivitat sowie der
Abnahme der frei verfligbaren Zucker im Medium, dass die Verringerung der Sporenkonzent-
ration zu einer Verzégerung des Wachstums fihrt. Bei einer Reduktion der Inokulationskon-
zentration um 90 % wurde die maximale Respiration erst rund 6 h spater erreicht. Bei einer
Reduktion auf 1 %, verzogerte sich der Prozess sogar um 18 h. Zusatzlich zum zeitlichen Ef-
fekt verringerten sich auch die maximalen respiratorischen Raten bei niedrigeren Inokulations-
konzentrationen. Makromorphologisch hingegen wurden durch die Verringerung der Sporen-

konzentration keine signifikanten Unterschiede festgestellt.

Neben der héheren, aber dennoch nicht hemmenden Sporenkonzentration kénnen die beo-
bachteten Unterschiede in der Wachstumsrate somit auch durch die unterschiedliche
COz-Konzentration im Medium hervorgerufen worden sein, die als positiver Verstarker der
Auskeimung fungiert. Die fir die Auskeimung als optimal beschriebene Konzentration von
0.5 % wurde mit der Inokulationsdichten 10° Sporen L 19 h oder 29 h friiher durchschritten
als in Prozessen mit den niedrigeren Inokulationsdichten von 107 Sporen L' und
108 Sporen L. Durch die Verringerung der Inokulationsdichte verringerte sich die Sekretions-
geschwindigkeit der Polygalacturonaseaktivitat und damit auch die maximal erzeugte Enzym-
menge innerhalb der untersuchten Prozesszeit. Insgesamt konnte die standardmafig verwen-
dete Konzentration von 10° Sporen L* aufgrund der héchsten Polygalacturonaseaktivitat fr

alle weiteren Untersuchungen als Startwert verifiziert werden.
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5.3 Charakterisierung rekombinanter A. niger Stdmme zur Poly-

galacturonaseherstellung

Von der Professur fur Pilzbiotechnologie in der Holzwissenschaft (Technische Universitat Min-
chen, Prof. Dr. J. Philipp Benz) wurden sechs rekombinante A. niger Stamme bereitgestellt,
die verschiedene genetische Veranderungen zeigten, um die pektinolytische Aktivitat zu erh6-
hen und damit die Ausbeute freier Zuckermonomere nach der Hydrolyse zu steigern (siehe
Tabelle 4.1.2).

5.3.1 Genetische Vorbereitung des Basisstammes A. niger ATCC 11414

Der als Ausgangsstamm fir die genetische Modifikation fungierende Stamm A. niger akS039
wurde mit dem Wildtyp-Basisstamm A. niger ATCC 11414 (parentaler Stamm zu A. ni-
ger aKS039) verglichen, um zu prifen, ob die zur Vorbereitung eingebrachten genetischen
Veranderungen in den Stamm A. niger ATCC 11414 das Wachstum und Produktbildung be-
einflussen. Hierzu wurden beide Stamme im kontrollierten Rihrkesselreaktor unter Verwen-
dung des standardisierten Satzverfahrens mit 30 g L** Zuckerriibenschnitzeln charakterisiert
(Kapitel 4.3.4). Aufgrund der induzierten Uridin- und Nicotinamid-Auxotrophie wurde dem Me-

dium 1 mmol L* Uridin hinzugefugt.

Die fur die Sekretionsaktivitat entscheidende Morphologie wurde in beiden Prozessen unter-
sucht (Abb. 5.3.1). Anhand der mikroskopischen Aufnahmen konnten keine sichtbaren, auf die
genetische Modifikation zurtickzuftihrenden, Veranderungen der pilzlichen Morphologie fest-

gestellt werden.

Abb. 5.3.1: Mikroskopische Aufnahmen bei Satzkultivierungen des A. niger Basisstamms ATCC 11414
und des rekombinanten A. niger Stammes aKS039. A: ATCC 11414; B: aKS039 (T = 30°C, pH 4,5,
PVl =3 W LY600 min?t), Ft = 0,2 bis 2vwm, VR = 0,7 L, cs =30 g L?* Zuckerriibenschnitzel,
10° Sporen L1).
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Die Konzentration der Hauptzucker im Medium zeigten in beiden Satzprozesse vergleichbare
Verlaufe. Der aus den vorherigen Untersuchungen bekannte Verlauf konnte auch hier beo-
bachtet werden (vgl. Kapitel 5.2). Zu Beginn der Kultivierung wurden die Zucker Glucose, Xy-
lose, Mannose, Galactose und Fructose aufgenommen, gefolgt von einer Freisetzung und Me-
tabolisierung der Arabinose. Die D-Galacturonsaurekonzentration blieb wahrend der gesamten
Kultivierungszeit auf einem niedrigen, an der unteren Detektionsgrenze verlaufenden, Niveau
(Abb. 5.3.2).
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Abb. 5.3.2: Zuckerkonzentrationen bei Satzkultivierungen des A. niger Basisstamms ATCC 11414 und
des rekombinanten A. niger Stammes aKS039. Dargestellt ist der zeitliche Verlauf der Konzentration
von D-Glucose (€, gelb), D-Xylose-Mannose-Galactose-Fructose XMGF (A, hellgrau), b-Galacturon-
saure (0, orange) und L-Arabinose (m, dunkelgrau). (T =30°C, pH 4,5, PV1=3 W L (600 min?),
Frutt = 0,2 bis 2 vwm, Vr= 0,7 L, cs = 30 g L'* Zuckerriibenschnitzel, 10° Sporen L-1).

Zur Beschreibung des Wachstums wurde die respiratorische Aktivitat in Form der Kohlenstoff-
dioxidbildungsrate (CER, carbon dioxide evolution rate) und der Sauerstoffaufnahmerate
(OUR, oxygen uptake rate) aus den Analysen der Abgaszusammensetzung berechnet (Abb.
5.3.3). Im Verlauf von CER und OUR konnten keine signifikante Unterscheide zwischen dem
Basisstamm A. niger ATCC 11414 und dem A. niger Stamm aKS039 erkannt werden (Abb.
5.3.3). Bei den Proteinkonzentrationen im Kulturiiberstand konnten jedoch Unterschiede zwi-
schen den beiden Stammen festgestellt werden (Abb. 5.3.3). Zwar konnte ein &hnlicher Kon-
zentrationsverlauf bei beiden Stdmmen beobachtet werden, jedoch wurde von A. niger
aKS039 rund 50% weniger Protein produziert im Vergleich zu A. niger ATCC 11414. Zum Ende
der Kultivierung, dem Zeitpunkt an dem vornehmlich durch den Pilz produziertes Protein vor-
liegen sollte, konnte A. niger aKS039 rund 342 + 11 mg L™ und A. niger ATCC 11414 rund
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640 + 1 mg L Protein im Kulturliberstand erreichen. Die Untersuchung der Polygalacturona-
seaktivitéat zeigte dagegen, ausgenommen von unterschiedlichen Aktivitdten zu Beginn der
Kultivierung, sehr ahnliche finale Polygalacturonaseaktivitdaten. Der Stamm A. niger akS039
konnte mit 23,06 + 1,53 U mL? eine vergleichbare Aktivitait wie A. niger ATCC 11414
(22,64 + 3 U mL?) erzeugen.
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Abb. 5.3.3: Prozessdaten der Kultivierungen des A. niger Basisstamms ATCC 11414 und des rekombi-
nanten A. niger Stammes aKS039. Dargestellt ist der Verlauf der Kohlenstoffdioxidbildungsrate (CER),
Sauerstoffaufnahmerate (OUR), Proteinkonzentration und Polygalacturonaseaktivitdt (PGase) von
A.niger ATCC 11414 (e, =, blau), aKS039 (<, , hellgrau). (T =30°C, pHA4,5,
P V-1 =3W L1600 min?), F = 0,2 bis 2 vwm, Vr = 0,7 L, ¢s = 30 g L* Zuckerriibenschnitzel).
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Diskussion

Insgesamt wurden drei genetische Modifikationen des Wildtyp-Basisstammes A. niger
ATCC 11414 durchgefihrt, um diesen fir weitere genetische Modifikationen zur Steigerung
der pektinolytischen Aktivitat vorzubereiten. Hierzu wurde das kusA Gen des nicht homologen
Reparaturmechanismus ,Non-homologous end-joining (NHEJ)* disruptiert, um die homologe
Rekombination zu begtinstigen. Au3erdem wurde mit pyrG und der dadurch induzierten Uridin
Auxotrophie ein Gegenselektionswerkzeug fur die CRISPR/Cas-Methode zur genetischen
Veranderung in den Basisstamm integriert. Als dritte Vorbereitung wurde mit der Ausschaltung
des nicB Gens, welches fir eine Nicotinamidnukleotid-Adenylyltransferase codiert, ein weite-
rer Auxotrophiemarker eingeftigt.

Durch die Untersuchung konnte gezeigt werden, dass die genannten genetische Veranderun-
gen des Basisstammes A. niger ATCC 11414 hin zu A. niger aKS039 keine Beeintrachtigung
des Pilzes bezlglich des Wachstums, der Morphologie und der Sekretion von Polygalacturo-
nase zur Folge hatte.

Nach Vergleich der Zuckerkonzentrationen im Medienuberstand lasst sich qualitativ auf &hnli-
che hydrolytische Eigenschaften beider Stamme schliel3en. Wie aus zuvor durchgefiihrten Un-
tersuchungen bekannt (vgl. Kapitel 5.1 und 5.2), konnte keine Korrelation zwischen sekretier-
tem Protein und Polygalacturonaseaktivitat beobachtet werden. Signifikante Unterschiede

konnten nur in der sekretierten Proteinmenge festgestellt werden.
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5.3.2 Charakterisierung rekombinanter A. niger Stamme

Aufbauend auf den Versuchsergebnissen des rekombinanten Basisstamms A. niger akS039
sollten im nachsten Schritt vier rekombinante Stamme mit verbesserten pektinolytischen Ei-
genschaften untersucht werden. Bei dieser Untersuchung stand die Identifikation des Stam-

mes mit der hdchsten Produktion pektinolytischer Enzyme im Mittelpunkt.

Bei A. niger aKS055 (AgaaX) war der transkriptionelle Repressor GaaX deletiert. Durch die
Bindung von GaaX an den transkriptionellen Aktivator GaaR wird die Expression bestimmter
Gene verhindert, die fur die Produktion pektinolytischer Enzyme codieren, sodass eine konsti-
tutive Produktion pektinolytischer Enzyme maoglich wird. Der A. niger Stamm aKS056 (AracA)
weist eine Deletion des racA Gens auf, durch welche es zu einer erh6hten Hyphenverzwei-
gung kommt. Dieses sogenannte ,Hyperbranching” hat eine Vergréfierung der Myceloberfla-
che, insbesondere eine zahlenméafige Zunahme der Hyphenspitzen, zur Folge, welche als
sekretionssteigernd angenommen wird. Der dritte A. niger Stamm aKS057 (AcreA) weist eine
Deletion des Repressors CreA auf. Dieser gilt als Mediator der Kohlenstoffkatabolitrepression
und blockiert die Genexpression lytischer Enzyme, sofern préaferierte Kohlenstoffquellen, wie
freie Monosaccharide (insbesondere Glucose) im Medium zur Verfligung stehen. Beim A.
niger Stamm aKS058 (AprtT) lag eine Deletion des positiven Transkriptionsfaktors PrtT vor,
der die Sekretion von Proteasen reduzieren soll, um einen mdglichen Abbau der sekretierten

pektinolytischen Enzyme im Uberstand zu reduzieren.

Zur Charakterisierung der Polygalacturonaseproduktion wurden diese vier A. niger Stamme
im Ruhrkesselreaktor verglichen. Die Kultivierung wurde wie in Kapitel 4.3.4 beschrieben
durchgeflihrt. Die A. niger Stamme aKS055, aKS057 und aKS058 wurden, wie im Standard-
verfahren festgelegt und durch vorangegangene Untersuchungen bestatigt, mit einer initialen
Sporenkonzentration von 10° Sporen L* inokuliert. Bei A. niger aKS056 konnte der Versuch
aufgrund geringerer Sporenbildung auf den Vorkulturplatten nur mit einer Konzentration von
1,26 x 108 Sporen L inokuliert werden (entspricht 12.6 % der normalen Inokulationsmenge).
Auch in diesen Prozessen wurde dem Medium aufgrund der Uridin-Auxotrophie 1 mmol L*

Uridin hinzugeflgt.

Konzentrations-Zeitverlaufe der Zuckermonomere zeigten mit der respiratorischen Aktivitat
Ubereinstimmende Unterschiede (Abb. 5.3.4 & Abb. 5.3.5). Wie anhand der respiratorischen
Daten zu erkennen ist, konnte die verzégerte Abnahme der Glucose- sowie Xylose-,
Mannose-, Galactose- und Fruktosekonzentration als Indikator fiir langsameres Wachstum der
beiden A. niger Stammen aKS056 und aKS057 beobachtet werden. Auch die Freisetzung und
Metabolisierung der Arabinosefraktion innerhalb der Zuckkerribenschnitzel war

unterschiedlich stark ausgeprégt, sodass sich die maximal gemessenenen Konzentrationen
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im Mediumuberstand stark unterschieden (aKS055: 0.86 g L, aKS056: 1.49 g L, aKS057:
1.70 g L%, aKS055: 1.01 g LY). Die p-Galacturonsaurekonzentrationen waren aufgrund ihrer
Verstoffwechselung niedrig. Nach 48 h konnten keine Zuckermonomere im Medium bestimmt
werden, sodass davon auszugehen ist, dass die freigesetzten Zucker schnell aufgenommen

und verstoffwechselt wurden und dass die Kohlenstoffquelle langsamer und bis zu einem ge-

wissen Grad vollstandig hydrolysiert wurde.
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Abb. 5.3.4: Zuckerkonzentrationen bei Satzkultivierungen mit den rekombinanten A. niger Stdmmen
aKS055 bhis aKS058. Dargestellt ist der zeitliche Verlauf der Konzentration von D-Glucose (<, gelb),
D-Xylose-Mannose-Galactose-Fructose XMGF (A, hellgrau), b-Galacturonsaure (0, orange) und L-Ara-
binose (m, dunkelgrau). (T = 30°C, pH 4,5, P V-1=3 W L1 (600 min), FLust = 0,2 bis 2 vwm, VkR=0,7 L,
¢s = 30 g L* Zuckerriibenschnitzel).
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Um die sekretorische Kapazitat und die Produktion pektinolytischer Enzyme néher zu beleuch-
ten, wurden die Proteinkonzentration und die Polygalacturonaseaktivitat im Uberstand wéh-
rend der Satzkultivierungen aller rekombinanten Stamme untersucht (Abb. 5.3.5). Die Protein-
menge im Uberstand zeigte erst nach 48 h einen Unterschied zwischen den vier Stammen.
Bis zu diesem Zeitpunkt befanden sich bei allen Satzkultvierungen rund 400 mg L Protein im
Kulturiiberstand. Nach 48 h begann eine starke Sekretionsphase bei A. niger Stamm aKS055,
die bis zum Ende der Kultivierung anhielt, so dass am Ende 874 + 34 mg L Protein im Uber-
stand gemessen werden konnte. Die A. niger Stamme aKS057 und aKS058 zeigten keinen
Anstieg in der Proteinkonzentration im Uberstand. Im Gegensatz dazu konnte der geringer
inokulierte A. niger Stamm aKS056 am Ende eine gesteigerte Proteinkonzentration im Uber-

stand von rund 500 mg L vorweisen.

