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1 Einleitung

1.1 Der Metabolismus der Milchsaurebakterien

Die Bedeutung einer Gruppe von Mikroorganismen ist kaum zu quantifizieren und nur schwer zu
vergleichen mit der anderer Mikroorganismen. Dennoch ist die Bedeutung der
Milchsaurebakterien fir den Menschen unbestritten. Dies begriindet sich zum einen auf die
Tatsache, dal’3 Milchsdurebakterien als natirliche Flora des menschlichen Korpers unverzichtbar
sind. Das andere wichtige Feld auf dem Milchsdurebakterien fir den Menschen sich als
ungemein nutzbringend erwiesen, ist bei der Verarbeitung von Lebensmitteln zur
geschmacklichen Verbesserung und/oder Haltbarmachung. Eine reiche Palette von Lebensmitteln
geht auf die Sauerung durch Lactobacillen zuriick.

Die Systematik der Milchsiurebakterien war im Laufe der Zeit einem steten Wandel unterworfen.
Dies hangt sicherlich auch mit der intensiven Erforschung dieser Gruppe von Organismen
zusammen. Heute wird die Gruppe der Milchsdurebakterien in der Familie der Lactobacteriaceae
zusammengefaldt (Schlegel 1981). Eine grundlegende Einteilung in die Gattungen Lactobazillus,
Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus wurde bereits von Orla-Jensen (1913) vorgeschlagen.
Diese Gattungen sind noch heute die Wichtigsten der Lactobacteriaceae (Axelsson 1998).
Weitere Vertreter sind:  Aerococcus, Alloiococcus, Carnobacterium, Dolosigranulum,
Enterococcus, Globicatella, Lactococcus Lactosphera, Oenococcus, Tetragenococcus,
Vagococcus und Weissella. Die Gattung Bifidobakterium wird heute nicht mehr zu den
Lactobacillen gerechnet (Axelsson 1998).

Des weiteren wachsen Milchsaurebakterien nur auf komplexen Nahrboden mit verschiedenen
Vitaminen und Aminosduren (Schlegel 1981), (Zuniga 1993). Durch die Spezialisierung auf
ndhrstoffreiche Standorte haben sie sich zu Organismen mit eingeschrénktem Stoffwechsel
entwickelt (Schlegel 1981). Man geht davon aus, dal? Milchsdurebakterien ein nur gering
ausgepragtes  Regulationssystem besitzen. Lactobacillen in Sauerteig sind teilweise hoch
spezialisiert auf diese 6kologische Nische (Axelsson 1998).

Der Kohlenhydratstoffwechsel der Milchsaurebakterien fiihrt bei homofermentativen Organismen
nahezu ausschliefdlich zu Milchsdure. Sie verwenden zur Energiegewinnung die Glykolyse. Bel
heterofermentativen Organismen entstehen dabei Milchsdure, CO, und Ethanol oder Acetat aus
Glucose. Dieser Abbauweg wird 6-Phosphogluconat/Phosphoketolase-Weg genannt. Beide
Abbauwege werden im Folgenden néher besprochen.

Der Transport vieler lonen und Metaboliten in die Zelle geschieht mit Hilfe der Proton motive
force. Diese wird durch eine membran-lokalisierte ATPase erzeugt. Das Ausschleusen von
Endprodukten kann unter anderem zur Proton motive force beitragen, wobel
Adenosintriphosphat (ATP) eingespart wird (Axelsson 1998). Der Transport der Zucker in die
Zelle efolgt im Wesentlichen durch Proton motive force-abhdngige Systeme oder
Phosphotransferase-Systeme, die Phosphoenol pyruvat verbrauchen (Axelsson 1998).



Der Anspruch der Milchsdurebakterien an das Medium ist ausgesprochen hoch. Dies deutet
darauf hin, dal3 diese Organismen eine Vielzahl von Substanzen nicht selbst synthetisieren
konnen, sondern darauf angewiesen sind, diese aus dem Nahrmedium aufzunehmen. Es ist
anzunehmen, dal3 Lactobacillen ein nur schwach ausgeprégtes Regulationssystem besitzen. Der
Stoffwechsel dieser Organismen ist nicht vollstandig geklart. Der am Stoffumsatz gemessen
bedeutendste  Stoffwechselweg ist der Glucosestoffwechsel. Die daran Dbeteiligten
Stoffwechselschritte sind in ihrer Abfolge bekannt. Jedoch wurden bisher kaum Versuche
unternommen, diese Vorgénge dynamisch zu betrachten und sie in Zusammenhang mit anderen
Z€lfunktionen zu bringen.

Der Glucosestoffwechsel der Milchsdurebakterien kann in zwel grof3e Gruppen eingeteilt werden.
Der homofermentative Stoffwechsel, der auch als Glykolyse oder Embden-Meyerhof-Parnas-
Weg bezeichnet wird (Schlegel 1981) und der heterofermentative Stoffwechsel. Da
Milchsdurebakterien jeweils einen der beiden Stoffwechselwege Uberwiegend betreiben, kann
diese Familie entsprechend in zwe Gruppen eingetellt werden. Zumindest manche
homofermentative Lactobacillen besitzen zusdtzlich die enzymatische Ausstattung zur
heterofermentativen Milchsduregarung (Tseng 1992) (Finlayson 1986). Ein Umschalten des
Stoffwechsels wird bei hohen pH-Werten (bis 7,5) beobachtet, die in Getreidefermentationen
selten vorkommen.

Homofermentative Organismen bilden aus Glucose mehr als 80 % Lactat (Tseng 1992). Der Rest
verteilt sich auf verschiedene Nebenprodukte wie Acetat, Acetoin oder Diacetyl (Tseng 1992). In
Abbildung 1.1-1 ist der homofermentative Abbau der Glucose schematisch dargestellt.
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Abbildung 1.1-1Der Fructose-1,6-bisphosphat-Weg

Im Vergleich zum Fructose-1,6-bisphosphat-Weg ist der Pentosephosphat-Weg, den die
heterofermentativen Organismen benutzen um Glucose zur Energiegewinnung abzubauen in der
Natur weniger verbreitet. Den entsprechenden Organismen fehlen die Hauptenzyme des
Fructose-1,6-bisphosphat-Weges, Aldolase und Triosephosphat-Isomerase (Schlegel 1981). Der
Abbauweg ist in Abbildung 1.1-2 dargestellt.
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Abbildung 1.1-2 Der Heterofermentative Stoffwechsel

Die Nettoreaktion dieses Abbauweges lautet:

1 Glucose — 1 Milchséaure + 1 Ethanol + 1 ATP

oder bei Vorhandensein eines geeigneten Elektronenakzeptors (z.B. Fructose):
1 Glucose + 1 Fructose — 1 Milchsdure + 1 Acetat + 2 ATP + 1 Mannit

Geeignete Elektronenakzeptoren verbessern somit die Energieausbeute fiir die Organismen.