Auch bei der Polygalacturonaseaktivitat zeigt A. niger akS055 mit Abstand die héchste Aktivi-
tat und erreicht mit 141,12 + 6,64 U mL™ mehr als die sechsfache Aktivitat im Vergleich zu den
drei weiteren Stammen (Abb. 5.3.5). Dabei zeigte der Stamm eine lineare Zunahme der Akti-
vitét von 40 h bis zum Ende der Kultivierung. Die zweithdchste Polygalacturonaseaktivitat von
16,73 + 3,67 U mL* konnte der A. niger Stamm aKS056 trotz der Inokulationsproblematik ver-
zeichnen. Die beiden weiteren Stamme aKS057 und aKS058 zeigten sehr geringe Aktivitaten
von rund 9 U mL? und damit circa 50 % der Aktivitat von A. niger akS056 und nur circa 6 %

der Aktivitat des Spitzenreiters A. niger aKkS055.
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Abb. 5.3.5: Prozessdaten der Satzkultivierungen mit den rekombinanten A. niger Stammen aKS055 bis
aKS058. Dargestellt ist der zeitliche Verlauf der Kohlenstoffdioxidbildungsrate (CER), Sauerstoffaufnah-
merate (OUR), Proteinkonzentration und Polygalacturonaseaktivitat (PGase) wahrend Kultivierungen

von A. niger aKS055 (e =, blau), aKS056 (¢

, hellgrau), aKS057 (A =, dunkelgrau) und

aKS058 (m —, schwarz). (T = 30°C, pH 4,5, P V-1 =3 W L}(600 min'), FLust = 0,2 bis 2 vwm, VR = 0,7 L,
Cs = 30 g L! Zuckerriibenschnitzel).
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Mit seiner um mehr als die sechsfach erhdhte Polygalacturonaseaktivitat und der um 30 %
gesteigerten Proteinsekretion im Vergleich zum Wildtyp ATCC 11414 wurde der rekombinante
A. niger Stamm aKS055 vom Kooperationspartner weiter genetisch verandert, um eine
Metabolisierung der D-GalA zu verhindern (A. niger aKS090). Zur Charakterisierung dieses
neuen Stammes wurde dieser unter identischen Bedingungen wie alle vorherigen Stamme
kultiviert und mit dem Vorlauferstamm A. niger akS055 verglichen (Abb. 5.3.6 & Abb. 5.3.7).

Anhand der Zuckerkonzentrationen zeigte sich im direkten Vergleich mit dem Stamm aKS055,
dass der A. niger Stamm aKS090 keine signifikante Akkumulation von D-Galacturonsaure im
Medium ermdoglichte (Abb. 5.3.6). Nach einem Konzentrationsmaximum bei 33 hvon 0.5 g L*
D-GalA fiel die Konzentration bis zum Ende der Kultivierung wieder nah an die untere Nach-
weisgrenze ab. Die Konzentration der freien Zucker im Medium verliefen annahernd analog zu
den Vorlauferstdammen mit der schnellen Verstoffwechselung von Glucose, Xylose, Mannose,
Galactose und Fructose und anschlielBendem Maximum der Arabinosekonzentration. Nach
48 h lagen, wie auch in den Untersuchungen mit den Vorlauferstammen beobachtet, keine

nennenswerten Konzentrationen an freien Zucker im Nahrmedium vor.
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Abb. 5.3.6: Zuckerkonzentrationen bei Satzkultivierungen mit den rekombinanten A. niger Stammen
aKS055 und aKS090. Dargestellt ist der zeitliche Verlauf der Konzentration von D-Galacturon-
saure (0, orange), D-Glucose (€, gelb), D-Xylose-Mannose-Galactose-Fructose (A, hellgrau), L-Arabi-
nose (m, dunkelgrau).(T = 30°C, pH 4,5, P V1 = 3 W L1 (600 min), Fut = 0,2 bis 2 vwm, VR = 0,7 L,
Cs = 30 g L'* Zuckerriibenschnitzel, 10° Sporen L1).
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Bis 17 h nach Inokulation war der Verlauf der respiratorischen Daten beider Stamme nahezu
identisch. Danach stiegen die Sauerstoffaufnahme- und Kohlenstoffdioxidproduktionsrate von
aKS090 deutlich langsamer und erreichten ihr Maximum erst nach 45 h. Die Werte der CER
lagen bei akS090 mit 0,7 mol L't h! knapp unter denen von aKS055 (1,2 mol L't h't). Ab der
48 h konnte wie bei dem Vergleichsstamm ein Abfall der CER auf 0,1 mol L h** gemessen
werden. Die Sauerstoffaufnahmeraten stiegen wahrend der Kultivierungen auf einen Maximal-
wert von bis zu 1.5 mol L h,

Fur den rekombinanten A. niger Stamm aKS090 war ein Anstieg der Proteinkonzentrationen
und Polygalacturonaseaktivitat nach 40 h Prozesszeit, analog zum Vorlauferstamm aKS055,
zu beobachten (Abb. 5.3.7). Mit einer finalen Proteinkonzentration von 839 + 10 mg L™ wurde
eine vergleichbare Konzentration zum Stamm aKS055 (874 + 34 mg L*) gemessen. Auch die
Polygalacturonaseaktivitat von akS090 zeigte mit 122,36 + 4,48 U mL* eine zum Vorlaufer-
stamm aKS055 vergleichbare Aktivitat (141,12 + 6,64 U mL™?).

2,0 3,0
- - 25 A
£ 15 4 N
J T, 20 ]
© | ©° |
e 1,0 g 1,5
& 0,5 ‘:',E 0
o 7] Co5 -
0,0 = T T T 0,0 T T T
0 24 48 72 96 0 24 48 72 96
Prozesszeit, h Prozesszeit, h
1000 160
140 4 A
< 800 - A . -
i Adm 7,120 - 3 m
£ 600 - | E100 - A
- - 80 A
£ BaA @ A [ |
@ 400 ‘. ‘ ‘A [ ] % 60
2 " n Q 40 AW
o 200 A o -
20
0 L] Ll L] 0 T ‘ L} L]
0 24 48 72 96 0 24 48 72 96
Prozesszeit, h Prozesszeit, h

Abb. 5.3.7: Prozessdaten der Satzkultivierungen mit den rekombinanten A. niger Stdmmen aKS055 und
aKS090. Dargestellt ist der zeitliche Verlauf der Kohlenstoffdioxidbildungsrate (CER), Sauerstoffaufnah-
merate (OUR), Proteinkonzentration und Polygalacturonaseaktivitat (PGase) wahrend Kultivierungen
von A. niger aKS055 (A =, dunkelgrau) und aKS090 (m ==, schwarz). (T = 30°C, pH 4,5,
P V1=3WL%600 mint), Ft=0,2 bis 2 vwm, VR = 0,7 L, cs=30gL? Zuckerriibenschnitzel,
10° Sporen L™1).
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Die Morphologie des rekombinanten A. niger Stamms aKS056 zeigte eine leichte Verkirzung
der Hyphen im Vergleich zum Wildtyp und den anderen rekombinanten Stammen (Abb. 5.3.8).
Ansonsten konnten keine deutlichen Unterschiede in der Morphologie zu den zuvor durchge-
fuhrten Kultivierungen beobachtet werden (Abb. 5.3.9).

aKS055

Abb. 5.3.8: Mikroskopische Aufnahmen der rekombinanten A. niger Stdmme aKS055 und aKS056. Dar-
gestellt sind Aufnahmen der rekombinanten Stimme aKS055 (links) und aKS056 (rechts) bei funffacher
und zwanzigfacher VergréRerung nach 23 h Kultivierungsdauer. (T = 30°C, pH 4,5,
P V1=3WL?(600 min?), Fl= 0,2 bis 2 vwm, Vr = 0,7 L, ¢cs = 30 g L* Zuckerriibenschnitzel).



Ergebnisse und Diskussion 113

aKs039

aKS055

aKS056

aKS057

aKs058

aKs090

w8

Abb. 5.3.9: Mikroskopische Aufnahmen des Basisstammes ATCC 11414 und der rekombinanten A. ni-
ger Stamme aKS055 bis aKS090. (T = 30°C, pH 4,5, P V1 =3 W L1 (600 mint), FLt= 0,2 bis 2 vvm,
Vr = 0,7 L, cs = 30 g L Zuckerriibenschnitzel).
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Diskussion

Durch die vergleichende Charakterisierung der vier rekombinanten A. niger Stamme aKS055,
aKS056, aKS057 und aKS058 konnte festgestellt werden, dass die Stamme, sowohl unterei-
nander als auch im Vergleich zu ihrem parentalen A. niger Stamm aKS039, Unterschiede in
Wachstum, Morphologie, sekretorischer Aktivitat (Proteinsekretion) und Polygalacturonaseak-
tivitat aufweisen. Diese Unterschiede sind auf die jeweiligen genetischen Veranderungen der

Stamme zurlickzuftihren.

Zur Verbesserung der sekretierten Polygalacturonaseaktivitéat wurden vier primére, aus der
Literatur bekannte, Ziele definiert, aus denen die folgenden rekombinante Konstrukte durch
den Projektpartner an der TU Minchen (Prof. Dr. J. Philipp Benz, Professur fur Pilzbiotechno-
logie in der Holzwissenschaft) abgeleitet und generiert wurden. Dabei entstanden die A. niger
Stamme aKS055 (konstitutive Produktion pektinolytischer Enzyme - Alaziet al. 2018;
Niu et al. 2017), aKS056 (Morphologie bedingte Verbesserung der Sekretionsleistung - Fied-
ler et al. 2018), aKS057 (Aufhebung der Kohlenstoffkatabolitrepression - Mékela et al. 2018;
Niu et al. 2017) und der Stamm aKS058 (Reduktion endogen sekretierter Proteasen -
Conesa et al. 2000; Meyer et al. 2011; Punt et al. 2008).

Mit A. niger aKS055 konnte ein Stamm identifiziert werden, der flr weitere genetische Veran-
derungen geeignet war, da dieser Stamm die héchste und damit eine ca. sechsfach héhere
Aktivitat als der Basisstamm ATCC 11414 (22,64 U mL1) und der parentale Stamm akKS039
(23,06 U mL?) zeigte. Die Deletion des transkriptionellen Repressors GaaX und die daraus
resultierende konstitutive Produktion pektinolytischer Enzyme erwies sich damit als erfolg-

reichster Ansatz.

Interessant war auch der rekombinante A. niger Stamm aKS056. Die Deletion des racA Gens,
durch welche es zu einer erhéhten Hyphenverzweigung und damit einer Erhéhung der sekre-
tionsaktiven Oberflache kommt, zeigte auch einen positiven Effekt auf die Sekretion hydrolyti-
scher Enzyme. Obwohl dieser Stamm mit nur 12,6 % der Sporenmenge angeimpft wurde,
zeigte er bessere Ergebnisse als die beiden anderen rekombinanten Stamme aKS057 und
aKS058. Wie im Vorversuch in Kapitel 5.2.4 und in der Literatur gezeigt werden konnte, hat
eine verringerte Inokulationsmenge meist ein negatives Ergebnis auf die Aktivitdt des ge-
winschten Enzyms (Kiep 2011; Wucherpfennig et al. 2010). Allerdings musste zur Verwen-
dung dieses Stammes fur die Produktion pektinolytischer Enzyme die niedrige Sporulations-
dichte wahrend der Anzucht der Vorkultur behoben werden, um so die optimale Inokulations-
dichte von 10° Sporen L zu Beginn des Prozesses einsetzen zu kdnnen. Genetische Veran-
derungen in Bezug auf die Kohlenstoffkatabolitrepression (CCR) und Reduktion sekretierter

Proteasen zeigten einen negativen Effekt auf die Produktion pektinolytischer Enzyme.
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Erstaunlicher Weise konnte der A. niger Stamm aKS090, trotz der Deletion zweier D-GalA
Reduktasen, die aus den Zuckerriibenschnitzeln freigesetzte b-GalA nahezu vollstandig ver-
stoffwechseln. Dies liegt hochstwahrscheinlich an der hohen Komplexitat und Redundanz des
Zuckertransports und des Zuckermetabolismus in A. niger, so dass davon auszugehen ist,
dass mehr als die beiden deletierten Reduktasen in den Metabolismus von D-GalA involviert
sind. Aufgrund der vergleichbaren produzierten Polygalacturonaseaktivitat der beiden rekom-
binanten Stamme aKS055 und aKS090, kann davon ausgegangen werden, dass die geneti-
schen Veréanderungen des Stammes aKS090 keinen Einfluss auf sein Sekretionsverhalten

pektinolytischer Enzyme hatte.
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5.4 Enzymatische Hydrolyse von Zuckerribenschnitzeln

Das primare Ziel der Hydrolyse ist die moglichst vollstandige Freisetzung der p-Galacturon-
séure, um eine dkonomisch erfolgreiche Weiterverarbeitung der Zuckersaure zu ermoglichen.
Als Voraussetzung zur Bestimmung der Hydrolyseeffizienz und Hydrolyseausbeute wurde als
Erstes eine Analyse der Zusammensetzung der verwendeten Charge des Substrats Zucker-
ribenschnitzel durchgefihrt. Zur weiteren Charakterisierung des hergestellten Enzymge-
mischs wurde dessen Inhibierung durch die bei der Hydrolyse freigesetzten Zuckermonomere
untersucht. Nach Abschluss der beiden wichtigen Voruntersuchungen wurde zunachst der
Einfluss der Variablen: Puffersubstanz, Hydrolysedauer und Temperatur im mL-Mal3stab na-
her betrachtet. Anschlie3end wurden Untersuchungen zu den Variablen pH, Substratkonzent-
ration und Enzymkonzentration im Rihrkesselreaktor zur Verbesserung der Hydrolyse durch-

gefuhrt.

5.4.1 Zusammensetzungsanalyse der Zuckerriibenschnitzel

Bei einem komplexen Substrat wie Zuckerriibenschnitzeln ist die genaue Bestimmung der Zu-
sammensetzung aufgrund der Heterogenitat und Komplexitéat durchaus anspruchsvoll. Dabei
spielen vor allem die unterschiedlichen Stabilitdten der enthaltenen Zuckerpolymere eine zent-
rale Rolle. Hauptséchlich bestehen Zuckerribenschnitzel aus Cellulose, Hemicellulose und
Pektin. Da diese drei Polymere chemisch und physikalisch sehr unterschiedliche Eigenschaf-
ten und Stabilitaten besitzen, musste zunachst ein Verfahren erarbeitet werden, das einen

hohen Hydrolysegrad bei niedrigem Zerstorungsgrad der freigesetzten Zucker gewahrleistet.

Zur Bestimmung der Zuckerzusammensetzung der Zuckerriibenschnitzel wurde das in Kapi-
tel 4.5.7 beschriebene zweistufige Verfahren, bestehend aus einer sauren Hydrolyse mit
2 mol L Trifluoressigsaure gefolgt von einer enzymatischen Hydrolyse mit kommerziellen En-
zympraparaten, siehe Tabelle 9.1.5, angewandt. Im Vorfeld wurden verschiedene Bedingun-
gen der Totalhydrolyse untersucht und die Methode mit dem geringsten Verlust an Monomeren
Zuckern zur Analyse der Zuckerribenschnitzel ausgewahlt. Alle Bestandteile, die nicht der
Zuckerfraktion zugehorig waren, wurden als Trockenmasse zusammengefasst. Die nach An-
wendung der Hydrolyse entstandenen Uberstande wurden auf ihre Konzentration der in Zu-
ckerriibenschnitzeln vorkommenden Zucker D-Xylose, D-Mannose, L-Fucose, L-Arabinose,
D-Glucose, L-Rhamnose, D-GalA, D-Galactose, sowie D-Glucuronsaure untersucht. Zur Kon-
trolle wurden neben der Zuckerriibenschnitzelbiomasse auch reine Cellulose (Avicel) und ein
Zuckerstandard mit allen in der Zuckerriibenbiomasse enthaltenen Zuckermonomeren der
Hydrolyse unterzogen. Zur Errechnung eines Verlustausgleichsfaktors wurde der Verlust an
Zuckermonomeren in dem Zuckerstandard wahrend der Hydrolysebehandlung Uber die Aus-
beute bestimmt (Abb. 5.4.1).
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Abb. 5.4.1: Ausbeute und Verlustausgleichsfaktoren der Zuckermonomerstandards bei der Zusammen-
setzungsanalyse.Dargestellt ist die Ausbeute der einzelnen Zuckermonomere nach Behandlung eines
Zuckerstandards unter Bedingungen der Zusammensetzungsanalyse (siehe Kapitel 4.5.7). Zusétzlich
ist der Verlustausgleichsfaktor der einzelnen Zuckermonomere angegeben. (D-Glucose (Glc), b-Galac-
turonsaure (GalA), L-Arabinose (Ara), b-Galactose (Gal), D-Xylose (Xyl), b-Mannose (Man), L-Rham-
nose (Rha), b-Glucuronsaure (GlucA) und L-Fucose (Fuc)).