Das Verhalten der Schitisselenzyme dieses Stoffwechselweges, vor alem bel Verénderungen des
pH-Wertes, wurde von Tseng (1992) und Kunoyawa (1973) untersucht. Diese Untersuchungen
reichen jedoch nicht aus, um die Vorgange mathematisch zu beschreiben, da nur Tendenzen
aufgezeigt werden, woraus keine quantitativen Zusammenhéange abgel eitet werden kénnen.
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Eine Besonderheit mancher heterofermentativer Organismen ist die Ausschittung von Glucose
bei Vorhandensein grof3er Mengen Maltose. Diese Glucoseausschittung, die verschiedentlich
beschrieben wird (Neubauer et al 1994), konnte bei den in der vorliegenden Arbeit untersuchten
Organismen unter den angewendeten Bedingungen nicht beobachtet werden. Da zudem die
verwendeten Medien meist mehr Glucose as Mdtose enthielten, war diese physiologische
Besonderheit nicht Gegenstand der Betrachtung.

Auch in der Verwertung von Pentosen unterscheiden sich heterofermentative von
homofermentativen Organismen. Manche Pentosen kdnnen von enigen heterofermentativen
Lactobacillen verwertet werden. Da dabei die beiden Reduktionsdgquivalente zu Beginn des
Glucosestoffwechsels nicht gebildet werden, entsteht Acetat a's Stoffwechselendprodukt.

Wie bereits erwdhnt, kann bel Lactobacillen von enem nur gering ausgepragten
Regulationssystem ausgehen. In gewissen Grenzen sind jedoch Anpassungsvorgange beobachtet
worden. So untersuchten z.B. Citti et a (1967) die Adaption an verschiedene Zucker bei
Streptococcus lactis.

1.2 Der Sauerteig

Esist schwierig, die erste Verwendung von Sauerteig durch den Menschen zu datieren. Man kann
jedoch vermuten, dal3 seit der Mensch Getreidemehl zu Teig verarbeitet, dieser auch gesduert
wurde, da der Vorgang spontan einsetzt, wenn der Teig nur ein gewisse Zeit liegen bleibt.
Wahrscheinlich wurde die Sauerung des Teiges sehr friih zuféllig entdeckt. Diese Hypothese wird
durch historische Funde untermauert. Die Sauerung von Teig ist historisch belegt fir Agypten
und Griechenland seit 1800 vor unserer Zeitrechnung (Rothe et al. 1973). Etwa auf den gleichen
Zeitraum wird der Fund eines gesiuerten Fladens datiert, der in Osterreich gefunden wurde
(Stokar 1956). Spéatestens seit dieser Zeit bis heute spielt die Sduerung von Teig aufgrund seiner
vielfatigen positiven Wirkung ein grof3e Rolle fur die menschliche Ernghrung.

Die Sauerung der Teige erfullt verschiedene Aufgaben:

B Verbesserung der Wasseraufnahme der Pentosane und Schleimstoffe im Roggenmehl
(Hammes und Vogel 1997).

B |naktivierung der a-Amylase und B-Amylase

B Forderung der Bildung von Aromaprekursoren

B Ausbildung eines sauren Geschmacks

B Gasbildung

Friher war die Gasbildung der Heterofermentativen Organismen einer der Hauptzwecke der

Teigsdurung. Durch die Verwendung von Hefe trat diese Funktion mit der Zeit jedoch in den

Hintergrund

B Antimikrobielle Wirkung (Hammes und Vogel 1997)

B Geschmack (Hammes und Vogel 1997)

B Textur und Prozef¥fahigkeit (Hammes und Vogel 1997)

(Bocker 1995),(Géanzle et a 1997)



Als Rohstoffe fur die Bereitung von Sauerteig dienen im wesentlichen Roggen- und Weizenmehl,
wobei die Sduerung vor alem bei Roggenmehl von Bedeutung ist. Roggen- bzw. Weizenmehl
besteht zum Grofdteil aus der fir die meisten Organismen nicht abbaubaren Stérke. Die
Zusammensetzung ist in Tabelle 1.2-1 zusammengefalt.

Tabelle 1.2-1 Chemische Zusammensetzung von Roggen und Weizenmehl

Roggenmehl (Type 815) Weizenmehl (Type 405)

Starke 775 % 84,2 %
Protein 9,6 % 11,7%
Lipid 1,0%

Unlésliche Pentosane | 3,8 % -
L6sliche Pentosane 1,4% -
Mineralst. (Asche) 0,82 % 0,41 %

(Bdlitz und Grosch 1987)

Auch ohne Beteiligung von Mikroorganismen finden im Telg bereits Umsetzungen durch die
getreideeigenen Enzyme statt. Diese Umsetzungen betreffen vor alem Kohlenhydrate und
Proteine und sind stark pH- abhangig. Wichtige Enzyme und deren Verhaten gegeniiber dem
pH-Wert sind in Tabelle 1.2-2 aufgefihrt.

Tabelle 1.2-2 Enzymaktivitéten im Roggen

a-Amylase Glucoamylase Protease
pHopt 5,5-6,0 - 3,8-4
pHMin 4.5 4.5 2
relative Aktivitét bei pH 3,5 |0 - 80%

(Ganzle et al 1997)

Einige der oben genannten positiven Wirkungen im Teig werden bereits durch eine pH-
Absenkung erzielt. Andere sind nur durch den Einsatz von Mikroorganismen zu erreichen.

Die Saurung des Teiges kann auf verschiedene Arten durchgefuhrt werden:
B Spontane Saurung

B Zugabe von Sauerteig aus der letzten Flihrung

B Zugabe von Starterprdparaten

B Zugabe von getrocknetem Sauerteig

B Zugabe von Milchsdure

In den ersten drel Fallen spricht man von traditionellen Sauerteigen oder von direkter
Teigfuhrung. Diese Verfahren sind anerkannt und bewahrt und flihren zu guten Backergebnissen.
Der Nachteill der direkten Teigfihrung ist jedoch der damit verbundene Arbeits- und
Zeitaufwand. Bel Zugabe von getrocknetem Sauerteig spricht man von indirekter Teigfihrung.