Nach Analyse der Zuckermonomere mittels hochsensitiver HPAEC-PAD (Hochleistungs-An-
ionenaustauschchromatographie mit gepulster amperometrischer Detektion), die in Zusam-
menarbeit mit dem Projektpartner an der TU Munchen (Prof. Dr. J. Philipp Benz, Professur fiir
Pilzbiotechnologie in der Holzwissenschaft) durchgefuhrt wurde, konnte die in Tabelle 5.4.1
dargestellte Zusammensetzung der Zuckerribenschnitzel erhalten werden. Zusatzlich sind
publizierte Daten und deren Mittelwert angegeben, um die experimentellen Daten dieser

Charge Zuckerribenschnitzel einordnen zu kénnen.

Tabelle 5.4.1: Zusammensetzung Zuckerribenschnitzel (%, Trockenmasse).

Glu GalA Ara Gal Xyl Man Rha Fuc GIuUA RM* Referenz

136 21,8 216 69 12 05 6,8 0,2 0,3 28,5 Ergebnis

245 22,0 179 45 11 1 2 0 0 27,0 (Kuhnel 2011)

23,3 1938 235 58 1,7 13 2,1 0,2 0 21,4 (Micard et al. 1994)
21,1 211 209 51 1,7 11 2,4 0,2 0 21,4 (Micard et al. 1996)
21,7 18,9 173 43 15 15 11 0 0 25,4 (Rouau et al. 1987)
22,7 204 199 49 15 12 19 0,1 0 23,8 Mittelwert Literatur

* RM = Restmas; (D-Glucose (Glc), b-Galacturonsaure (GalA), L-Arabinose (Ara), b-Galactose (Gal),
D-Xylose (Xyl), D-Mannose (Man), L-Rhamnose (Rha), D-Glucuronséure (GlucA) und L-Fucose (Fuc))
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Diskussion

Durch die Zusammensetzungsanalyse der in dieser Arbeit verwendeten Charge an Zuckerru-
benschnitzeln konnten fiir die Zucker b-Xylose, L-Fucose, L-Arabinose, b-Galacturonsaure und
D-Fructose mit der Literatur vergleichbare Werte bestimmt werden. Geringfligige Abweichun-
gen wurden fir die Zucker pD-Galactose (~2 % hoher als dargestellte Literaturdaten) und
D-Mannose (niedriger als dargestellte Literaturdaten) bestimmt. Der Anteil der Zuckersaure
D-Glucuronsaure wurde in der Literatur nicht genannt. Auffallig bei der Analyse waren die deut-
lichen Unterschiede im prozentualen Rhamnose- und Glucoseanteil der untersuchten Zucker-

ribenschnitzel im Vergleich zur Literatur.

Nach Auswertung der Cellulosekontrolle konnte eine unvollstandige Hydrolyse der Cellulose
festgestellt werden. Dieses Ergebnis lasst auf eine nicht ausreichende Saurehydrolyse
und/oder enzymatische Hydrolyse schlieBen. Dies ist wahrscheinlich Grund fur einen niedri-
geren Glucoseanteil als in der Literatur beschrieben. Die Unterschiede zur Literatur kénnen
zum einen auf die Substrateigenschaften und zum anderen auf das verwendete Hydrolysepro-
tokoll zurtuckgefuhrt werden. Zuckerriibenschnitzel sind ein sehr heterogenes Substrat, des-
sen Zusammensetzung stark von den Anbaubedingungen abh&ngig ist und damit eine hohe
Varianz in der Zusammensetzung aufweisen kann (Kracher et al. 2014). Der zweite Einfluss-
faktor sind die unterschiedlichen Stabilitdten der Zuckerpolymere Cellulose, Hemicellulose und
Pektin (Pandey et al. 2015). Das zur totalen Hydrolyse verwendete Protokoll sollte eine Ba-
lance zwischen Hydrolysegrad und Ausbeuteverlust durch Zersetzung der labilen Bestandteile
der Biomasse ermdglichen. Hierzu zahlen vor allem einzelne Komponenten der Hemicellulose
und des Pektins wie beispielsweise D-Galacturonsdure und Arabinose (Ber-
lowska et al. 2018a). Durch zu extreme Bedingungen kommt es zum Ausbeuteverlust und da-
mit zu einer Unterbestimmung dieser Komponenten. Die Labilitét der einzelnen Zucker wéh-
rend der verwendeten Hydrolysemethode konnte durch die Bestimmung der Ausbeute und
Verlustausgleichsfaktoren (Abb. 5.4.1) bestatigt werden. Auch in der Literatur werden ver-
gleichbare Ausbeuteverluste wahrend der sauer-thermischen Hydrolyse mit anschlieRender

enzymatischer Behandlung von Zuckerribenschnitzeln beschrieben (Kihnel et al. 2011).

Bei der Zusammensetzungsanalyse der Zuckerriibenschnitzel konnte die Massenbilanz annéa-
hernd vollstédndig geschlossen werden. Die bestimmte Zusammensetzung wurde daher in Ver-
bindung mit dem Glucoseanteil aus der Literatur als Basis zur Bestimmung der Ausbeute aller

Nachfolgenden Untersuchungen zur Hydrolyse der Zuckerriibenschnitzel verwendet.
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5.4.2 Untersuchung zur Inhibierung der hergestellten Enzymmischung

Aufgrund der Komplexitat des Biopolymers Pektin und des bei der Hydrolyse entstehenden
Stoffgemisches war ein Effekt auf die enzymatische Aktivitat der hergestellten Enzymmi-
schung nicht auszuschlie3en. In der Literatur wird ein inhibitorischer Effekt freigesetzter b-Ga-
lacturonsaurekonzentrationen zwischen 4-12 g L* auf die Aktivitat pektinolytischer Enzyme
beschrieben (Baciu & Jordening 2004; Bélafi-Bako et al. 2007). Aus diesem Grund wurde eine
viskositatsbasierte Untersuchungsmethode etabliert, mit der eine maogliche Inhibierung der
hergestellten Enzyme durch die bei der Hydrolyse freigesetzten Zuckermonomere untersucht
werden konnte. Grundlage der entwickelten Methodik ist die Viskositatsabnahme einer Zit-
ruspektinldsung wéahrend der Inkubation mit hydrolytischen Enzymen. Anhand des Vergleichs
der Viskositatsabnahmen bei Zugabe von Zuckermonomeren zum Reaktionsansatz kann so-

mit eine eventuelle Inhibierung der Hydrolyse untersucht werden.

Zur Untersuchung einer maglichen Inhibierung durch die bei der Hydrolyse freigesetzten Zu-
ckermonomere, wurde die Viskositatsabnahme einer Zitruspektinlésung nach Zugabe einer
Enzymmischung (Referenz) und nach jeweiliger Zugabe zweier Enzym-Zuckermischungen
untersucht. Als Zuckermischung wurde in beiden Versuchen die Zuckermonomere aus Tabelle
5.4.2 eingesetzt. Zusatzlich wurde in einem der beiden Versuche 20 g L pb-Galacturonsaure
hinzugegeben. Als Kontrolle wurde anstelle der Enzym-Zuckermischung eine Pufferlésung
eingesetzt (Abb. 5.4.2). Wahrend der Analyse wurde in allen Untersuchungen die gleiche, aus

einer Kultivierung mittels A. niger ATCC11414 stammende Enzymmischung verwendet.

Tabelle 5.4.2: Eingesetzte Zuckerkonzentrationen wahrend der Untersuchung der Enzym-Inhibition.

Eingesetzte Zuckerkonzentrationen, g L™

Glucose Arabinose Galactose Xylose Mannose Rhamnose

20 20 7 1 1 7

Der Verlauf der Viskositat in den Kontrollversuchen ohne Enzymzugabe zeigte nach drei Mi-
nuten eine konstante Viskositat von 30 Pa s bis zum Ende der Messung. Im Referenzversuch,
bei dem die Enzymmischung hinzugefugt wurde, konnte innerhalb der untersuchten 20 Minu-
ten eine Viskositatsabnahme um 50 % von 30 Pa s auf 15 Pa s beobachtet werden. Dieser
Verlauf wurde als Standard definiert und sollte mit den Versuchen mit Zugabe von Zuckermo-

nomeren verglichen werden.
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Ein Versuch wurde mit Zugabe des in Tabelle 5.4.2 dargestellten Zuckergemischs sowie
20 g L p-Galacturonsaure durchgefiihrt. Diese Mischung sollte das Produktspektrum voll-
standig hydrolysierter Zuckerriibenschnitzel widerspiegeln. Ein weiterer Versuch wurden ana-
log zum ersten Versuch ohne Zugabe von D-Galacturonsaure durchgefuhrt, um die Rolle der
freiwerdenden D-Galacturonsaure bei einer méglichen Inhibition der Enzyme néher beleuchten
zu kénnen. Bei beiden Versuchen konnte eine zur Referenz vergleichbare Abnahme der Vis-
kositat beobachtet werden (Abb. 5.4.2).
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Abb. 5.4.2: Viskositatsverlaufe wahrend der Hydrolyse von Zitruspektin mit der von A. niger hergestell-
ten Enzymmischung. Dargestellt ist der Viskositatsverlauf einer 20 g L Zitruspektinlésung bei pH 4.5,
30 °C im Rheometer (Rheolab QC, Anton Paar, Graz, Osterreich; konstante Scherrate von 2000 s1) mit
Zugabe von: Kontrolle mit Puffer (hellgrau), Referenz mit Enzymmischung (blau), Versuch 1 mit 20 g L*
D-Galacturonsaure und Zuckern aus Tabelle 5.4.2 (schwarz), Versuch 2 mit Zuckern aus Tabelle 5.4.2
(dunkelgrau).

Diskussion

In Verbindung mit den Ergebnissen aus dem Kontrollversuch konnte die Grundlage der Mess-
methodik (Rheologische Messung der Viskositatsabnahme einer Zitruspektinldsung durch en-
zymatische Hydrolyse) bestatigt werden. Die mitgefuihrte Kontrolle ohne Enzymzugabe zeigte,
dass es sich bei den Ergebnissen nicht um eine temperatur- oder scherbedingte Abnahme der
Viskositat handelte, sondern um eine auf der hydrolytischen Aktivitat der Enzymmischung ba-

sierende Viskositdtsabnahme.

Aus den ahnlichen Viskositatsabnahmeverlaufen der Referenz und der beiden induzierten In-
hibitionsuntersuchungen konnte abgeleitet werden, dass unter den untersuchten Bedingungen
(kurze Reaktionszeiten, frische Enzymmischung) keine Reduktion der initialen Reaktionsge-
schwindigkeit und damit keine Inhibition der hergestellte Enzymmischung weder durch die
freien Zuckermonomere noch D-Galacturonséaure ausgetibt wurde. Damit konnte eine Inhibi-
tion der pektinolytischen Aktivitdt durch D-Galacturonsaure, wie sie in der Literatur mit einer
Inhibitionskonstanten K, = 3.13 g L postuliert wird, in der durchgefiihrten Untersuchung nicht
bestatigt werden (Bélafi-Bako et al. 2007).
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5.4.3 Enzymatischen Hydrolyse von Zuckerriibenschnitzeln im mL-Mal3stab

Das zur Hydrolyse eingesetzte Enzymgemisch wurde mit A. niger hergestellt (siehe Kapi-
tel 4.3). Die Enzymkonzentrationen waren aufgrund der maximal produzierten Polygalacturo-
naseaktivitat des Wildtypstammes A. niger ATCC 11414 und der eingesetzten Substratkon-

zentration auf maximal 100 U g™ substrat limitiert.
Puffer

Haufig wird bei der enzymatischen Hydrolyse ein Natriumacetat-Puffer verwendet, da dieser
im gewunschten pH-Bereich von pH 3,7-5,6 gute Pufferkapazitat bietet. Als Alternative wurde
Kaliumcitrat untersucht. Hierzu wurden Hydrolysen, wie in Kapitel 4.4.1 beschrieben, im Tripli-
kat durchgefiihrt. Untersucht wurden 50 mM Natriumacetat, 50 mM Kaliumcitrat und 150 mM
Kaliumcitrat. Hydrolysiert wurde eine Substratmenge von 50 g L™ Zuckerriibenschnitzel mit
100 U gsubstrat bei 30 °C und initialem pH 4,5.

Die wahrend der Hydrolyse freigesetzten Zucker und Zuckersauren haben einen starken Ein-
fluss auf den pH des Mediums, weswegen dieser im Verlauf der Hydrolyse systematisch er-
fasst wurde (Abb. 5.4.3). Bei initialem pH 4,15 konnte in den Satzprozessen mit 50 mM Puffer
eine vergleichbare Abnahme auf pH 4,0 beobachtet werden. Wahrend der Hydrolyse mit

150 mM Kaliumcitrat konnte eine Abnahme auf pH 4,2 gemessen werden.

4,5
43 oo <><> &
:;:“4,0. ;% QL .‘
o ®
3,8 1
3,5 Y T T Y

0 24 48 72 96 120
Prozesszeit, h

Abb. 5.4.3: pH Verlauf wahrend der enzymatischen Hydrolyse von Zuckerriibenschnitzeln in Abhangig-
keit des eingesetzten Puffers. 50 mM Natriumacetat (®, schwarz), 50 mM Kaliumcitrat (A, grau) und
150 mM Kaliumcitrat (<, weiR). (T = 30°C, n = 500 min! (S-Rihrer & unbewehrte Reaktoren),
Vr =12 mL, cs = 50 g L* Zuckerriibenschnitzel, 100 U g-tsubstrat).
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Im Hydrolyselberstand konnten die in Abb. 5.4.4 dargestellten Zuckermonomere gemessen
werden. Dabei konnte innerhalb der ersten 6 h eine schnelle Freisetzung der untersuchten
Zuckermonomere beobachtet werden. Anschlie3end verlangsamte sich die Zuckerfreisetzung
bis zum Ende der Hydrolyse. Vor allem die Freisetzung von Arabinose und des Gemischs von
Xylose, Galactose, Mannose und Fructose zeigte eine starkere Verlangsamung der Freiset-
zungsgeschwindigkeit, so dass ab 48 h Prozesszeit nur eine geringe Konzentrationssteige-
rung dieser Zucker zu beobachten war. Trotz unterschiedlicher Puffer und Puffermolaritaten
konnten zum Ende der Hydrolyse (96 h) in allen Prozessen vergleichbare Zuckerkonzentrati-
onen erreicht werden: 5,45+ 0,32 gL*? D-Galacturonsaure, 10,52 +0,23 gL' Glucose,
4,25+ 0,11 g L Xylose, Mannose, Galactose und Fructose sowie 11,14 + 0,15 g L Arabi-

nose.

Fiur das gewtiinschte Produkt D-Galacturonséure konnten wahrend der Hydrolyse Raum-Zeit-
Ausbeuten von 0,052-0,056 g L h* erreicht werden. Bezogen auf die Zusammensetzung der
Zuckerrubenschnitzel (siehe Kapitel 5.4.1) konnte somit eine Ausbeute von 50 + 3 % D-Galac-
turonséaure, 93 £ 2 % Glucose, 99 £ 3 % Xylose, Mannose, Galactose, Fructose und 100 £ 2 %
Arabinose erreicht werden (Abb. 5.4.3). Insgesamt konnten rund 31 g L* Zuckermonomer frei-
gesetzt werden, was einer Gesamtzuckerausbeute von ~ 77 % entspricht. Aufgrund der Er-
gebnisse wurde 50 mM Kaliumcitrat als Puffer (pH 4,5) fur alle weiteren Hydrolysen im mL-

Mafstab verwendet.
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Abb. 5.4.4: Zuckerkonzentration und finale Ausbeute bei der enzymatischen Hydrolyse von Zuckerri-
benschnitzeln in Abhangigkeit des Puffers. Dargestellt ist der zeitliche Verlauf der Konzentration und
die finale Ausbeute von D-Galacturonsaure (GalA, orange), Glucose (Glc, gelb), Xylose-Mannose-Ga-
lactose-Fructose (XMGF, hellgrau) und Arabinose (Ara, dunkelgrau) in 50 mM Natriumacetat (o, Vier-
eck), 50 mM Kaliumcitrat (0, Kreis) und 150 mM Kaliumcitrat (¢, Raute). (T = 30°C, n = 500 min+
(S-Rihrer & unbewehrte Reaktoren), Vr = 12 mL, cs = 50 g L* Zuckerriibenschnitzel, 100 U g-tsubstrat).
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Hydrolysedauer

Es wurde eine Langzeithydrolyse von 507 h durchgefiihrt. Dabei konnte ein pH Abfall innerhalb
der ersten 77 h von einem initialem pH 4,5 auf pH 3,9 beobachtet werden. Dieser pH veran-
derte sich bis zum Ende der Hydrolyse nicht. Die Zuckerkonzentrationen sind in Abb. 5.4.5
dargestellt. Uber den Verlauf der Hydrolyse war eine Freisetzung der Glucose bis zu 435 h
(10,91 g L) zu beobachten. Die Freisetzung von b-Galacturonséaure und der Mischung aus
Xylose, Mannose, Galactose und Fructose erfolgte bis 293 h. Ab diesem Zeitpunkt lagen die
maximalen und damit auch finalen Konzentrationen der Zucker vor (7,48 g L™ b-Galacturon-
saure und 5,25 g L Xylose, Mannose, Galactose, Fructose). Die Freisetzung von Arabinose
zeigte nach schnellem Konzentrationsanstieg ab 77 h eine starke Verlangsamung der Freiset-
zungsgeschwindigkeit. Am Ende konnten 10,47 g L™ freigesetzt werden.

Insgesamt konnte eine Ausbeute von 69 % D-Galacturonséure, 96 % Glucose, 100% Mischung
aus Xylose, Mannose, Galactose, Fructose und 100 % Arabinose erreicht werden. Somit konn-
ten ~ 34 g L Zuckermonomer freigesetzt werden (Gesamtzuckerausbeute von ~ 83 %).
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Abb. 5.4.5: Zuckerkonzentration wahrend der enzymatischen Langzeithydrolyse von Zuckerriben-
schnitzeln. Dargestellt ist der zeitliche Verlauf der Konzentration von D-Galacturonsdure (0, orange),
Glucose (0, gelb), Xylose-Mannose-Galactose-Fructose (0, hellgrau) und Arabinose (@, dunkelgrau)
wahrend der Hydrolyse fuir 507 Stunden. (T = 30°C, n = 200 min-! (Schottflasche im Schuttelinkubator),
Vg =50 mL, cs = 50 g L't Zuckerriibenschnitzel, 100 U g-lsubstrat).
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Temperatur

Zunachst wurde die optimale Reaktionstemperatur der mittels A. niger hergestellten Enzymmi-
schung untersucht. Diese wurde fir die Polygalacturonase- und Cellulaseaktivitat bei Tempe-
raturen zwischen 10 °C bis 100 °C ermittelt. Anschliel3end wurden die Aktivitdten auf die
hdchste bestimmte Aktivitat normiert (Abb. 5.4.6). Deutlich zu erkennen sind unterschiedliche
Temperaturoptima der Polygalacturonase- und Cellulaseaktivitat. Bei der Polygalacturonase-
aktivitat konnte eine Aktivitatssteigerung bis 50 °C mit einem rapiden Abfall der Aktivitat bei
hoheren Temperaturen beobachtet werden. Die Cellulaseaktivitat dagegen zeigte ihr Optimum
erst bei 70 °C und einen langsameren Abfall bei héheren Temperaturen. Bei der optimalen
Temperatur der Polygalacturonaseaktivitat von 50 °C werden 60 % der maximalen Cellulase-
aktivitat erreicht. Das einspricht einer Steigerung um bis zu 33 % Polygalacturonase- und 20 %
Cellulaseaktivitat im Vergleich zur Aktivitat bei der zuvor verwendeten Kultivierungstemperatur
von 30 °C.

100 O o
= O
= 80 - O o
= [
2 00O
%60- o0
O
E 40 . 0 g
S 0 e .
W20 ® ®
[«}]
"o —_— 9 5 4 5
O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Temperatur, °C

Abb. 5.4.6: Einfluss der Temperatur auf die relative Polygalacturonase- und Cellulaseaktivitat der mittels
A. niger hergestellten Enzymmischung.Dargestellt ist die Cellulaseaktivitat (®) und Polygalacturonase-
aktivitat (o) in Abhangigkeit der Temperatur Als Substrat fir Polygalacturonase wurde Polygalacturon-
saure und fur Cellulase Carboxymethylcellulose verwendet.
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Aufbauend auf der Untersuchung der Temperaturabhangigkeit der Polygalacturonase und
Cellulase wurden Hydrolysen von 50 g L't Zuckerriibenschnitzeln bei 30 °C und 50 °C mit einer
Enzymkonzentration von 100 U glsupsrar im mL-MaBstab durchgefihrt. In den Prozessen
wurde mit 50 mM Kaliumcitrat als Puffer gearbeitet. Zu Beginn der Prozesse lag initial pH 4,5
vor, welcher in den Hydrolysen bei 30 °C auf pH 4,0 und bei 50 °C final auf pH 3,8 absank,
wobei ein qualitativ vergleichbarer Verlauf bei beiden Temperaturen beobachtet werden

konnte.

Der zeitliche Verlauf der Zuckerkonzentrationen wéahrend der Hydrolysen sind in Abb. 5.4.7
dargestellt. Dabei konnte bei allen Zuckern auf3er Arabinose ein kontinuierlicher Anstieg der
Zuckerkonzentrationen bis zum Ende der Hydrolysen beobachtet werden. Generell konnten
hohere Freisetzungsgeschwindigkeiten bei 50 °C im Vergleich zu 30 °C gemessen werden.
Eine deutliche Steigerung konnte bei der Freisetzung der héchstwahrscheinlich aus Cellulose
stammenden Glucose beobachtet werden, so dass die Konzentrationen schon nach 20 h die
maximalen Konzentrationen der nach 96 h bei 30 °C erhaltenen Glucosekonzentration uber-
stieg. Ein ahnliches Verhalten konnte auch fir b-GalA und Xylose, Mannose, Galactose, Fruc-
tose beobachtet werden. Dabei wurde die maximal erreichte Konzentration der Hydrolyse bei
30°C in der Hydrolyse bei 50 °C schon nach 48 h tiberschritten. Die Freisetzung der Arabinose
Zeigte zu Beginn der Hydrolyse eine starke Beeinflussung der Temperatur. Nach 24 h kam es

nur noch zu einer geringen Konzentrationssteigerung bis zum Ende der Hydrolyse.

Final wurden bei 30 °C 5,74 + 0,28 g L' p-Galacturonsaure, 6,49 + 0,28 g L Glucose,
3,76 + 0,30 g L* Xylose, Mannose, Galactose und Fructose und 10,12 + 0,45 g L Arabinose
freigesetzt. Wahrend der Hydrolyse bei 30 °C konnten Raum-Zeit-Ausbeuten fir b-Galacturo-
nsaure von 0,060 g L h! erreicht werden. Bei 50 °C Hydrolysetemperatur wurden bis zum
Ende 7,00 + 0,09 g L'* b-Galacturonséaure, 10,34 + 0,47 g L* Glucose, 4,60 + 0,11 g L' Xylose,
Mannose, Galactose und Fructose und 10,22 + 0,10 g L* Arabinose freigesetzt. Fur das ge-
winschte Produkt D-Galacturonsaure konnte so wéhrend der Hydrolyse bei 50 °C eine Raum-
Zeit-Ausbeuten von 0,073 g L't h't erreicht werden.

Bei der Hydrolyse bei 30°C konnten Ausbeuten von 53 % D-Galacturonsaure, 57 % Glucose,
88 % Xylose, Mannose, Galactose, Fructose und 94 % Arabinose erreicht werden (Abb. 5.4.7).
Insgesamt wurden in 96 h 26 g L™* Zuckermonomer freigesetzt, was einer Gesamtzuckeraus-
beute von ~ 60 % entspricht. Im Vergleich dazu konnten bei 50 °C 64 % D-Galacturonsaure,
91 % Glucose, 100 % Mischung aus Xylose, Mannose, Galactose, Fructose und 94 % Arabi-
nose freigesetzt werden (Abb. 5.4.7). Somit konnten bei 50 °C nach 96 h mit 100 U g-tsubstrat
32 g L Zuckermonomer freigesetzt werden, was einer Gesamtzuckerausbeute von ~ 78 %

entspricht.
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Durch die Temperaturerhdhung konnte die Ausbeute der Hydrolyse um 11 % D-Galacturon-
saure, 33 % Glucose, 12 % Xylose, Mannose, Galactose, Fructose und 1 % Arabinose gestei-

gert werden.
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Abb. 5.4.7: Zuckerkonzentration und finale Ausbeute bei der enzymatischen Hydrolyse von Zuckerri-
benschnitzeln bei 30 °C und 50 °C. Dargestellt ist der zeitliche Verlauf der Konzentration und die finale
Ausbeute von D-Galacturonséaure (GalA, orange), Glucose (Glc, gelb), Xylose-Mannose-Galactose-
Fructose (XMGF, hellgrau) und Arabinose (Ara, dunkelgrau) bei 30 °C (g, Viereck) und 50 °C (0, Kreis).
(n = 500 min-1(S-Ruhrer & unbewehrte Reaktoren), Vr = 12 mL, ¢s = 50 g L1 Zuckerribenschnitzel,
100 U g'lSubstrat)-



128 Ergebnisse und Diskussion

5.4.4 Enzymatische Hydrolyse von Zuckerriibenschnitzeln im Ruhrkesselreak-

tor

Eine weitere wichtige ProzessgroRRe ist die zur Hydrolyse eingesetzte Substratmenge. Bisher
wurde eine Zuckerriibenschnitzelkonzentration von 50 g L™ im mL-MaRstab betrachtet. Da im
Ruhrkesselreaktor im L-Maf3stab hohere Leistungseintrage moglich sind, konnten erhohte
Substratkonzentrationen bei der Hydrolyse untersucht werden. Bei Einsatz von Substratkon-
zentration >75 g L' kam es aufgrund der entstehenden Medienrheologie zu einer unzureichen-
den Durchmischung in den verwendeten Ruhrkesselreaktoren und damit zu einer einge-
schrankten Hydrolyse mit verringerter Ausbeute. Aus diesem Grund sind in dieser Arbeit nur
die Ergebnisse der Hydrolyse von 75 g L Zuckerriibenschnitzeln dargestellt.

Aufgrund des Einflusses des pH auf die Produktivitdt von A. niger (vgl. Kapitel 5.2.2) wurde
die Hydrolyse bei dem zuvor in Versuchen bestatigten pH 4,5 durchgefihrt. Die Bereitstellung
des rekombinanten A. niger Stamms aKS055, welcher hdhere Polygalacturonaseaktivitaten
produziert (vgl. 5.3.2), ermoglichte es, Enzymkonzentrationen von 250-500 U g supstrat ZU Ver-
wenden und deren Einfluss auf die Hydrolyse von Zuckerriibenschnitzeln bei 50 °C zu unter-

suchen.

Die Zuckerkonzentrationen waren bei 250 U gsubstrat* Und 500 U gsubstrar > bis auf die Konzent-
ration von Glucose und Xylose, Mannose, Galactose, Fructose vergleichbar (Abb. 5.4.8). Die
Konzentration dieser Zucker nahm bis zum Ende der Hydrolyse (162 h) kontinuierlich zu. Bei
der Freisetzung der D-GalA und Arabinose konnte ab 18 h und 25 h eine Verlangsamung der
Freisetzungsgeschwindigkeit beobachtet werden. Ab 48 h war der grof3te Teil der am Ende
gelosten Zucker bereits freigesetzt. Final wurden aus 75 g L? Zuckerriibenschnitzel bei
250 U gsustrat® 10,41 £0,08 g L' D-Galacturonsaure, 12,23 + 0,05 g L' Glucose,
5,26 + 0,06 g L** Xylose, Mannose, Galactose, Fructose und 13,79 + 0,04 g L Arabinose frei-
gesetzt. Im Vergleich dazu wurden bei 500 U gsusstai* NUr geringfiigig mehr Zucker freigesetzt:
11,43 + 0,30 g L b-Galacturonséaure, 14,29 + ,30 g L* Glucose, 6,22 + 0,08 g L™ Xylose, Man-
nose, Galactose, Fructose und 14,47 + 0,25 g L** Arabinose. Aufgrund der unveranderten Kon-
zentration der D-Galacturonsaure nach 67 h wurde basierend auf diesem Zeitpunkt eine Raum-
Zeit-Ausbeuten von 0,15 g L h™? (250 U gsubstrat ) und 0,17 g L2 h'! (500 U gsubstrar ) berechnet.
Insgesamt wurden mit 500 U gtsupstrat 46 g L't Zuckermonomer freigesetzt, was einer Gesamt-

zuckerausbeute von ~ 76 % entspricht.
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Die Ausbeuten mit 250 U gsubstrat * Waren: 66,6 + 0,3 % b-Galacturonsaure, 77,3 + 4,1 % Glu-
cose, 86,3 £ 4,1% Xylose, Mannose, Galactose, Fructose und 88,1 £ 1,5 % Arabinose. Im
Vergleich dazu konnten mit 500 U gsubsrar* 70,7 + 1,8 % D-Galacturonsaure, 84,0 + 1,8 %
Glucose, 96,8 + 1,2 % Mischung aus Xylose, Mannose, Galactose, Fructose und 90,8 + 2,5 %

Arabinose freigesetzt werden (Abb. 5.4.8).
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Abb. 5.4.8: Zuckerkonzentration und finale Ausbeute bei der enzymatischen Hydrolyse von 75 g L
Zuckerribenschnitzeln im Rihrkesselreaktor. Dargestellt ist der zeitliche Verlauf der Konzentration und
die finale Ausbeute von D-Galacturonsaure (GalA, orange), Glucose (Glc, gelb), Xylose-Mannose-Ga-
lactose-Fructose (XMGF, hellgrau) und Arabinose (Ara, dunkelgrau) unter Einsatz folgender Enzym-
konzentrationen: 250 U gtsubstrat (O, Kreis) und 500 U glswswat (O, Viereck). (pH 4,5, T=50 °C,
n =600 mint, VR =0,7 L, cs = 75 g L Zuckerriibenschnitzel).
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5.4.5 Diskussion

An der Hydrolyse von Zuckerriibenschnitzeln sind aufgrund der Komplexitat der enthaltenen
Zuckerpolymere eine Vielzahl von hydrolytischen Enzymen beteiligt (Semenova et al. 2019).
In den Hydrolyseprozessen im mL-Mal3stab wurde trotz gepuffertem Medium eine Abnahme
des pH wahrend der Hydrolyse beobachtet. Die pH Abnahme korrelierte dabei direkt mit der
Zunahme der D-Galacturonsaurekonzentration. Dies ist durch den niedrigen pKs von D-Galac-
turonséaure von 3,51 £ 0,01 (20 °C) und die daraus resultierende Saurestarke zu erklaren
(Kohn & Kovac 1978). Bei pH 3,8 konnte eine Stabilisierung des pH trotz ansteigender b-Ga-
lacturonsaurekonzentration beobachtet werden. Im Vergleich zur Hydrolyse im Rihrkesselre-
aktor bei konstantem pH konnte durch ein Absinken auf pH 3,8 keine Beeinflussung der Hyd-
rolyse festgestellt werden. Dies zeigt, dass die zur Hydrolyse der Zuckerribenschnitzel bend-
tigten Enzyme, die mittels A. niger hergestellt wurden, im Bereich zwischen pH 3,8 bis pH 4,5
vergleichbar hohe Aktivitat zeigen. Fur die Polygalacturonase deckt sich dieser pH Bereich mit
in der Literatur beschriebenen pH Optima der beiden Enzyme Polygalacturonase | und IV bei
pH 3,8 - pH 4,3 und pH 3,0 — pH 4,6 (Singh & Appu Rao 2002).

Aufgrund der vergleichbaren pH Absenkung und Zuckerfreisetzung wahrend der Hydrolysen
mit unterschiedlichem Puffer ist davon auszugehen, dass die beiden Puffer Natriumacetat und
Kaliumcitrat keinen signifikanten Einfluss auf die Hydrolyse von Zuckerriibenschnitzel haben.
Die Einfliisse von Substratkonzentration, Enzymkonzentration, Hydrolysedauer und Hydroly-
setemperatur wiederum stehen in starker Wechselwirkung zueinander, sodass diese nur ganz-

heitlich betrachtet werden sollten.

Zu Beginn der Hydrolysen konnte ein schneller Anstieg der Zuckerkonzentrationen beobachtet
werden. Innerhalb der ersten 24 h war ein grol3er Teil der Zucker bereits freigesetzt. Anschlie-
Rend kam es zu einer Verringerung der Freisetzungsgeschwindigkeit und einem Sattigungs-
verhalten der Konzentrationen. Aufgrund der hohen Komplexitéat der Enzymmischung und des
Substrats ist eine einfache kinetische Beschreibung bei der Vielzahl an ablaufenden enzyma-
tischen Reaktionen nicht ohne weiteres mdglich. Zusatzlich kommen synergistische Effekte
zwischen den Enzymen hinzu, die eine einfache Beschreibung der Reaktion erschweren (Spa-

gnuolo et al. 1997).