Die spontane Saduerung der Teige durch die in der natlrlichen Mehlflora vorhandenen
Mikroorganismen ist die traditionelle Methode der Sauerteigherstellung. Sie hat den Nachtell,
dai sie stark vom verwendeten Rohstoff abhangig ist, und daher das Ergebnis der Fermentation
nur sehr schwer im Voraus abgeschétzt werden kann. Daher ist die Verwendung von Sauerteig
aus der letzten Flhrung eine weit verbreitete Praxis, die zu groéf3erer Sicherheit und konstanteren
Produktionsbedingungen fuhrt. Die Verwendung von Starterpréparaten schliefdlich ermoglicht die
groitmogliche biologische Sicherheit und die gleichbleibenden Bedingungen bei der Herstellung
von Sauerteig. Die Herstellung von getrockneten Sauerteigpréparaten weicht von der
herkdbmmlichen Teigfihrung ab. Der getrocknete Sauerteig wird as Zusatz zum Brotteig
verwendet und kann unter Bedingungen fermentiert werden, die von der klassischen
Sauerteigfuhrung abweichen. Dieser Sauerteig wird auch as Typ Il-Sauerteig oder flissiger
Silosauerteig bezeichnet (Bocker 1995).

Die Sauerung kann auch durch den Zusatz von Séuren erfolgen. Dazu werden im wesentlichen
Milchsaure, Esssigsdure, Weinsdure und Citronensaure verwendet. Diese Methode ist in der
Bundesrepublik Deutschland jedoch nicht gebrauchlich.

Die vorliegende Arbeit befaldt sich im wesentlichen mit Typ II-Sauerteig. Teillweise sind die
Ergebnisse jedoch auf traditionelle Sauerteige Ubertragbar. Typ-I1-Sauerteige dienen lediglich der
Sauerung des Teiges. Der Teig erféhrt keinen Trieb durch Gasbildung. In traditionellen
Sauerteigen sind heterofermentative Lactobacillen wesentlich am Trieb beteiligt (Ganzle et d
1997). Die Produktion von Milchsaure ist eine wesentliche Zielsetzung im Typ |I-Sauerteig. Um
diese zu erhthen, ist der Einsatz Glucose-abspaltender Enzyme sinnvoll, um den beteiligten
Organismen die Stérke als C-Quelle zur Verfiigung stellen zu konnen.

Die traditionelle Zubereitung von Sauerteig ist eine der wenigen Fermentationen in denen
heterofermentative Lactobacillen vorherrschen. Diese Organismen scheinen fir das Brotaroma
vorteilhaft zu sein (Bocker 1995). Die Flora des traditionell gefihrten Sauerteiges besteht im
wesentlichen aus folgenden Spezies:

W L. pontis

B L. sanfranciscensis

B L. species

Zusétzlich werden verschiedene Hefen gefunden, wie S cerevisiae, Candida milleri und S
exiguus (Bocker 1995).

In Typ Il-Fermentationen hat sich durch die abwechenden Bedingungen eine andere
Florenzusammensetzung herausgebildet. Im wesentlichen bestent die Flora von Typ I
Sauerteigen aus folgenden Spezies:

W L. pontis

W L. reuteri

B L. species

B L. sanfranciscensis

(Bocker 1995)



1.3 Modellbildung

Die ersten Ansédtze, mathematische Modelle in der Mikrobiologie zu verwenden stammen aus
dem medizinischen Bereich (NG 1997). Erst spéter kamen andere Bereiche der Mikrobiologie
wie Okologie und Lebensmittelmikrobiologie dazu. In allen Bereichen wurde zunichst das
Verhalten schadlicher Mikroben betrachtet. Demzufolge konzentrierten sich die Versuche zur
mathematischen Beschreibung zunéchst auf Abtétungskinetiken (Dof3mann 1996).

Ein Paradigma der Modellierung ist, die Modelle moglichst einfach zu halten. Ein Modell, das
genugend Parameter enthdlt, ermoglicht es, den Fehler des Modells beliebig klein zu halten.
Dann besteht jedoch die Gefahr, dal3 die Parameter nicht an die Vorgange im Fementer, sondern
an die Mel¥ehler angepaldt werden. Daher werden haufig verschiedene Modelle mit
unterschiedlichen Freiheitsgraden entwickelt und dann verglichen (Buchanan 1990).

Die Suche nach dem am besten geeigneten Parametersatz erfolgt immer nach dem Prinzip der
Optimierung. Eine Zidfunktion (Optimalitétskriterium) wird minimiert. Dabel sind bestimmte
Nebenbedingungen zu beachten. So sind z.B. manche Reaktionen nicht umkehrbar und negative
Konzentrationen sinnlos. Die Zielfunktion ist eine Funktion, die quantitativ die Glte des Modells
beschreibt, und dadurch den Vergleich verschiedener Modelle erméglicht. Haufig fuhrt die
Zielfunktion auf mehrere lokale Minima. Dies fuhrt zu dem Problem der Suche und des
Erkennens eines globalen Minimums (Keil 1996). Das Gleichungssystem entsteht, indem soweit
moglich bekannte Zusammenhadnge eingebracht werden wie z.B. die Monod-Kinetik. Die
entsprechenden Parameter werden im Laufe der Optimierung bestimmt. Haufig ist das kinetische
Verhalten eines Teilbereiches jedoch nicht bekannt. In diesen Falen muf3 ein Kompromif3 aus
vermutetem Zusammenhang, einfachster Funktion und bester Beschreibung der Daten gefunden
werden. Dieser Kompromif3 hangt auch von der Verwendung des Modells ab.



1.4 Zielsetzung

In dieser Arbeit sollte das Verhadten der Organismen in Getreidefermentationen untersucht
werden. Dazu sollte zundchst eine Methode entwickelt werden, die es ermdglicht, die
wesentlichen Vorgange in den Fermentationen mit einer gemischten Population mit einfachen
Mitteln beobachten zu koénnen. Um das Verhalten der Organismen bel unterschiedlichen
Umweltbedingungen erklaren zu konnen war geplant die Reaktion der Organismen auf
verschiedene Einflul3grofden zu messen und daraus kinetische Parameter abzuleiten.

In der Literatur finden sich einige Modelle, die das Verhalten von Mikroorgani smen beschreiben.
In der Uberwiegenden Zahl berticksichtigen diese Modelle die Vorgéange im Inneren der Zellen
nicht. Die Modelle in denen versucht wird Stoffwechselwege in allen Details abzubilden (Kell
1996) erfordern die Erhebung einer ausreichenden Menge von Mef3daten, die zudem eine hohe
Genauigkeit aufweisen missen. Die oben beschriebenen Stoffwechselwege bestehen jedoch aus
zu vielen Einzelschritten, als dal3 diese alle beriicksichtigt werden konnten. Daher wurde der
Versuch unternommen ein vereinfachtes Stoffwechselschema zu verwenden, das nur noch die
wesentlichen Schritte, insbesondere die Verzweigungsstellen enthdlt. Daraus sollte ein Modell
entstehen, das auf einer Vielzahl von Vereinfachungen beruht. Es bildet jedoch eine Grundlage,
die getestet und diskutiert werden kann, um sie weiter zu verfeinern und die Genauigkeit zu
erhéhen.



2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien wurden von Merck (Darmstadt, Deutschland) bezogen.
Lediglich Trypsin wurde von Sigma (Deisenhofen, Deutschland) und Perchlorsaure von Fluka

(Buchs, Schweiz) bezogen.

2.1.2 Kulturmedien

Tabelle 2.1-1 Zusammensetzung des Homohiochii Mediums

Substanz Menge

Trypton (Pepton aus Casein 10g

pankr atisch verdaut)

Fleischextrakt 29

Hefeextrakt 79

Natriumgluconat 29

Natriumacetat-Trihydrat 59

Diammoniumhydrogencitrat 59

Kaliumdihydrogenphosphat 259

Cystein-HCl 05¢g

Tween 80 1ml

Aqu. Dest. 900 ml

pH 54
Autoklavieren

Glucose 289

Aqu. Dest. 90 ml
Autoklavieren

M agnesiumsul fat-Heptahydrat 200 mg

Mangansulfat-Monohydrat 100 mg

Eisensulfat-Heptahydrat 50 mg

Aqu. Dest. 10 ml
Sterilfiltrieren
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Die Bestandteile Trypton bis Tween 80 werden mit Ag. dest. auf 900 ml aufgefullt, der pH
mit HCI bzw. NaOH auf einen pH-Wert von 5,4 eingestellt und 20 min. be 121°C
autoklaviert. Art und Menge des Zuckers wurde in den Versuchen variiert. Als Standard
wurden 28 g Glucose verwendet. Diese Menge wurde mit Ag. dest. auf 90 ml aufgeftllt und
getrennt von den restlichen Medienbestandteilen autoklaviert. Die Metallsalze wurden in 10
ml Ag. dest. gelost und sterilfiltriert zugegeben um ein Ausfallen wahrend des Autoklavierens
zu verhindern.

Spicher

Die Herstellung des Spicher-Mediums erfolgte gema des Homoihiochii-Mediums. Die
Medienbestandteile Trypton bis Tween 80 wurden jedoch nicht in Ag. dest sondern in
Kleieextrakt gel Ost.

Tabelle 2.1-2 Zusammensetzung Kleieextrakt

Substanz Menge
Roggengrieskleie |40g
Malzmehl 29

Trypsin (1:250) 0,849
H,O dest (50°C) |+ 11

Zu den Bestandteilen des Kleieextrakts werden 1 | Aqg. dest. gegeben. Bei 50 °C wird 24 h
inkubiert. Die Feststoffe werden durch Zentrifugieren abgetrennt, und der fliissige Uberstand
verwendet. Falls die Messung der optischen Dichte erfolgte, mufdte nach dem Autoklavieren
das fertige Medium nochmals zentrifugiert werden.

Zur Ermittlung des Zuckerspektrums wurde ein Medium wie in Tabelle 2.1-3 beschrieben
verwendet.

Tabelle 2.1-3 Zusammensetzung des Mediums fir die Zuckertests

Substanz Menge
Fleischextrakt 19
Pepton aus Fleisch |59
Hefeextrakt 359

KH2PO4x3H,0 2649
MgSO,x7H,0 100 mg
MnSO4x4H,0 50mg

FeSO,x7H,0 50 mg
Cystein-HCl 01g
Tween 80 0,259
Bromkresolrot 01g
H,Odest. 250 ml

Festen Medien wurden 15 g AgarAgar zugesetzt. Wurde Spicher-Medium AgarAgar
zugesetzt, konnte auf das Zentrifugieren verzichtet werden.

11



Typll-Teig

Einige Versuche wurden in unsterilem Medium durchgefuhrt. Dies bestand aus
Roggengriefkleien und Leitungswasser. Es wurde verwendet, um die Bedingungen in der
industriellen Produktion moglichst realistisch nachzuahmen. Dieses Medium konnte nicht
autoklaviert werden, da dies eine Verkleisterung und damit eine Verfestigung des Mediums
verursacht hétte. Um den Gehalt an Fremdkeimen im Medium mdglichst gering zu halten,
wurden die Kleie in Wasser mit 50 °C suspendiert, wodurch ein Teil der natirlichen Flora des
Mehles abgetttet wird. Das Mischungsverhdtniss war in Fermentationen im 3- bzw. 5- Liter-
Mal3stab 20 % Kleie und 80 % Wasser. Die Viskositét in diesen Ansdtzen war sehr hoch.
Daher mufite in den Fermentationen in 300 ml Mal3stab dieses Verhdtnis veréndert werden,
um eine gleichméldige Durchmischung des Mediums zu gewahrleisten. Das Verhdtnis Kleie
zu Wasser wurde deshalb auf 15 % Kleie und 85 % Wasser abgedndert.

2.2 Organismen

Alle verwendeten Organismen wurden von Muller (1995) aus industriell produzierten Teigen
isoliert. Die Zuordnung der Stamme zu den verschiedenen Arten wurde von Mdller (2000)
Ubernommen. Die Zuordnung war bis zu diesem Zeitpunkt noch nicht in alen Féllen
eindeutig. Daher sind hinter manchen Stammen mehrere Bezeichnungen angefiihrt. Folgende
homofermentative und heterofermentative Organismen wurden verwendet.

homofermentativ

TMW 1.661 L. amylovorus

TMW 1.664 L. amylovorus

TMW 1.685 L. amylovorus

TMW 1.652 L. amylovorus
heterofermentativ

TMW 1.109 L. pontis

TMW 1.655 L. panis, L. pontis, L. oris
TMW 1.678 L. pontis

TMW 1.686 L. panis, L. pontis, L. oris
TMW 1.692 L. panis, L. pontis, L. oris

2.3 Kultivierung und Stammbhaltung der Organismen

Die Stamme wurden in Spicher-Medium bel 40 °C gezlichtet. Bei Kultivierung auf Agar-
Platten wurde anaerob bebritet, wobei mit 80 % Stickstoff und 20 % CO, begast wurde. Bei
langerer Lagerung wurden die Stdmme bel -85 °C in Spicher-Medium mit 20 % Glycerin
gelagert.
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2.4 Gerate

Spektraflour (Tecan)

Kleine Zentrifuge: Sigma 112 Drehzahl 13000 min™
Kuhlzentrifuge: Hermle Z 233 MK Beschleunigung: 18400 g
Grol3e Zentrifuge Hermle Z

Photometer Novaspec |1 von Pharmacia Biotec

pH-Meter von Knick pH-Meter 765 Calimatic

2.5 Bestimmung des Spektrums der vergarbaren Kohlenhydrate

Durchfihrung:

Um die Organismen auf die Fahigkeit zur Vergdrung verschiedener Zucker zu testen, wurde
ein modifizierter API-50 CH-Test durchgefihrt. Abweichend vom Verfahren der Firma Bio-
Merieux wurden die Kulturen von Agar-Platten genommen und nicht aus Flssigkultur. Die
Tests wurden in handelsiiblichen Mikrotiterplatten durchgefiihrt. Eine positive Reaktion
wurde durch den Umschlag des pH-Indikators Bromkresolrot von rot - violett nach gelb
angezeigt, der auf die Saurebildung der Organismen reagiert.