Anhand der Daten konnte auch beobachtet werden, dass die Maximalkonzentrationen der Zu-
cker in Abhangigkeit der zuvor genannten Prozessvariablen zu unterschiedlichen Zeiten er-
reicht werden konnten. Die maximale Arabinosekonzentration wurde unter allen Bedingungen
zeitlich gesehen als erstes erreicht. Anschlie3end folgten die D-Galacturonsaurekonzentration
und die Mischung der Zucker Xylose, Mannose, Galactose und Fructose, wobei bei den ge-

nannten Zuckern auch durchaus ein Anstieg bis zum Ende der Hydrolyse beobachtet werden
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konnte. Die Ausnahme hiervon war die Glucosekonzentration, die in der Langzeithydrolyse
sogar bis zu 435 h weiterhin anstieg. Daran sind deutliche Unterschiede der katalytischen Ef-
fizienz der hydrolysierenden Enzyme zu erkennen. Die lange Prozesszeit zur Freisetzung von
Glucose ist auf eine niedrige Cellulaseaktivitdt der durch A. niger hergestellten Enzymmi-
schung zurtickzufiihren, da vor allem die darin in geringem Maf3e enthaltene Cellobiohydrolase
zum effizienten Abbau von Cellulose benétigt wird (Patyshakuliyeva et al. 2016; Se-
menova et al. 2019). Zusatzlich dazu kann es aufgrund der Komplexitét der in der Zellwand
vorhandenen Polymere zur Behinderung des enzymatischen Abbaus kommen, sodass es zu
einem sequenziellen und damit zeitlich beeintrachtigten Abbau der Polymere je nach Funktion
und Lage in der Zellwand kommt (Spagnuolo et al. 1997).

Die Freisetzung der Zucker zeigte eine starke Abhangigkeit von der eingesetzten Enzymkon-
zentration und der Hydrolysetemperatur. Durch eine Erh6hung der Enzymkonzentration wurde
die Hydrolyseausbeute sowie die Raum-Zeit-Ausbeute verbessert. Es konnte jedoch auch
festgestellt werden, dass die Verbesserung der Hydrolyseausbeute keinen linearen Zusam-
menhang bei Erhdhung der Enzymkonzentration zeigte. Beispielsweise konnte innerhalb der
untersuchten Hydrolysezeit mit 500 U g substa: NUT circa 5 % mehr b-Galacturonsaureausbeute

erreicht werden als mit 250 U glsupstrat.

Die Erhéhung der Temperatur hatte eine Verbesserung der Hydrolysegeschwindigkeit und
Ausbeute zur Folge. Dies beruht auf der temperaturbedingten Erh6hung der Reaktionsge-
schwindigkeitskonstante gemaR der Arrhenius-Gleichung (Chmiel et al. 2018). Da jedoch je-
des Enzym sein eigenes Temperaturoptimum und damit verbunden auch eine Thermostabilitat
aufweist, kam es zu unterschiedlichen Effekten auf die Freisetzung der einzelnen Zucker. Fur
Polygalacturonase wird in der Literatur ein, mit den Daten in dieser Arbeit Gibereinstimmendes,
Temperaturoptimum von 50 °C beschrieben (Pili et al. 2015). In Bezug auf Thermostabilitat
wurde zur Langzeitstabilitdtsuntersuchung nach 276 h bei 55 °C eine Restaktivitat von >50 %
bestimmt (Pili et al. 2015). Den gro3ten Effekt hatte die Temperaturerhohung allerdings auf
die Freisetzung der Glucose. Damit konnten die zuvor bestimmten Aktivitatsdaten der Cellu-

lase in Abhangigkeit der Temperatur bestatigt werden.

Substratkonzentrationen von > 75 g L konnten mit den verwendeten Rihrkesselreaktoren
nicht effizient hydrolysiert werden. Aufgrund der hohen Wasseraufnahmekapazitat der Zucker-
ribenschnitzel kommt es zu einer erhéhten Medienviskositat, die eine Durchmischung er-
schwert und damit zu einer unvollstandigen Hydrolyse mit verschlechterter Ausbeute fuhrt. In
der Literatur werden jedoch durchaus Prozesse mit hoheren Zuckerriibenkonzentrationen als

Substrat fur eine Hydrolyse eingesetzt (Semenova et al. 2019).
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Wahrend der Hydrolyseuntersuchung konnte keine Rhamnose oberhalb der Nachweisgrenze
bestimmt werden. Dies widerspricht der durchgefiihrten Zusammensetzungsanalyse
(6,8 % Rhamnose) und der Zusammensetzung aus der Literatur, da die in Pektin enthaltenen
Polymere Rhamnogalacturonan | und Rhamnogalacturonan Il rhamnosereiche Strukturen sind
(Glass et al. 2013; Mohnen 2008). Dies konnte an einer fehlenden spezifischen Enzymaktivitat
in der durch den verwendeten A. niger Stamm hergestellten Enzymmischung liegen. Diese
Annahme konnte auch eine Erklarung fur die unvollstandige Freisetzung von D-Galacturon-
séure sein. Es ist jedoch beschrieben, dass bestimmte A. niger Stamme befahigt sind, die zum
Abbau des Rhamnogalacturonan | benétigten Enzyme zu produzieren (Benoit et al. 2012;
Glass et al. 2013).

In der Literatur wird eine Vielzahl an Vorbehandlungsmethoden beschrieben, die die Hydroly-
seeffizienz erhdhen koénnen (Kracher et al. 2014; Kuhnel et al. 2011; Lietal. 2020;
Zheng et al. 2013). Aufgrund der hohen Hydrolyseausbeute wurde jedoch auf3er einer thermi-
schen Vorbehandlung wahrend der Sterilisation bei 121°C fir 20 min keine weitere Vorbe-
handlung durchgefihrt. Bei Einsatz einer Vorbehandlung sind die Labilitéat des gewlinschten
Produkts D-Galacturonsaure sowie der Arabinose bei zu hohen Temperaturen und saurem pH

und der dadurch zuséatzlich bendétigte Prozessschritt zu bedenken (Kihnel et al. 2011).

Da ein Grof3teil der Forschung zur Hydrolyse von Zuckerriibenschnitzeln auf die reine Verflis-
sigung der Biomasse zur weiteren Verwendung als Substrat in biotechnologischen Prozessen
abzielt, gibt es oft nur Angaben zur Gesamtzuckerausbeute. Diese liegt normalerweise bei
einem Einsatz von bis zu 100 g L' Zuckerriibenschnitzel bei 70 % bis 100 % (Ber-
lowska et al. 2018b; Concha Olmos & Zufiga Hansen 2012; Micard et al. 1996). Aufgrund des
Interesses an der Biotransformation der Monomere D-Galacturonsaure und Arabinose gibt es
auch spezifische Daten zu deren Ausbeute, sodass es gelungen ist bis zu 80 % D-Galacturo-
nsaureausbeute und zwischen 70 % - 80 % Arabinoseausbeute nach der Hydrolyse von Zu-

ckerriibenschnitzeln zu erreichen (Leijdekkers et al. 2013; Micard et al. 1996).

Bei den Untersuchungen konnten Hydrolysebedingungen ermittelt werden, mit denen bis zu
~ 70 % der D-Galacturonsaure aus den Zuckerriibenschnitzeln herausgeltst werden. Bei ei-
nem Einsatz von 75 g L Zuckerriibenschnitzel konnen demnach bis zu 11 g L pb-Galacturo-

nsaure freigesetzt werden.
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5.5 Gekoppelte Polygalacturonaseproduktion und enzymatische

Hydrolyse

Zur Prozessintegration von Enzymproduktion und enzymatischer Hydrolyse von Agrarreststof-
fen zur Herstellung von D-Galacturonsdure wurden die Ergebnisse der vorherigen Untersu-

chungen zusammengefihrt.

5.5.1 Voruntersuchungen

Um eine 6konomisch effiziente Hydrolyse durchfiihren zu kénnen, muss eine méglichst hohe
Substratkonzentration eingesetzt werden. Da jedoch hohe Konzentrationen des Substrats Zu-
ckerriibenschnitzel (> 50 gL*) aufgrund der hohen Wasserbindungskapazitat zu einer rheolo-
gisch anspruchsvollen Suspension fihren, wurde zunéchst ein neues Rilhrerkonzept erarbei-
tet, um eine homogene Durchmischung wahrend der Kultivierung von A. niger und der Hydro-
lyse hoher Zuckerriibenschnitzelkonzentrationen zu erméglichen. Hierzu wurde das Mischzeit-
verhalten von drei verschiedenen Rihrerkonfigurationen A, B und C (Kapitel 4.3.5), bestehend
aus Sechsblattscheibenriihrer (Rushton-Turbine, radial fordernd) und Schragblattriihrer (axial
fordernd mit Radialanteil) mittels Aufnahme von Sprungfunktionen nach Zugabe von Saure

und Base in einer 70 %-igen Glycerinlésung untersucht.

In Tabelle 5.5.1 sind die bestimmten Mischzeiten B9 der untersuchten Rihrerkonfigurationen
dargestellt. Bei der Mischzeitbestimmung zeigten sich deutliche Unterschiede: Mit Konfigura-
tion B konnte, im Vergleich zur zuvor standardmafig verwendeten Konfiguration A, die Misch-
zeit um 34 % reduziert werden. Bei Verwendung der Konfiguration C wurde eine Mischzeitre-
duktion um 18 % beobachtet.

Tabelle 5.5.1: Mischzeiten 890 unterschiedlicher Rilhrerkonfigurationen (Tabelle 4.3.1 und Abb. 4.3.3)
im 7,5 L MaRstab bei 600 min-t.

Mittelwert Mischzeit Bqo, S

Ruhrerkonfiguration A B C
196,67 + 29,14 130,00 + 9,85 160,67 + 11,59

Wahrend der Mischzeituntersuchungen zeigte Konfiguration B eine deutlich effektivere Durch-
mischung im viskosen Referenzmedium (~27 mPa s bei 20°C) und wurde deshalb in der Kul-
tivierung mit A. niger mit 30 g L' Zuckerriibenschnitzel und einer Rihrerdrehzahl von
600 min?t eingesetzt und mit der zuvor standradmafig verwendeten Rihrerkonfiguration A
verglichen. Ruhrerkonfiguration B wurde dartber hinaus mit 50 g L Zuckerriibenschnitzel ver-

wendet. Zur Bewertung wurde die sekretierte Proteinmenge und die generierte
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Polygalacturonasekonzentration betrachtet (Abb. 5.5.1). Wéahrend der Satzprozesse wurde
der Wildtypstamm A. niger ATCC11414 verwendet.

Der Verlauf der Proteinkonzentrationen der Satzprozesse mit 30 g L zeigte @hnliche Verlaufe.
Dabei nahm die Proteinkonzentration wahrend der Kultivierung mit Rihrerkonfiguration B bis
24 h Prozesszeit schneller ab als im Referenzprozess mit Ruhrerkonfiguration A. Anschlie-
Rend wurde mit Konfiguration B mehr Protein sekretiert, sodass finale Proteinkonzentrationen
von 306,74 + 37,13 mg L (Ruhrerkonfiguration A) und 407,74 + 24,91 mg L (Ruhrerkonfigu-
ration B) erreicht werden konnten. Im Versuch mit 50 g L Zuckerriibenschnitzeln konnte durch
eine hohere Menge an eingebrachten Zuckerribenproteinen eine héhere Proteinkonzentrati-
onen zu Beginn der Kultivierung beobachtetet werden. Nach Abnahme der im Medium gel6s-
ten Proteine bis 57 h wurde bis zum Ende der Kultivierung eine Proteinkonzentration von
526,53 + 24,95 mg L* gemessen.

Die Polygalacturonaseaktivitat zeigte eine deutliche Beeinflussung durch die verwendete Rih-
rerkonfiguration und vorgelegte Zuckerriibenschnitzelmenge. So konnte die Polygalacturona-
seaktivitat innerhalb der letzten 8 h mit Ruhrerkonfiguration B final auf 14,04 + 1,03 U mL?
gesteigert werden, wohingegen es bei Konfiguration A in diesem Zeitraum zu einer Abnahme
der Aktivitat auf 11,60 + 0,78 U mL* kam. Eine Erhéhung der Zuckerriibenschnitzelkonzentra-
tion hatte einen negativen Effekt auf die Polygalacturonaseaktivitat. In diesem Versuch konn-

ten nur 6,19 + 0,97 U mL? Polygalacturonaseaktivitat erzeugt werden.
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Abb. 5.5.1: Proteinkonzentration und Polygalacturonaseaktivitat bei Satzkultivierungen des A. niger Ba-
sisstamms ATCC 11414 mit unterschiedlicher Rihrerkonfiguration und Substratkonzentration. Unter-
sucht wurden zwei Ruhrerkonfigurationen bestehend aus:(A) drei Scheibenriihrern (Rushton-Turbine)
und (B) einem Scheibenriuhrer (Rushton-Turbine) nahe des Begasungsorgans gefolgt von zwei
Schragblattrihrern (Kapitel 4.3.5). Dargestellt ist der zeitliche Verlauf der Proteinkonzentration und der
Polygalacturonaseaktivitat (PGase) wahrend Kultivierungen mit Riihrerkonfiguration A & cs=30g L™*
(e, blau), Ruhrerkonfiguration B & ¢s = 30 g Lt (€, hellgrau) und Ruhrerkonfiguration B & cs =50 g L
(A, dunkelgrau) (n = 600 mint, T = 30°C, Frutt = 0,2 bis 2 vwm, Vr = 3 L, pH 4,5, 10° Sporen L1).



Ergebnisse und Diskussion 135

Nach Verifizierung des positiven Einflusses der Ruhrerkonfiguration B in Kombination mit
30 g Lt Zuckerribenschnitzeln, sollte diese auch fur den rekombinanten Stamm A. niger
aKS055 zum Einsatz kommen. Dazu wurden zwei Kultivierungen im 7,5 L-MalR3stab durchge-
fuhrt und mit den besten Ergebnissen aus dem 1,5 L-Maf3stab verglichen. Die Ergebnisse der
Proteinkonzentration und Polygalacturonaseaktivitat im Medienuberstand sind in Abb. 5.5.2
dargestellt. In beiden Maf3staben wurden, je nach Ruhrerkonfiguration, RiUhrerspitzenge-
schwindigkeiten fur die Sechsblattscheibenriihrer von 1,45-1,70m st und fur den im

7,5 L-MaRstab verwendeten Schragblattriihrer von 2,04 m s verwendet.

Die drei verglichenen Kultivierungen zeigten bezogen auf die sekretierte Proteinkonzentration
und Polygalacturonaseaktivitéat vergleichbare Ergebnisse. Final lagen im 7,5 L-Mal3stab nach
82 h im Mittel 838,02 + 141,21 mg L Protein und 148,86 + 11,54 U mL* Polygalacturonase-
aktivitdt im Medium vor. Im Vergleich dazu konnte im 1,5 L-Mal3stab in der gleichen Zeit
873,58 + 32,41 mg L* Protein und 141,12 + 6,64 U mL* Polygalacturonase erzeugt werden.
Anhand der Daten konnte gezeigt werden, dass die Ergebnisse aus dem 1,5 L Mal3stab im
7,5 L Mal3stab mehrfach reproduziert werden konnten.
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Abb. 5.5.2: Proteinkonzentration und Polygalacturonaseaktivitat bei Satzkultivierungen des A. niger Pro-
duktionsstamms aKS055 im 0,7 und 3 L MaR3stab. Dargestellt ist der zeitliche Verlauf der Proteinkon-
zentration und der Polygalacturonaseaktivitat (PGase) von A. niger akS055 wahrend der Kultivierung
im 0,7 L Mal3stab als Referenz (A, dunkelgrau) und im 3 L Maf3stab mit Rihrerkonfiguration B (Pro-
zess | m, schwarz; Prozess Il @, blau). (T = 30°C, P V-1 = ~3 W L1600 min-t), FLut = 0,2 bis 2 vvm,
¢s = 30 g L* Zuckerriibenschnitzel, pH 4,5, 10° Sporen L1).