Herstellen der Zuckerl 6sungen:

Die Reaktion auf folgende 23 verschiedene Zucker wurde getestet, die entsprechend Tabelle
2.5-1 eingewogen wurden.

Tabelle 2.5-1 Einwaagemengen zur Ermittlung des Zuckerspektrums

L(+)-Arabinose 2,019 p-Arbutin 2019
Na-Gluconat 2019 Galaktose 2019
Fructose 2019 Mannit 2019
D(+)-Glucose 2019 Sorbit 2,01g
D(-)-Mannose 2019 D(-)-Ribose 2019
Lactose 2019 D(+)Xylose 201g
Mélibiose 2019 Trehalose 2019
Maltose 201g Melezitose 201g
Saccharose 2019 Raffinose 2019
Gentibiose 2,01g N-Acetyl-D-Glucosamin 2,01g
Askulin 2,019 Amygdalin 2,019
D-Sdlicin 2,01g

Die jeweilige Zuckerl6sung wurde in Mikrotiterplatten zu Medium pipetiert und beimpft. Die
Farbe des Mediums wurde nach 24 h, nach 72 h und nach einer Woche festgehal ten.
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2.6 Messung der Zelldichte

Koloniebildende Einheiten (KBE)

Die Zahl der Koloniebildenden Einheiten wurden auf die Ubliche Methode durch Verdinnen
und Ausplatieren ermittelt. Als Verdinnungsmedium wurde 0,85 % -ige NaCl-Ldsung
verwendet. Die Platten wurden bei 40 °C anaerob bebriitet. Gewertet wurden Platten, deren
Koloniezahl zwischen 30 und 300 lag.

Die Optische Dichte in den N&hrmedien wurde mit einem Photometer Novaspec Il von
Pharmacia Biotec bestimmt. Die Wellenlénge betrug 578 nm. Es wurde festgestellt, dal3 bei
optischen Dichten tber 0,3 bel L. pontis TMW 1.109 der angezeigte Wert zu niedrig war.
Daher wurden Proben, die Uber diesem Wert lagen mit sterilem Medium vedinnt und die
optische Dichte entsprechend dem Verdiunnungsfaktor errechnet. Fur den Stamm L.
amylovorus TMW 1.661 lag die optische Dichte ab der verdiinnt werden mufdte Wert bei 0,5.

Bel Messungen im Spektraflour traten dhnliche Probleme auf. Die Linearitdtsgrenzen lagen
hier mit 0.5 for L. pontis TMW 1.109 und 0.8 fur L. amylovorus TMW 1.661 etwas hoher.
Allerdings war es nicht moglich, die Proben zu verdiinnen, so dal3 Fermentationen oberhalb
der genannten Werte nicht verfolgt werden konnten.

Unterscheidung der Organismen

Nah verwandte Organismen einfach, schnell und quantitativ zu unterscheiden, ist mit
herkdmmlichen Methoden nicht mdglich. Verschiedentlich wurde versucht, Nahrbdden zu
entwickeln, die eine einfache Unterscheidung ermdglichen (Zuniga 1993), (Martenka 1998).
Im vorliegenden Fall war dies leider nicht moglich. Ein weiterer Ansatz, die Trennung von
Organismen durch isoelektrische Focusierung durchzufiihren (z.B. Jaspers und Overmann
1997), ist fur die zur Modellierung bendtigte Datenmenge zu aufwendig. Zudem ist die
Quantifizierung bel dieser Methode schwierig. Eine PCR-Technik, die eine quantitative
Bestimmung der Zellmasse erlaubt, wurde von Martin Mdller [2000] entwickelt. Zum
Zeitpunkt der Fermentationen stand diese jedoch nicht als Methode zu Serienanalyse zur
Verflgung.

2.7 HPLC

2.7.1 DieAnlage

Die gesamte Anlage sowie die Software zur Auswertung der Chromatogramme stammt von
der Firma Gynkotec-HPLC, Germering. Sie besteht aus folgenden Komponenten:

Degasser: DEG 503

Autosampler Gina 50

Pumpe: M480

Saulenofen: Peltier-Kolonnenthermostat STH 585

Saulen Polyspher OA KC von Merck

UV-Detektor: 160 S

RI-Detektor: Shodex RI-71

Software: Chromeleon 4.12 A Build 301
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2.7.2 Probenvorbereitung

Um die Trennséule zu schonen, mufiten die Proteine aus den Proben entfernt werden. Dazu
wurde 1 ml Probe auf 50ul Perchlorséure gegeben und die Proteine bei 4 °C 24 h lang gefallt
und durch 30 min Zentrifugieren bei 18400g abgetrennt. Bei Proben aus den
Plempefermentationen mufdte zundchst eine fllissige Phase abgetrennt werden. Dazu wurden
die Proben 10 min. bei 5000min-1 zentrifugiert. Langeres Zentrifugieren hat die Ausbildung
von Konzentrationsgradienten in der flissigen Phase zur Folge. Dies flhrt zu ungenauen
M ef3ergebnissen.

2.7.3 Durchfihrung

Als Fliel3mittel wurde eine 5SmMolare wassrige Schwefel sdurel 6sung verwendet, der 0,4 g/5l
Natriumacid zugesetzt wurde, um die biologische Sicherheit des Flieldmittels zu
gewdhrleisten. Die Flul3rate betrug 0,4 ml/min. Der Saulenofen wurde auf 70 °C geregelt.

2.8 Fermentationsanlagen

Die Fermentationsanlagen sowie die Software zur Steuerung derselben stammen von der

FirmaB. Braun, Melsungen. Drei verschiedene Anlagen kamen zum Einsatz.

B BIOSTAT® MD Typ M5
Dieser Fermenter besteht aus einem Glas-Doppelwandgefald mit einem Arbeitsvolumen
von 5 I. Durch den Deckel des Fermenters ragen Sensoren zum Messen der Temperatur,
des pH-Wertes und des Redoxpotentials in die Fermenterflissigkeit. Zusétzlich ist ein
Rihrwerk zur gleichmélligen Durchmischung des Fermenterinhalts im Deckel integriert.
Eine Versorgungseinheit dient der Heizung / Kihlung, der Begasung mit Druckluft /
Stickstoff, der Dosierung von Lauge / Sédure und der Dosierung von Antischaummittel.
Eine digitale Mel3 und Regeleinheit (DCU) dient der Messung, Regelung und
Aufzeichnung der Daten des Fermenters.

B BIOSTAT® MD Typ M2
Dieser Fermenter ist baugleich zum oben genannten Fermenter. Jedoch betragt das
Arbeitsvolumen bel diesem Grét nur 2 |. Zudem besitzt er keine Elektrode zur Messung
des Redoxpotentials, dafiir jedoch eine Sauerstoffel ektrode.

B BIOSTAT®Q
In dieser Anlage werden 4 Glasfermenter mit einem Arbeitsvolumen von 0,25 | parallel
betrieben. Die Versorgungseinheit und die zugehorige digitale Mef3- und Regeleinheit sind
analog zu BIOSTAT® MD Typ M2 aufgebaut, jedoch in 4-facher Ausfertigung. Dadurch
koénnen die vier Fermentationseinheiten unabhangig voneinander betrieben werden. Die
Fermentationsgefal3e werden bei dieser Anlage auf elnem an die Versorgungseinheit
angeschlossenen Metallpodest aufgestellt, in dem sich die Motoren fur die Ruhrwerke
befinden. Die Kraftlibertragung erfolgt durch magnetische Koppelung.
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Alle Fermetationsgefél3e samt Einbauten sind autoklavierbar. Die Mef3elektroden wurden vor
jedem Autoklavieren kalibriert. Die pH- und Redoxelektroden durch die einschldgigen
Kaibrierlosungen, die Sauerstoffelektroden wurden mit Nullstromgel auf 0% und durch 10
min. begasen mit Druckluft auf 100 % eingestellt.

Um den pH-Wert nach dem Autoklavieren steril einstellen und konstant halten zu kénnen,
wurden 2M NaOH und 1M Phosphorsiure verwendet. Die Probenahme erfolgte Uber
Spritzen.

Die Aufzeichnung der gemessenen Daten erfolgt tber die von Firma B. Braun Melsungen
gelieferte Software MFCS/win Version 1.1 Service Pack 2.

2.9 ATP-Messung

Die Messungen des Intrazelluldren Gehaltes an ATP wurden mit dem Enzymkit ,ATP
Bioluminescence Assay Kit HS I1* von Boehringer Mannheim durchgefihrt.

Vorbereitend waren folgende Arbeitsschritte notwendig:

0,5 ml Probe 2 min. bei 13000 min™ zentrifugieren um die Zellen abzutrennen
Uberstand abgiellen

0,5 ml Tris-Puffer 1 100 °C zugeben

2 min. bei 100 °C die Zellen aufschlief3en

in Eis rasch abkihlen

2 min. bei 4 °C und 18400 g zentrifugieren, um Zellen abzutrennen

Die Proben wurden bei -20 °C gelagert

Die meisten Proben muf3ten mit Tris-Puffer 2 verdiinnt werden um den Mef3bereich nicht
zu Uberschreiten.

Zusammensetzung der Puffer:

B 1.21 g TRIS-base

W 1589 Tris-HCI

B 0,39 EDTA (nur fir Tris-Puffer 1)

Vor jeder Messung wurden Kalibriermessungen mit Standards durchgeftihrt. Eine
Ausgleichsfunktion der Form

y=alx’ @)

wurde den Mef3werten angepald und zur Ermittlung der Konzentrationen verwendet. Der
Einflul? der Hitzebelastung der Proben kann vernachlassigt werden, wie aus Abbildung 2.9-1
hervorgeht. Hier wurden Proben mit gleicher Ausgangskonzentration einmal unbehandelt
vermessen und einmal vor der Messung einer Hitzebehandlung ausgesetzt die Proben beim
Zdlaufschlul® erfahren. Im Diagramm ist zu erkennen, dal3 sich die Punkte in den beiden
Féallen kaum verschieben.
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Abbildung 2.9-1 ATP-Messung in Proben gleicher Konzentration mit ( A) und ohne (1)
Hitzebel astung.

Die aus einer Anpassung an diese Werte resultierenden K oefizienten unterscheiden sich nur
margina wiein Tabelle 2.9-1 ersichtlich.

Tabelle 2.9-1 Kalibrieren der ATP-Messung

a b R2

unbehandelt [410™ 1,095 0,998
behandelt 710 1,099 1,000

2.10 Enzymatische Bestimmung der Glucose und Fructose

In einigen Falen war die enzymatische Bestimmung von Fructose notwendig. In diesen
Falen wurde der kombinierte D-Glucose/D-Fructose-Kit der Firma Boehringer Mannheim
verwendet. Der Test wurde modifiziert, so dal3 er anstatt in Kivetten in Mikrotiterplatten und
somit in kleineren Volumina durchgefihrt werden konnte. In eine Vertiefung der
Mikrotiterplatte wurden 50 pl ATP/NADP-LOsung, 90 ul Puffer und 10pl Probe pipettiert.
Nach Schitteln wurde die Extinktion el gemessen. Da die zu pipettierenden Volumina der
Enzymlosung zu klein gewesen wadaren, wurden diese Loésungen zunachst 1:1 mit
sterilfitriertem H,O bidest. verdiinnt. Von den resultierenden Losungen wurden zunéchst 2l
Enzymldsung 1 mit Hexokinase und GPD zupipetiert. Nach Schitteln wurde die Extinktion
€2 gemessen. Nach Zugabe von 2ul Enzymlésung 2 mit Phosphoglucoseisomerase und
erneutem Schitteln wurde die Extinktion €3 gemessen. Die Extinktionsdifferenz fir Fructose
berechnet sich zu Aerucose = €3-€2. Mit Hilfe von el kann der Glucosegehalt bestimmt
werden. Damit kann der aus der HPLC erhaltene Wert Uberprift werden.
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2.11 Verwendete Materialien bei den Versuchen mit Messung des CO,-Druckes

Bel diesen Versuchen wurden zum Teil von den vorhergehenden Ausfihrungen abweichende
Geréte und Parameter verwendet, da diese Versuch in den Labors der UTC in Compiegne
(Frankreich) durchgeftihrt wurden.

HPLC: Abweichend kam hier eine héhere Fludrate von 0.6 ml/min zum Einsatz. Das
Fliefdmittel war ebenfalls eine wél¥rige Losung von H,SO,, jedoch in einer Konzentration von
200ul/I. Die Trennsaule wurde auf 60 °C temperiert.