Diskussion

Bei der Verwendung von Zuckerriibenschnitzeln als Substrat in der Submerskultivierung mus-
sen die rheologischen Anforderungen der dabei entstehenden Suspension beachtet werden.
Hinzu kommen die Viskositatsdnderung des Mediums im Verlauf der Kultivierung von filamen-
tosen Pilzen durch die sich entwickelnde Morphologie der Mikroorganismen (Papagi-

anni 2004). Um wahrend des Prozesses einen ausreichenden Massentransfer zu
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gewahrleisten, muss der verwendete Reaktor fur eine gute Suspendierung, Homogenisierung

und Sauerstoffdispergierung im Medium sorgen (Chmiel et al. 2018; Zlokarnik 2013).

Bei der angestrebten Verwendung hoher Substratkonzentrationen muss durch das Rihrorgan
ein ausreichender Massentransport gewahrleistet werden, da die Reaktionsgeschwindigkeiten
sonst negativ beeinflusst werden kénnen (Corréa et al. 2016). Um diese Anforderungen zu
erfillen, wurden in der Literatur verschiedene Ruhrerkonzepte, bestehend aus Sechsblatt-
scheibenrihrer und Schragblattriihrer untersucht. Dabei konnte mit einer Ruhrerkonfiguration
aus zwei Schragblattrihrern, mit bestimmten Stromungsrichtungen, ein hoher Sauerstoffein-
trag in Verbindung mit einer niedrigen Scherwirkung bei niedrigerem Leistungseintrag realisiert
werden (Bustamante et al. 2013; Corréa et al. 2016).

Auf Basis dieser Literaturdaten wurden Ruhrerkonfigurationen untersucht und in den beschrie-
benen Prozessen angewandt. Zudem wurde ein Sechsblattscheibenrihrer nahe des Bega-
sungsorgans eingebaut, da Schragblattrihrer in nicht-newtonschen Flissigkeiten eine
schlechtere Gaszerteilung vorweisen und damit den Sauerstofftransport verschlechtern kon-
nen (Zlokarnik 2013). Auch in der Literatur wird die Konfiguration aus Sechsblattscheibenriih-
rer zur Sauerstoffdispergierung und Schrégblattriihrer zur Homogenisierung bei der Kultivie-

rung filamenttser Mikroorganismen beschrieben (Meyer & Schmidhalter 2014).

Wahrend der Mischzeituntersuchungen zeigte Rihrerkonfiguration B, welche ausgehend vom
Ende der Rihrachse aus einem Sechsblattscheibenrthrer, einem Schragblattrithrer abwarts-
fordernd sowie einem Schragblattriihrer aufwartsfordernd bestand, eine deutlich effektivere
Durchmischung im viskosen Referenzmedium. Diese Verkirzung der Mischzeit ist analog zu
Literaturangaben. Dort wurde fiir eine @hnliche Anordnung aus zwei Schragblattriihrern eben-

falls die niedrigsten Mischzeiten bestimmt (Corréa et al. 2016).

Die verringerte Mischzeit in Verbindung mit einem verbesserten Massentransport fuihrte im
Kultivierungsprozess zu einer Verlangerung der Produktivitat von A. niger. Durch den Aus-
tausch zweier Sechsblattscheibenrihrer durch Schragblattrihrer konnte eine gleichmafiigere
Energiedissipation erreicht werden, da flr Schragblattscheibenrihrer eine insgesamt gleich-
maligere und lokal am Ruhrerblatt niedrigere Energiedissipation beschrieben wird
(Chmiel et al. 2018; Kraume 2002).

Die durch Anderung der Ruhrerkonfiguration hervorgerufenen Verbesserung der Mischzeit
und des Massentransports erwies sich allerdings als unzureichend, um gegenlaufige Effekte
durch eine hohere Substratkonzentration (50 g L) auszugleichen. Aufgrund der in diesen Pro-
zessen beobachteten, deutlich geringeren Produktivitéat von A. niger, ist der Einsatz hdherer
Substratkonzentrationen als Verfahrensansatz zur Steigerung der Produktion pektinolytischer

Enzyme ungeeignet.
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5.5.2 Prozessintegration

Die Prozessintegration wurde Uber einen Zweiphasenprozess zur Freisetzung von D-Galactu-
ronsaure realisiert. Dabei wurde nach Abschluss des etablierten Enzymproduktionsprozesses
mit 30 g Lt Zuckerriibenschnitzeln bei 30 °C eine Feststoffzugabe sterilisierter Zuckerriiben-
schnitzel (75 g L) durchgefuihrt. Zur Vorbereitung der aseptischen Zugabe wurden Zuckerri-
benschnitzel zunachst bei 121 °C fir 30 min trocken autoklaviert und unter aseptischen Be-
dingungen in einen Trichter Uberfuhrt, der mittels eines Schlauchs mit Anschlussstick an den
Ruhrkesselreaktor angeschlossen werden konnte. Nach Zugabe der sterilisierten Zuckerru-
benschnitzel wurde Kanamycin (50 mg L*) zur Unterbindung eines Fremdkeimwachstums hin-
zugegeben und die Kultivierungstemperatur auf die Hydrolysetemperatur von 50 °C erhght.
Sowohl vor als auch nach Zugabe wurde eine Probe des Kultivierungsmediums auf ihre Zu-

ckerkonzentration hin analysiert.

Das Wachstum von A. niger wahrend der Prozessintegration wurde anhand der respiratori-
schen Aktivitat verfolgt (Abb. 5.5.3). Wahrend der Kultivierung wurden dhnliche Kurvenverlaufe
wie in den Voruntersuchungen beobachtet. Dabei stieg die Kohlenstoffdioxidbildungsrate
(CER, carbon dioxide evolution rate) nach 30 h maximal auf 1,2 mol L h'* an. Die Sauerstoff-
aufnahmerate (OUR, oxygen uptake rate) zeigte ihren Maximalwert von 1,5 mol L* h' nach
28 h. Nach dem Stop der Begasung und Umstellung der Temperatur auf 50 °C zur Initiierung
der Hydrolyse fielen die CER und OUR auf 0 mol L'* h! ab.

In der Enzymproduktionsphase produzierte A. niger bis 83 h 911,47 + 129,39 mg L* Protein
und eine Polygalacturonaseaktivitat von 146,23 + 10,67 U mL™ (Abb. 5.5.3). Uber die gesamte
Kultivierungsdauer wurde der Verlauf der Zuckerkonzentration im Medium gemessen (Abb.
5.5.3). Wahrend der Enzymherstellung konnte der charakteristische zeitliche Verlauf der Zu-

ckerkonzentrationen beobachtet werden.

Nach Zugabe der Zuckerriibenschnitzel nach 83 h und Temperaturerhdhung auf 50 °C war ein
Anstieg der freien Monosaccharide im Medium zu beobachten. Innerhalb der ersten 8 h nach
Start der Hydrolyse konnte eine schnelle Freisetzung aller untersuchten Zuckermonomere be-
obachtet werden, wobei die Konzentrationen von D-Galacturonséaure und Arabinose schneller
zunahmen als die Konzentrationen von Glucose und der Zuckermischung um Xylose. An-
schlieBend konnte eine deutliche Reduktion der Freisetzungsgeschwindigkeiten von b-Galac-
turonsaure und Arabinose analog zu den Voruntersuchungen beobachtet werden. Die Kon-
zentrationen von Glucose und der Zucker Xylose, Galactose, Mannose und Fructose nahmen

bis zum Ende der Hydrolyse kontinuierlich zu.
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Anhand der Respirationsraten und der zunehmenden Zuckerkonzentration wahrend der Hyd-
rolysephase ist anzunehmen, dass durch den Begasungsstopp und die Temperaturerhéhung

von 30°C auf 50°C das Wachstum von A. niger erfolgreich unterbunden wurde.

Final wurden somit aus 75 g L Zuckerriibenschnitzeln (~ 5 % Verlust beim aseptischen Trans-
fer des Substrats) 10,71 g L pb-Galacturonséaure, 13,58 g L Glucose, 5,45 g L Xylose, Man-
nose, Galactose, Fructose sowie 12,99 g L'* Arabinose freigesetzt (Abb. 5.5.3). Mit 10,71 g L
D-Galacturonsaure innerhalb von 71 h wurde eine Raum-Zeit-Ausbeute von 0,15 g L h't er-
reicht. Es konnten Ausbeuten von 69 % D-Galacturonséure, 84 % Glucose, 89 % Mischung
aus Xylose, Mannose, Galactose, Fructose sowie 84% Arabinose bestimmt werden (Abb.
5.5.3). Die Gesamtzuckerausbeute bezogen auf die verfligbaren Zucker lag mit 42,64 g L bei
73 %.
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Abb. 5.5.3: Prozessdaten der gekoppelten Polygalacturonaseproduktion und enzymatischen Hydrolyse
von Zuckerriibenschnitzeln im Satzverfahren. Nach 83 h wurden die Hydrolyse durch aseptische Zu-
gabe von 75 g Lt Zuckerribenschnitzel und Temperaturerhéhung auf 50 °C gestartet (gestrichelte Li-
nie). Dargestellt ist der zeitliche Verlauf der Kohlenstoffdioxidbildungsrate (CER), Sauerstoffaufnahme-
rate (OUR), Proteinkonzentration, Polygalacturonaseaktivitat (PGase), Zuckerkonzentration und Aus-
beute wéhrend der gekoppelten Polygalacturonaseproduktion und enzymatischen Hydrolyse mit A. ni-
ger aKS055: D-Galacturonséure (GalA, o, orange), Glucose (Glc, ©, gelb), Xylose-Mannose-Galactose-
Fructose (XMGF, A, hellgrau), Arabinose (Ara, m, dunkelgrau). (pH 4,5, P V' = ~3 W L%(600 min-),

VrR=4L).
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Diskussion

Zur Realisierung der gekoppelten Produktion pektinolytischer Enzyme mit nachfolgender en-
zymatischer Hydrolyse im Satzverfahren wurden im Verlauf dieser Arbeit Untersuchungen im
1,5L und 7,5 L-Maf3stab durchgefiihrt. Ein ahnlicher Ansatz wird in der Literatur unter dem
Begriff ,simultaneous saccharification and fermentation” (SSF) beschrieben, bei dem jedoch
das zu hydrolysierende Substrat schon zu Prozessbeginn im Medium vorliegt, sodass die ein-
gesetzten Mikroorganismen die freigesetzten Zucker verstoffwechseln oder zu dem ge-
winschten Produkt umsetzen konnen (Devos & Colla 2022). Die Anwendbarkeit dieser Ver-
fahrensvariante wird vornehmlich bei der Herstellung von Bioethanol und Aceton-Butanol-
Ethanol aus lignocellulosehaltigen Agrarreststoffen untersucht (Ask et al. 2012; Olofs-
son et al. 2008; Sasaki et al. 2014).

Es gibt jedoch auch Untersuchungen, bei denen Zuckerribenschnitzel als Substrat verwendet
wurden. Berlowska et al. (2018b) konnten zeigen, dass sich die Ausbeute bei der Umsetzung
hydrolysierter Zucker zu Lactat mittels eines SSF-Verfahrens um 80-90 % steigern lasst im
Vergleich zu einem Verfahren, in dem Kultivierung und Hydrolyse separat durchgefiihrt wur-
den. Als Vorteile dieses Verfahrens werden niedrigere Investitionskosten aufgrund eingespar-
ter Prozessschritte, kilrzere Gesamtprozesszeiten und eine niedrigere Enzyminhibition auf-
grund der simultanen Verstoffwechselung der Zucker durch den Produktionsorganismus be-
schrieben. Diese Verfahrensvariante konnte aufgrund der Metabolisierung des gewiinschten
Zielmolekiils b-Galacturonsaure durch die eingesetzten A. niger Stamme nicht angewendet
werden. Durch die dargestellte gekoppelte Enzymproduktion und Hydrolyse ist es prinzipiell
auch mdglich, die Gesamtprozesszeit, den Arbeitsaufwand (keine Biomasseabtrennung) und

die Investitionskosten zu verringern.

Bei dem gekoppelten Verfahren konnte die Hydrolyse mit 1,946 U glsustrat gestartet werden.
Damit war die Enzymkonzentration um das Vierfache héher als in den Voruntersuchungen im
1,5 L-Mafstab. Dennoch konnten keine signifikanten Unterschiede in der Hydrolysegeschwin-
digkeit und der Ausbeute beobachtet werden.

Die hohe pektinolytische Aktivitat er6ffnet die Moglichkeit, mittels eines einzigen Produktions-
prozesses eine weitaus hohere Menge an Zuckerribenschnitzel effizient zu hydrolysieren.
Dazu kann die Zugabe von Zuckerriibenschnitzeln zu einem friiheren Prozesszeitpunkt durch-
gefuihrt werden, bei dem eine ausreichende Enzymaktivitat vorliegt. Im gezeigten Verfahren
ist nach 48 h mit 48,66 + 6,85 U mL* ausreichend Polygalacturonaseaktivitat vorhanden um
die eingesetzte Substratmenge von 75 g L™ Zuckerriibenschnitzel mit einer Enzymkonzentra-
tion von 640 U glsubsrat ZU hydrolysieren (vgl. 500 U glsusstrat in den Versuchen im 1,5 L-MaR-
stab).
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AulRerdem ist eine Verkirzung der Hydrolysezeit eine Option zur Steigerung der Raum-Zeit-
Ausbeute. Bereits nach 24 h sind mit 10,3 g L'* 96 % der maximalen p-Galacturonsaure frei-
gesetzt. Die beiden zuvor genannten Anpassungen kénnten somit zu einer erheblichen Effi-
zienzsteigerung des Verfahrens fuhren, sodass mit dem gekoppelten Verfahren bereits nach

72 h eine annahernd maximale D-Galacturonsaurekonzentration freigesetzt werden kann.
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6. Zusammenfassung und Ausblick

Bei der Prozessierung von Zuckerriiben fallen in Deutschland jéhrlich etwa 1,5 Mio. Tonnen
Zuckerrubenpressschnitzel als Agrarreststoff an. Zu einem grof3en Teil werden sie als Futter-
mittel verwendet, thermisch verwertet oder lediglich in Deponien endgelagert (Ber-
lowska et al. 2015; Ptak et al. 2022). Dabei bieten sie sich aufgrund ihres hohen Anteils an
Polysacchariden (bis zu 80%) bei niedrigem Ligningehalt fir eine weitere biotechnologische
Verwertung als vielversprechendes Substrat an. Von besonderem Interesse ist das enthaltene
Pektin (~25 -30 %) und dessen Hauptmonomer, D-Galacturonsaure, welches als Ausgangs-
material fur die Herstellung von Plattformchemikalien Verwendung finden kann (Finken-
stadt 2014; Richard & Hilditch 2009; Schmitz et al. 2019).

Zur stofflichen Nutzung des Pektins der Zuckerribenschnitzel wird aufgrund der hohen Kom-
plexitat der enthaltenen Zuckerpolymere ein speziell angepasstes pektinolytisches Enzymge-
misch bendtigt. Da die Hauptanwendungsgebiete fiir pektinolytische Enzymgemische haupt-
sachlich in der Nahrungsmittel- und Textilindustrie liegen, war es Ziel dieser Arbeit, ein Ver-
fahren zur Herstellung pektinolytischer Enzyme mit A. niger zur Freisetzung von b-Galacturo-
nsaure aus Zuckerribenschnitzeln zu erarbeiten, um durch eine effiziente Nutzung der Zu-
ckerriibenschnitzel einen 6kologischen Mehrwert generieren zu konnen. Dazu wurden die drei
Ziele: Produktion pektinolytischer Enzyme mit dem filamentdsen Pilz Aspergillus niger, Hydro-
lyse von Zuckerribenschnitzeln zur Freisetzung von D-Galacturonsaure und die Koppelung

beider Prozesse im Sinne einer Prozessintegration verfolgt.