Die Fermentationsanlage bestand aus einer temperierbaren Haube in der ein Mehrfach-
Magnetrihrer  untergebracht ist. Auf diesem RUhrer werden dre  glasernen
Fermentationsgefal3e aufgestellt. Das Nutzvolumen betragt je 100 ml das gesamte Volumen
betragt 480 ml. Der pH-Wert und der Uberdruck im Kopfraum wurden online aufgezeichnet.

2.12 Spezielle Methoden und Versuchsaufbauten

2.12.1 Bestimmung der Reaktion der Organismen auf ver schiedene
Ethanolkonzentrationen Durchfiihrung

Um die Reaktion der Organismen auf das Stoffwechselprodukt Ethanol zu untersuchen,
wurden 24 Fermentationen in Mikrotitermal3stab durchgefihrt. Zusétzlich erfolgten 20
Fermentationen in Eppendorfgefal3en, bel denen bel verschiedenen Ethanolkonzentrationen zu
zwel Zeitpunkten die Zunahme der Zelldichte Uber die optische Dichte und die
Veranderungen der Konzentrationen mittels HPLC gemessen wurden.

2.12.2 Bestimmung der Reaktion der Organismen auf Milchsaure

Das Verhdten von L. amylovorus TMW 1.661 gegenuber Milchsdure wurde in 192
Kleinfermentationen in Mikrotiterplatten untersucht. Die Konzentration der Milchséure wurde
in folgenden Abstufungen variiert: 0, 50, 100, 150, 200, 250, 375, 500 mMol/l. Um den
Antell der undissoziierten Séure zu variieren, wurde jede Konzentration in mehreren Ansétzen
getestet, in denen der pH-Wert in folgenden Abstufungen vorlag: 3,0; 3,4; 3,8; 4,2; 4,6; 5,0,
54;5,8; 6,2.

Vier Fermentationen im 300 ml-Maf3stab wurden durchgeftihrt, um das Verhalten von L.
pontis TMW 1.109 gegentiber Milchsdure zu untersuchen. Die Fermentationen erfolgten bel
40 °C in Spicher-Medium. Das Medium enthdlt bereits geringe Mengen Milchséure.
Zusétzlich wurde in drel Ansdtzen 40 mMol/l, 80 mMol/l und 120 mMol/l Milchséure
zugegeben. AulRerdem wurden auf Mikrotiterplatten 192 Kleinfermentationen  bei
verschiedenen Milchsdurekonzentrationen und pH-Werten durchgefihrt, insbesondere um die
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Wirkung von dissoziierter und nicht dissoziierter Saure zu eruieren. Dabel kamen die gleichen
Abstufungen zum Einsatz wie fur L. amylovorus TMW 1.661.

2.12.3 Bestimmung der Reaktion der Organismen auf unterschiedliche
Acetatkonzentrationen

Fur den Stamm L. amylovorus TMW 1.661und L. pontis TMW 1.109 wurden jeweils 192
Mikrotiterfermentationen durchgefuhrt. Die verwendeten Acetatkonzentrationen waren: 0, 50,
100, 150, 200, 250, 375, 500 mMal/l. Die Abstufung des pH-Wertes war: 3,0; 3,4; 3,8; 4,2;
4,6; 5,0; 5/4; 5,8; 6,2.

Fur L. pontis TMW 1.109 kann die Reaktion auf steigende Acetatmengen ausserdem durch
Zugabe unterschiedlicher Fructosemengen untersucht werden, da dadurch Acetat gebildet
wird. In diesem Zusammenhang wurden 8 Fermentationen im 300 ml Mal3stab durchgefuhrt
mit Fructosemengen zwische 0 und 200 mMol/I.

2.12.4 Die Glucosekonzentration

L. pontis 1.109 wurde in 4 verschiedenen Ansdtzen in Homohiochii-Medium mit
Glucosekonzentrationen von 2,0; 4,0; 6,5 und 9,0 g/l fermentiert. In Spicher-Medium wurde
die Glucosekonzentration in 4 Fermentationen auf O, O; 3,5, 7,0; 14,0 g/l eingestellt.
Zusétzlich wurden Mikrotiterfermentationen auf Homohiochii und Spicher durchgefihrt. L.
amylovorus 1.661 wurde in verschiedenen Mikrotiterfermentationen auf das Verhalten
gegeniiber Glucose getestet.

2.12.5 Verhalten der Organismen gegeniiber Fructose

Das Verhaten von L. pontis 1.109 wurde in 10 Fermentationen mit 300 ml Volumen
untersucht. 4 davon wurden in Homohiochii-Medium und 6 in Spicher durchgefihrt. Die
Fructosemenge wurde im Bereich O - 200 mMol/l variiert. Zusédtzlich wurde in
Mikrotiterfermentationen das Verhalten von L. pontis 1.109 und L. amylovorus 1.661 bei
verschiedenen Fructosekonzentrationen im Beisein von Glucose ermittelt.

2.12.6 Verhalten bel verschiedenen pH-Werten

Um das Verhaten der Organismen gegentiber verschiedenen pH-Werten zu testen wurden mit
L. pontis 1.109 und mit L. amylovorus 1.661 je 5 Fermentationen in 300 ml Mal3stab
durchgefihrt. Zusétzlich wurden Gemische der Stdmme fermentiert, um Verschiebungen der
Population beobachten zu konnen. Um eine feinere Rasterung zu erreichen, wurden zusétzlich
Kleinstfermentationen auf Mikrotiterplatten durchgefuhrt.
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2.12.7 Bestimmung der Reaktion der Organismen auf ver schiedene Temper aturen

Zur Bestimmung der Reaktion der Organismen L. pontis 1.109 und L. amylovorus 1.661 auf
unterschiedliche  Temperaturen wurden 18 Fermentationen  durchgefuhrt.  Der
Temperaturbereich von 28 °C bis 52 °C wurde abgedeckt. Die Fermentationen wurden durch
Zugabe von 2 molarer NaOH pH-statisch gehalten. Die Versuche wurden mit der
Fermentationsanlage Biostat Q durchgefihrt. Das Verhalten ener Fermentation in
industrieller Produktion wurde in 3 Ansdtzen untersucht, in denen Roggenkleie als Substrat
diente und ein Organismengemisch entsprechend der industriellen Fertigung eingesetzt
wurde.