Zu Beginn der Untersuchung zur Herstellung pektinolytischer Enzyme wurde ein Standardver-
fahren mit Zitruspektin als Kohlenstoffquelle mit dem filamentdsen Pilz Aspergillus niger zur
reproduzierbaren Kultivierung etabliert. Zur ldentifikation eines geeigneten Produktionsstam-
mes wurden die sechs A. niger Stamme NRRL 3, N402, NRRL3122, CBS 513.88, ATCC 1015
und ATCC 11414 vergleichend charakterisiert. Fir eine Vorauswahl wurden die sechs
Stamme im Schiittelkolben kultiviert und deren Polygalacturonaseaktivitat als Auswahlkrite-
rium herangezogen. Dabei zeigten die beiden A. niger Stamme NRRL3122 und CBS 513.88
die niedrigste Polygalacturonaseaktivitdt und wurden deshalb nicht bei der im Anschluss
durchgefuhrten Charakterisierung unter kontrollierten Bedingungen im Riuhrkesselreaktor be-
ricksichtigt. Wahrend des Stammvergleichs im Ruhrkesselreaktor zeigten die A. niger
Stdmme NRRL 3, N402, ATCC 1015 und ATCC 11414 deutliche Unterschiede beziiglich ihres
Wachstums, ihrer Proteinsekretion und ihrer Polygalacturonaseaktivitat. Auch bei der Analyse
der Pilzmorphologie konnten Unterschiede festgestellt werden, da sowohl pelletartiges Wachs-
tum als auch frei dispers, myzelartiges Wachstum beobachtet werden konnte. Der dispers

myzelartig wachsende Stamm A. niger ATCC 11414 konnte trotz seines langsameren
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Wachstums und der niedrigeren, sekretierten Proteinmenge die héchste Polygalacturonase-
aktivitat von 1,52 + 0,04 U mL* produzieren. Aus diesem Grund wurde dieser A. niger Stamm
fur die weiteren Untersuchungen zur Sekretion pektinolytischer Enzyme ausgewahlt und als

Basisstamm verwendet.

Aufgrund des starken Zusammenhangs der pilzlichen Morphologie mit seiner Produktivitat
wurde der Einfluss des ruhrerinduzierten, volumetrischen Leistungseintrags auf die Morpholo-
gie und Polygalacturonaseaktivitat von A. niger ATCC 11414 untersucht. Dazu kamen volu-
metrische Leistungseintrage von 1,86 W L bis 4,95 W L durch Einstellung unterschiedlicher
Ruhrerdrehzahlen zum Einsatz. Die Erhdhung des volumetrischen Leistungseintrags hatte
eine Verringerung und Verzdgerung des Erreichens der maximalen Biotrockenmassekonzent-
ration zur Folge. Der Leistungseintrag zeigte starken Einfluss auf die Pilzmorphologie. Mit zu-
nehmendem Leistungseintrag verandert sich die Morphologie von dispersem Myzel (niedriger
Leistungseintrag) hin zu spharischen Pellets (hoher Leistungseintrag). Bei der Betrachtung der
Polygalacturonaseaktivitat im Kulturliberstand zeigte der Satzprozess mit einem Leistungsein-
trag von 2,93 W L nach 72 h mit 1,92 + 0,14 U mL* die héchste Aktivitat. Die Satzprozesse
mit Leistungseintragen unterhalb und oberhalb von 2,93 W L* zeigten geringere Polygalactu-
ronaseaktivitaten. Durch Ermittlung des geeigneten Leistungseintrags konnte so die Poly-

galacturonaseaktivitéat von A. niger ATTCC 11414 um circa 20 % gesteigert werden.

Wahrend der Substratumstellung auf Zuckerriibenschnitzel wurde der Einfluss der Variablen
Substratkonzentration (Zuckerriibenschnitzel), pH wéahrend der Kultivierung, Stickstoffbereit-
stellung und Inokulationskonzentration mittels Parameterstudien im Rihrkesselreaktor unter-
sucht. In einem untersuchten Bereich von 20 g L bis 35 g L* Zuckerriibenschnitzel konnte mit
einer Substratkonzentration von 30gL?! die hochste Polygalacturonaseaktivitat von
11,06 + 2,04 U mlI't im Satzverfahren gemessen werden. Eine Variation des pH auf pH 3, pH 6
und ohne pH Regelung wahrend der Satzkultivierung zeigte keine Verbesserung der Poly-

galacturonaseaktivitat gegentiber dem Standardprozess bei pH 4,5.

Nachfolgend wurde der Einfluss einer einfachen und finffachen Stickstoffkonzentration (bezo-
gen auf die molekulare Menge an Stickstoff des Standardprozesses) der Stickstoffquellen Nat-
riumnitrat, Ammoniumsulfat, Harnstoff, Ammoniumdihydrogenphosphat und Ammoniumchlo-
rid auf die Enzymproduktion untersucht. Durch den Einsatz der funfachen
Ammoniumsulfatkonzentration konnte die Polygalacturonaseaktivitat im Satzverfahren auf
19,55 + 1,87 U ml? gesteigert werden (Vergleich Standard-Satzprozess mit Natriumnitrat:
8,73 = 1,58 U ml?). Da in den Vergleichsprozessen mit Ammoniumdihydrogenphosphat und
Ammoniumchlorid niedrigere Polygalacturonaseaktivitdten produziert wurden, liegt die Vermu-

tung nahe, dass Sulfat als Gegenion einen positiven Effekt auf die Enzymsekretion ausubt.
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Die Variation der Inokulationsdichte von 107, 108 und 10° Sporen L zeigte im Satzverfahren
einen Einfluss auf die Wachstumsgeschwindigkeit und damit auch auf die Polygalacturonase-
produktion. Mit der initialen Sporenkonzentration von 10° Sporen L* konnte die hochste finale
Polygalacturonaseaktivitat von 22,64 + 3,00 U mL* erreicht und damit diese Inokulationskon-

zentration bestatigt werden.

Insgesamt konnte mit Hilfe dieser Parameterstudie, in der das Substrat und dessen
Konzentation, der pH, die Stickstoffversorgung und die Inokulationsdichte evaluiert wurden,
eine zwolffache Sterigerung der Polygalacturonaseaktivitat von 1,92 + 0,14 U mL? auf
22,64 + 3,00 U mL* erreicht werden (Abb. 6.1.1).

Anschlieend wurden sechs rekombinante Stamme, die von der Professur fir Pilzbiotechno-
logie in der Holzwissenschaft (Technische Universitat Minchen, Prof. Dr. J. Philipp Benz) be-
reitgestellt wurden, unter den zuvor evaluierten Bedingungen im Ruhrkesselreaktor reaktions-
technisch charakterisiert. Der zur genetischen Modifikation vorbereite Ausgangstamm A. niger
aKS039 zeigte im Vergleich zu seinem parentalen Wildtypstamm A. niger ATCC 11414 keine
Unterschiede in der Polygalacturonasesekretion. Die weiteren, auf A. niger akS039 basieren-
den, vier rekombinanten A. niger Stamme aKS055, aKS056, aKS057 und aKS058 besitzen
jeweils einzelne genetische Anpassungen im Hinblick auf die konstitutive Produktion von Pek-
tinasen (aKS055), die Anpassung der Kohlenstoffkatabolitrepression (aKS057), die verbes-
serte Sekretionsfahigkeit durch Morphologieveranderung (aKS056) und den verringerten Ab-
bau von sekretierten Proteinen (aKS058). Im 1,5 L Parallelriihrkesselreaktor zeigte A. niger
aKS055 mit 141,12 + 6,64 U mL™* die hochste Polygalacturonaseaktivitat (ca. sechsfach héher
als der Wildtyp ATCC 11414) und wurde deshalb vom Projektpartner als neuer Basisstamm
fur weitere genetische Modifikationen ausgewahit (Abb. 6.1.1). Mit der Deletion zweier ortho-
loger D-Galacturonsdure-Reduktasen im A. niger Stamm aKS090 sollte die Metabolisierung
von D-Galacturonsaure verhindert werden. Trotz einer ahnlich hohen Polygalacturonaseaktivi-
tat konnte allerdings keine erh6hte Konzentration an b-Galacturonsaure im Kultivierungsuber-

stand nachgewiesen werden.

Parallel zur Arbeit am Herstellungsverfahren pektinolytischer Enzyme wurde an der, im zwei-
ten Prozessschritt essenziellen, Hydrolyse des Substrats Zuckerribenschnitzel gearbeitet.
Das priméare Ziel dieser Hydrolyse war die vollstdndige Freisetzung der D-Galacturonsaure,
um eine 6konomisch erfolgreiche Weiterverarbeitung der Zuckersaure zu ermdglichen. Neben
der Freisetzung von D-Galacturonsaure wurde auch die Freisetzung der weiteren Zuckermo-
nomere charakterisiert. Als Voraussetzung zur Bestimmung der Hydrolyseeffizienz oder Hyd-
rolyseausbeute wurde als Erstes eine Totalhydrolyse und Bestimmung der Zusammensetzung
der verwendeten Substratcharge Zuckerriibenschnitzel durchgefihrt. Zur weiteren Charakte-

risierung des hergestellten Enzymgemischs wurde dessen Produktinhibierung durch die bei
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der Hydrolyse freigesetzten Zucker mittels einer dafiir etablierten Viskositadtsabnahmeuntersu-
chung evaluiert. Dabei konnte unter den untersuchten Bedingungen keine Inhibition der En-
zyme durch die in den Zuckerriibenschnitzeln enthaltenen Zuckermonomere beobachtet wer-

den.

Nach Abschluss der beiden wichtigen Voruntersuchungen, wurde zunéchst der Einfluss der
Prozessvariablen: Puffersubstanz (Kaliumcitrat, Natriumacetat), Hydrolysedauer (bis zu
21 Tage) und Temperatur (30 °C und 50 °C) bei einer Substratkonzentration von 50 g L Zu-
ckerribenschnitzeln im mL-Mafstab untersucht. Die eingesetzten Puffersubstanzen Natriu-
macetat und Kaliumcitrat zeigten keinen signifikanten Einfluss auf die enzymatische Hydro-
lyse, sodass die anschlieRenden Hydrolyseprozesse mit Kaliumcitrat durchgeftihrt wurden. Mit
Hilfe einer Langzeithydrolyse wurde im Satzverfahren der Faktor Zeit auf die Ausbeute unter-
sucht. Bis zur 293 h kam es zur Zunahme der Zuckerkonzentration. Ab diesem Zeitpunkt
wurde keine deutliche Zunahme mehr beobachtet, sodass auch nach 507 h eine b-Galacturo-
nsaureausbeute von 69 % (7,48 g L b-Galacturonsaure) nicht tiberschritten wurde. Wahrend
der Hydrolyse bei 30°C mit einer Polygalacturonasekonzentration von 100 U gtsusstrat kONNten
mit 5,74 + 0,28 g L™ freigesetzter D-Galacturonsaure eine Ausbeute von 53 % erreicht werden.
Mit einer Prozessdauer von 96 h einspricht diese Konzentration einer Raum-Zeit-Ausbeute fur
D-Galacturonsaure von 0,060 g L ht. Insgesamt wurden 26 g L** Zuckermonomere freige-
setzt. Durch eine Temperaturerh6hung auf 50 °C konnte die D-Galacturonsaurefreisetzung auf
7,00 £ 0,09 g L (64 % Ausbeute) erhoht werden (Abb. 6.1.1). Fir das gewiinschte Produkt
D-Galacturonsaure konnte so wahrend der Hydrolyse die vorerst hdchste Raum-Zeit-Ausbeute
von 0,073 g L h? erreicht werden. Final wurden bei 50 °C nach 96 h 32 g L't Zuckermono-

mere freigesetzt.

Da die Hydrolyse im angestrebten integrierten Verfahren gekoppelt mit der Polygalacturona-
seproduktion ablaufen soll, wurde im Anschluss das Kultivierungsmedium mit pH Regelung
verwendet. Unter definierten Bedingungen bei pH 4,5 und 50 °C konnten mit 500 U gsubstrat*
11,43 + 0,30 g L p-Galacturonsaure aus 75 g L Zuckerrtibenschnitzel (70,6 + 1,8 % D-Ga-
lacturonsaureausbeute) freigesetzt werden. Nach 67 h konnte somit eine Raum-Zeit-Ausbeute
von 0,17 g L't ht erreicht werden. Insgesamt wurden mit 500 U gtsubstrat 46 g L™t Zuckermono-

mere freigesetzt, was einer Gesamtausbeute von ~ 76 % entspricht.



146 Zusammenfassung und Ausblick

Zur Realisierung der gekoppelten Polygalacturonaseproduktion und enzymatischen Hydrolyse
im Satzverfahren wurden Voruntersuchungen im Hinblick auf die Mischzeiten, Skalierbarkeit
und Reproduzierbarkeit der Enzymherstellung im 7,5 L Maf3stab durchgefiihrt, die anschlie-

Rend final in einem Prozess zusammengefihrt wurden (Abb. 6.1.1).

Bei der angewendeten Prozessstrategie wurde nach Abschluss der etablierten Enzymherstel-
lung mit 30 g L Zuckerriibenschnitzeln eine Feststoffzugabe steriler Zuckerrtibenschnitzel
(75 g LY) durchgefihrt. Mit den 10,71 g L p-Galacturonsaure, welche innerhalb von 71 h
freigesetzt wurden, konnte so eine Raum-Zeit-Ausbeute von 0,15 g L h! und eine Gesamt-
ausbeute von 69 % erreicht werden. Insgesamt konnte damit gezeigt werden, dass eine Pro-
zessintegration von Enzymherstellung mit A. niger und enzymatische Hydrolyse von Zucker-
ribenschnitzeln zur Freisetzung von D-Galacturonsaure in einfacher und effizienter Weise er-

folgen kann.
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Abb. 6.1.1: Polygalacturonaseaktivitat und Zuckerkonzentrationen im Kulturiiberstand wéhrend Kultivie-
rungen von A. niger, Hydrolyse von Zuckerriibenschnitzeln und Prozessintegration beider Prozess-
schritte. Dargestellt ist der zeitliche Verlauf der Polygalacturonaseaktivitat (PGase) wahrend der En-
zymherstellung mit A. niger (oben links - Wildtyp ATCC 11414 (o), Wildtyp ATCC 11414 nach reakti-
onstechnischer Charakterisierung (@) und rekombinanter akS055 (#).Oben rechts dargestellt ist der
zeitliche Verlauf der Zuckerkonzentrationen D-Galacturonsaure (@, orange), b -Glucose (<, gelb), b-Xy-
lose-Mannose-Galactose-Fructose (A, hellgrau) und L-Arabinose (m, dunkelgrau) wahrend der Hydro-
lyse von 75 g Lt Zuckerriibenschnitzel mit dem hergestellten Enzymgemisch. Unten dargestellt ist die
Prozessintegration der Kultivierung des rekombinanten A. niger akS055 mit angeschlossener enzyma-
tischer Hydrolyse von 75 g Lt Zuckerriibenschnitzel (Polygalacturonaseaktivitat (links) und der Zucker-
konzentrationen (rechts, Legende siehe oben).
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Ausblick

In Bezug auf die stoffliche Umwandlung der bD-Galacturonsaure ware es sinnvoll, einen rekom-
binanten A. niger Stamm zu erzeugen, der nicht befahigt ist, b-Galacturonsaure zu verstoff-
wechseln. So kénnte eine gekoppelte Produktion pektinolytischer Enzyme und Hydrolyse der
Zuckerribenschnitzel in einem Rihrkesselreaktor ohne Inaktivierungsschritt von A. niger
durchgefuhrt werden. Durch die Verstoffwechslung der anderen freigesetzten Zuckermono-
mere (Glucose, Xylose, Mannose, Galactose und Arabinose) stiinden genigend Kohlenstoff-
quellen fur das Wachstum von A. niger zur Verfigung. Fur diesen Ansatz musste jedoch auch
der negative Einfluss einer erhdhten Zuckerriibenschnitzelkonzentration auf die Polygalactu-
ronaseproduktion von A. niger untersucht und behoben werden.

Weiterhin ware es sinnvoll, geeignete Biotransformationen der freigesetzten Zuckermono-
mere, insbesondere D-Galacturonsaure, direkt im Hydrolysat zu untersuchen, um durch fle-
xible Anpassung dieser Biotransformation eine Vielzahl an unterschiedlichen Produkten effi-

zient herstellen zu kdnnen.
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8. Abklrzungen

A. niger
°C

Abb.
Ara
BSA
CER

CO2

Cs

D-GalA, GalA
F

g
GalA

Glc
GRAS

HPLC

mg
min
Mio
mL

mol

nm
OUR

RG

vvm

XMGF

Aspergillus niger

Grad Celsius
Abbildung

L-Arabinose

Bovines Serumalbumin

Kohlenstoffdioxidproduktionsrate (engl. carbon
dioxide evolution rate), mol L1 h-1

Kohlenstoffdioxid

Substratkonzentration, g Lt
D-Galacturonséaure (engl. b-Galacturonic acid)
Volumenstrom, L h-? oder L min-t

Gramm

D-Galacturonséure

D-Glucose

Generaly Reconized As Safe, allgemein als si-
cher anerkannt — Zulassungsbezeichnung Food
and Drug Administration (FDA)

Stunde (engl. hour)
Hochleistungsflissigkeitschromatographie
Liter

Milligramm

Minute

Millionen

Milliliter

Stoffmenge, 1 Mol entspricht 6, 02 x10% Teil-
chen

Ruhrerdrehzahl, mint
Nanometer

Sauerstoffaufnahmerate (engl. oxygen uptake
rate), mol Lt h?

Rhamnogalacturonan
Tonnen
Temperatur, °C

Enzymeinheit (Unit),
1 U einspricht 1,67 x 108 kat

Volumen, L

Reaktorvolumen pro Minute (engl. vessel vo-
lume per minute)

D-Xylose, b -Mannose, b-Galactose, D-Fructose
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9. Anhang

9.1 Gerate, Chemikalien und Verbrauchmaterial

Gerate

Tabelle 9.1.1: Zusammenstellung der verwendeten Gerate

Gerat Bezeichnung Hersteller oder Lieferant
Autoklav VX 150, V 150 Systec GmbH, Wettenberg, Deutschland
Autoklav Varioklav EC Zyklon- H+P Labortechnik GmbH, Oberschleiheim,
dampf Deutschland
Analysenwaage Explorer ELM213, Ohaus Waagen Vertriebs Gmbh, Giel3en,
E12145 Deutschland
Analysenwaage SARTORIUS ENT- Sartorius AG, Gottingen, Germany
RIS6202i-1S
Inkubator Multitron AJ119 Infors AG, Bottmingen, Schweiz
Inkubator WIS-20R Witeg Labortechnik GmbH, Wertheim, Deutsch-
ladn
Inkubator KB 53 E3.1 Binder GmbH, Tuttlingen, Deutschland
Inkubator Bode Mini-Brutschrank neolLab Migge GmbH, Heidelberg, Deutschland
Magnetruhrer D-6010 neolLab Migge GmbH, Heidelberg, Deutschland
Magnetruhrer Variomag H+P Labortechnik GmbH, Oberschleilheim,
Deutschland
Magnetruhrer Topolino 10.020157 IKA®-Werke GmbH & CO. KG, Staufen,
Deutschland
Mikroskop Axioplan Carl Zeiss Jena GmbH, Jena, Deutschland
(Software) (ZEN Blue edition)

Mikroskop Kamera

Mikroskop Objektiv

Mikrotiterplatten-

photometer

pH Meter

AxioCam ICc3

EC Plan Neofluar
2,5x/10x/40x

Infinite M200 Pro

BlueLine pH14 & Lab 850

Carl Zeiss Jena GmbH, Jena, Deutschland

Carl Zeiss Jena GmbH, Jena, Deutschland

Tecan Group AG, Méannedorf, Schweiz

Schott AG, Mainz, Deutschland
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Pumpe

Rheometer

Standzentrifuge

Sterilwerkbank

Sterilwerkbank

Thermoblock

Thermoschuttler
Thermoschuittler
Thermoschittler
Vakuum Pumpe
Vortexer
Vortexer

Wasserbad

Wasserbad

Zentrifuge

Zentrifuge

Ismatec® BVP Standard,
Master® Il Easy-Load®
L/S™

Rheolab QC

Rotixa 50 RS

HERA SAFE KS 12

SWB Klasse 1 FAZ 3

VWR Standard Block He-

ater

Shaker DTS-2

Thermo Shaker TS-100
ThermoMixer® C
N840.3FT.40.18

Vortex Mixer

Sunlab SU1900

mgw Lauda MT

W15

Rotanta 460 R

5424 R

Cole-Parmer GmbH, Wertheim, Deutschland

Anton Paar Germany GmbH, Graz, Osterreich

Andreas Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen,
Deutschland

Thermo Electon LED GmbH, Langenselbold,
Deutschland

WALDNER Holding SE & Co. KG, Wangen,
Deutschland

VWR International GmbH, Darmstadt, Deutsch-

land

neoLab Migge GmbH, Heidelberg, Deutschland
BioSan SIA, Riga, Litauen

Eppendorf SE, Hamburg, Deutschland

KNF Neuberger GmbH, Freiburg, Deutschland

neolLab Migge GmbH, Heidelberg, Deutschland
neoLab Migge GmbH, Heidelberg, Deutschland

LAUDA DR. R. WOBSER GMBH & CO. KG,

Lauda-Kdnigshofen, Deutschland
Thermo Haake GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Andreas Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen,
Deutschland

Eppendorf SE, Hamburg, Deutschland
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Tabelle 9.1.2: Komponenten der parallelisierten Riihrkesselreaktoren im Milliliter-MaRstab.

Komponente

Bezeichnung

Hersteller

Rihrkesselreak-

torblock
Steuergerat
Einwegreaktor

Umwalzthermostat

Kihlaggregat

bioREACTOR 48

MIXcontrol

HTBD

ME12

Minichiller 600

2mag AG, Miinchen, Deutschland

2mag AG, Miinchen, Deutschland
2mag AG, Miinchen, Deutschland

Julabo Labortechnik GmbH, Seelbach,

Deutschland

Peter Huber Kaltemaschinenbau AG, Offen-

burg, Deutschland

Tabelle 9.1.3: Komponenten der parallelisierten Rihrkesselreaktoren im Liter-MaRstab.

Komponente

Bezeichnung

Hersteller

Ruhrkesselreaktor

Gasmischmodul
Pumpenmodul

pH & DO Uberwa-

chungsmodul

Temperatur & Ruhrer
Uberwachungsmodul
Sauerstoffsonde

pH Sonde

Abgasanalytik

Software

DASGIP® Parallel Bio-

reactor System
DASGIP® MX4/4
DASGIP® MP8

DASGIP® PHPO

DASGIP® TC4SC4

VisiFerm DO EXS 225
HO

EasyFerm Plus PHI K8
225

BlueVary

DASware® control

Eppendorf SE, Hamburg, Deutschland

Eppendorf SE, Hamburg, Deutschland
Eppendorf SE, Hamburg, Deutschland

Eppendorf SE, Hamburg, Deutschland

Eppendorf SE, Hamburg, Deutschland

Hamilton Bonaduz AG, Bonaduz, Schweiz

Hamilton Bonaduz AG, Bonaduz, Schweiz

BlueSens gas sensor GmbH, Herten, Deutsch-

land

Eppendorf SE, Hamburg, Deutschland
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Tabelle 9.1.4;: Komponenten des Rihrkesselreaktors im Liter-MalR3stab.

Komponente

Bezeichnung

Hersteller

Ruhrkesselreaktor

Sauerstoffsonde VisiFerm DO Arc 425
pH Sonde EasyFerm Plus Arc 425
Abgasanalytik BlueVary

Software EVE

Labfors 5

Infors AG, Bottmingen, Schweiz
Hamilton Bonaduz AG, Bonaduz, Schweiz
Hamilton Bonaduz AG, Bonaduz, Schweiz

BlueSens gas sensor GmbH, Herten, Deutsch-

land

Infors AG, Bottmingen, Schweiz

Chemikalien

Tabelle 9.1.5: Zusammenstellung der verwendeten Chemikalien

Chemikalie

Bezeichnung

Hersteller

4-Hydroxybenzhydrazide
Albumin Standard

Ammoniumdihydrogenphos-

phat
Ammoniumchlorid

Ammoniumheptamolybdat

Tetrahydrat
Ammoniumsulfat
Arabinan
Calciumchlorid Dihydrat

Carboxymethylcellulose

Natriumsalz
Citronenséaure

Coomassie Plus (Bradford)

Assay Kit
Dikaliumhdrogenphosphat

D(-)-Fructose

H9882-25G

23209

pP727.1

LC-7318.1

3666.1

3746.1

130801a

5239.1

C5678-500G

LC-8646.1

23236

P749.3

4981.1

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA

Carl Roth GmbH + Co. KG; Karlsruhe, Deutschland

neoLab Migge GmbH, Heidelberg, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG; Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG; Karlsruhe, Deutschland
Megazyme Ltd., Wicklow, Irland
Carl Roth GmbH + Co. KG; Karlsruhe, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

neoLab Migge GmbH, Heidelberg, Deutschland

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA

Carl Roth GmbH + Co. KG; Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG; Karlsruhe, Deutschland



170

Anhang

D(+)-Galactose

D(+)-Galacturonséure Mono-
hydrat

D(+)-Glucose
D(+)-Mannose

D(+)-Xylose

Eisen(ll)-sulfat Heptahydrat
Essigsaure

Ethylendiamin-tetra-

essigsaure

Hefeextrakt, mikro-granuliert
Kaliumdihydrogenphosphat
Kaliumchlorid
Kaliumhydroxid Pellets
Kaliumsulfat

Kartoffelextrakt-Glucose-

Agar

Kobalt(Il)-chlorid Hexahy-
drat

Kupfer(ll)-sulfat Pentahydrat
L(+)-Arabinose

L(-)-Fucose

L-Glutamin

L(-)-Rhamnose Monohydrat

Magnesiumsulfat Heptahy-
drat

Mangan(ll)-chlorid Tetrahy-
drat

Natriumacetat Trihydrat
Natriumchlorid

Natriumhydroxid

8878.3

48280-25G

HNO06.1

4220.1

5537.1

PO15.1

33209-2.5L

X986

2904.1

LC.4508.2

6781.1

LC-7900.3

CN79.2

X931.1

7095.1

P024.1

5118.1

KK10.2

3772.1

4655.2

1.414.040.914

5304.2

6779.2

3957.4

6771.2

Carl Roth GmbH + Co. KG; Karlsruhe, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG; Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth GmbH + Co. KG; Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth GmbH + Co. KG; Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG; Karlsruhe, Deutschland

neolLab Migge GmbH,

Carl Roth GmbH + Co

Carl Roth GmbH + Co
neolLab Migge GmbH,
Carl Roth GmbH + Co
neolLab Migge GmbH,

Carl Roth GmbH + Co

Carl Roth GmbH + Co.

Carl Roth GmbH + Co.

Carl Roth GmbH + Co.

Carl Roth GmbH + Co.

Carl Roth GmbH + Co.

Carl Roth GmbH + Co.

Carl Roth GmbH + Co.

neolLab Migge GmbH,

Carl Roth GmbH + Co

Carl Roth GmbH + Co
Carl Roth GmbH + Co

Carl Roth GmbH + Co

Heidelberg, Deutschland

. KG; Karlsruhe, Deutschland

. KG; Karlsruhe, Deutschland
Heidelberg, Deutschland

. KG; Karlsruhe, Deutschland
Heidelberg, Deutschland

. KG; Karlsruhe, Deutschland

KG; Karlsruhe, Deutschland

KG; Karlsruhe, Deutschland

KG; Karlsruhe, Deutschland
KG; Karlsruhe, Deutschland
KG; Karlsruhe, Deutschland
KG; Karlsruhe, Deutschland
KG; Karlsruhe, Deutschland

Heidelberg, Deutschland

. KG; Karlsruhe, Deutschland

. KG; Karlsruhe, Deutschland
. KG; Karlsruhe, Deutschland

. KG; Karlsruhe, Deutschland
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Natriumnitrat
Pectin C

Pectinase aus Aspergillus

aculeatus
Polygalacturonséaure
Poly(propylene glycol)
Salzsaure, 37 %
Schwefelsaure, 96 %
tri-Natriumcitrat Dihydrat
Urea

Uridin

Viscozyme

Zinksulfat-Heptahydrat

A136.1
8911.2

P2611

81325-50G
202339-500G
4625.1
4623.1
3580.1
2317.3
U3003-50G
V2010

1.088.830.500

Carl Roth GmbH + Co. KG; Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth GmbH + Co. KG; Karlsruhe, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Carl Roth GmbH + Co. KG; Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth GmbH + Co. KG; Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth GmbH + Co. KG; Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth GmbH + Co. KG; Karlsruhe, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Verbrauchmaterial

Tabelle 9.1.6: Zusammenstellung des verwendeten Verbrauchmaterial

Verbrauchsmaterial Bezeich- Hersteller

nung
96well PCR-Platte, 0.2 ml 7-5201 neoLab Migge GmbH, Heidelberg, Deutschland
100 Sterican® 0.8 x 120 mm 466 5643 B. Braun SE, Melsungen, Deutschland
100 Sterican® 0.90 x 70 mm 466 5791 B. Braun SE, Melsungen, Deutschland
Acro® 50, Beluftungsfilter, A50V002P2  Pall Filtersystems GmbH, Crailsheim, Deutschland
Emflon® Il Membran
Acro® 50, Beluftungsfilter, PN4251 Pall Filtersystems GmbH, Crailsheim, Deutschland
PTFE Membran
BD Discardit™ Il Spritze 10 03626823 Becton Dickinson S.A., Fraga (Huesca), Spanien
mi
BD Discardit™ Il Spritze 20 300296 Becton Dickinson S.A., Fraga (Huesca), Spanien

ml
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BD Discardit™ Il Spritze 50

ml

Bordelkappe ND11

Chromafil® RC-20/15 MS,

Spritzenvorsatzfilter

Deckglaser 18 x 18 mm

HPLC- Mikroeinsatz, N 9|N
10[N 11

HPLC- Rollrandflasche, N 11

Luer Lock Stopfen
Mikrotiterplatte 96 Well

Millipore Express® PLUS
0.22 pm

PES Membran, 47 mm

Millipore Express® PLUS
0.45 pm

PES Membran, 47 mm

Minisart®, Spritzenvorsatzfil-

ter
Objekttrager, Menzel Glaser
Omnifix® F Solo, 1 mL

Petrischalen mit Nocken

Pipetten Spitzen, 10 mL
Pipetten Spitzen, 2 - 200 uL

Pipetten Spitzen, 50 — 1000
pL

Safe-Lock Tube 1.5 mL

300866

70256

729036

H876

702813

702885

8501532

82.1581

GPWP04700

HPWP04700

16534

656.1

9161406V

633180

702603

732028

732032

0030
120.086

Becton Dickinson S.A., Fraga (Huesca), Spanien

Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Duren, Deutsch-

land

Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Duren, Deutsch-
land

R, Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutsch-

land

Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diiren, Deutsch-
land

Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Duren, Deutsch-

land
Fresenius Kabi AG, Bad Homburg, Deutschland
Sarstedt AD & Co. KG, Numbrecht, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Sartorius AG, Goéttingen, Deutschland

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA
B. Braun SE, Melsungen, Deutschland

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutsch-

land
BRAND GMBH + CO KG, Wertheim, Deutschland
BRAND GMBH + CO KG, Wertheim, Deutschland

BRAND GMBH + CO KG, Wertheim, Deutschland

Eppendorf SE, Hamburg, Deutschland
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Safe-Lock Tube 2.0 mL

Steritop® PES Membran
0.22um, 45 mm

TipOne® 1000 pL XL RPT Fil-

terspitze, graduiert

TipOne® 200 pL UltraPoint

Filterspitze, graduiert

TipOne® 20 pL UltraPoint Fil-
terspitze, graduiert

Ultra-durchsichtige Filme fir
gPCR

Vivaspin, Zentrifugenréhr-
chen, MWCO 10 kDa

Whatman™ Filterpapier, Grad
1,55 mm

Whatman™ Filterpapier, Grad
5, 55 mm

Whirl-Pak® 125 x 380 mm,

steril

Whirl-Pak® 150 x 230 mm,

steril

Zentrifugenréhrchen, 15 mL,
PP, Cellstar®

Zentrifugenréhrchen, 50 mL,
PP, Cellstar®

0030

120.094

S2GPTO2RE

S1122-1730

S1120-8810

S1123-1810

391-1258

1001-055

1005-055

1-7283

1-7158

188271

227261

Eppendorf SE, Hamburg, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

STARLAB International GmbH, Hamburg, Deutsch-
land

STARLAB International GmbH, Hamburg, Deutsch-
land

STARLAB International GmbH, Hamburg, Deutsch-

land

VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland

VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland

GE Healthcare GmbH, Solingen, Deutschland

GE Healthcare GmbH, Solingen, Deutschland

neoLab Migge GmbH, Heidelberg, Deutschland

neolLab Migge GmbH, Heidelberg, Deutschland

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutsch-

land

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutsch-

land
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