2.12.8 Verlauf einer Fermentation in industriellem M af3stab

Um einen Vergleich mit Fermentationen in industriellem Mal3stab durchftihren zu kdnnen,
wurden wahrend einer Produktionsfermentation in industriellem Mal3stab Proben entnommen.
Die Proben wurden aufbereitet, der pH-Wert gemessen und eine HPLC-Analyse von
Metaboliten durchgefiihrt
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3 Berechnungsmethoden und Modelle

3.1 Eigenschaften und Beurteilung von Modellen

Es gibt eine Vielzahl verschiedener Modelle, die teilweise mit sehr verschiedenen Techniken
erstellt wurden und sehr unterschiedlichen Zwecken dienen. Die Modelle werden nach ihren
jeweiligen Eigenschaften voneinander unterschieden und eingeteilt. Verschiedene
Einteilungskriterien werden von Characklis (1983) aufgefhrt.

beschreibend / vorhersagend
strukturiert / unstrukturiert
nicht-segregiert / segregiert
deterministisch / stochastisch
kontinuierlich / nicht kontinuierlich

Welcher Ansatz und welche Technik auch immer gewéhlt wird, um verschiedene
Modellgleichungen oder Parametersétze fir Modelle bewerten und vergleichen zu kénnen, ist
ein Mal3stab zur Bewertung der Modelle notwendig.

Die erste stark subjektive Beurteilung der Modelle erfolgt durch Betrachtung der errechneten
Graphen. Dies ist ds Plausibilitétskontrolle zu empfehlen. Andererseits kénnen natirlich
wirkliche Vergleiche von Modellen nur mit Hilfe geeigneter Mal3zahlen durchgefihrt werden.
Daher ist das auch etwas abféllig als ,,chi-by-eye-Methode" (Press et a 1994 c¢) bezeichnete
Verfahren nur anzuwenden a's Erganzung zu statistischen Verfahren.

Die wohl am haufigsten verwendete M ethode zur Beurteilung der Modellgite ist die Methode
der kleinsten Fehlerquadrate. Diese Methode geht davon aus, dal3 das beste Modell jenes ist,
fUr das die Wahrscheinlichkeit am grofdten ist, die gemessenen Werte zu erhalten. Dies ist
gleichbedeutend mit der Annahme, da3 das Modell mit der geringsten Summe der
Fehlerquadrate (Residual Sum of Squares : RSS) am besten ist. Eine ndhere Begrindung
dafir ist in Press et a (1994 c) gegeben. Die Berechnung erfolgt gemai’ Gleichung (3-1).

RSS:i:[yi —y(x;al...aM )]2 (3-1)

N: Anzahl der Datenpunkte

M: Anzahl der Parameter

ay...au: ZuU optimierende Parameter
(Xi;yi): Gemessener Wert

(Press et a 1994 c), (MUhlbach 1988)

Die Grofenordnungen der verschiedenen Meldwerte unterscheiden sich z.T. erheblich. Dies
mufd bei der Berechnung berticksichtigt werden, da sonst der Einflul3 der Mefdfehler nicht
ihrer Bedeutung entspricht. Beispielsweise hat eine um 5 mmol/l hohere Konzentration haufig
nur einen geringen Einfluld auf das System. Ein pH-Wert, der um 5 Einheiten hoher ist, jedoch
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sehr wohl! Daher wurden die Fehler berechnet as Prozentsatz des Bereiches in dem sich die
jeweilige Grole bewegt.

Da Mefeithen mit unterschiedlicher Anzahl von Mef3punkten auftreten konnen, mufd
gewdhrleistet sein, dald die Modelle auch bei verschiedenen Werten fur N vergleichbar sind.
Daher wird der mittlere quadratische Fehler (mean square error : mse) eingefuhrt.

RSS
mse = T (3-2)

Dadurch erhdt man eine geeignete Mal3zahl zur Beurteilung verschiedener Modelle.

Eine Moglichkeit zu ermitteln, ob ein Modell mit einem zusétzlichen Parameter zu einer
Verbesserung fuhrt oder ob lediglich die Mef3fehler angepaldt werden, ist der t-Test. Dazu
werden fur ein Modell die Parameter angepaldt und deren 95% Konfidenz-Intervall nach der
Student t-Methode ermittelt (Precht 1987) (Press et a 1994 d). Liegt O oder 1 im
Konfidenzbereich des Parameters kann das Modell vereinfacht werden (Zwietering et al.
1990).

Der F-Test dient in der Statistik zum Vergleich zweler Varianzen. Er kann somit auch zur
Beurteilung von Modellen herangezogen werden. Um den F-Test, anwenden zu kénnen muf3
zunéchst das ‘general model’ berechnet werden. Darunter versteht man ein fiktives Modell,
das bel jedem Wert des veranderten Parameters genau den Mittelwert der erhaltenen
Mel3werte liefert.

Berechnung des ‘ general model’, als Reithe von Mittelwerten, nach Zwietering et al (1991)

Hai) = Zm:M (33)

= Mm

m : Anzahl der Wiederholungen
Mm(i,)) : maximale Wachstumsrate bei Wert i des variierten Parameters; Wiederholung j
Mm(i) : mittlere Wachstumsrate bei Wert i des variierten Parameters

Das ‘genera model’ ist also lediglich ein Modell, bei dem angenommen wird, dal3 die
Mittelwerte der Messungen das reale Verhaten des Systems wiedergeben.

Eine Abschétzung des Mef¥fehlers erfolgt durch Berechnung des RSS des general models
nach Gleichung (3-4) (Zwietering et al 1991).

2

RS, = > 3 [nli. 1) - 2,00 (3-2

i=1 j=1

Im Vergleich dazu kann der RSS fir ein getestetes Modell nach folgender Gleichung
berechnet werden (Zwietering et a 1991).

2

RSS, = ii[um(i, i) = 2, ()] (3-5)

i=1 j=1
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Hierbel ist 7 die vom Modell berechnete Wachstumsrate. RSS, wird immer groRer sein als
RSS;. RSS, setzt sich aus dem Mef3fehler und dem Fehler des Modells additiv zusammen.
Daher kann RSS;, - RSS; zur Abschédtzung des Modellfehlers verwendet werden (Zwietering
et a 1991). Die Gite eines Modells wird am Verhdtnis zwischen Modellfehler und dem
Mef¥fehler erkannt. Quantifizieren 183t sich dies im F-Test. Der Wert f wird folgendermal3en
berechnet:

(Rss, - Rss)) o ar)

f= =
df,

(3-6)

Hierbel sind df; und df;, die Freiheitsgrade des ‘ general model’ und des getesteten Modells. Er
berechnet sich jewells aus der Anzahl der Mef3punkte minus Anzahl der Parameter. Dieser
Wert wird mit

df , ~df,
Fe, (3-7)

verglichen. Modelle, fur die folgende Bedingung gilt:

f >> Fd(fjiz_dfl (3-8)

1

werden abgelehnt. Die entsprechenden Werte fir Fd(szz_df kénnen aus Tabelen in

einschlégigen Statistikbichern (z.B. Kohler et a 1996) entnommen werden oder mit Hilfe
von Computerprogrammen die statistische Auswertungen ermdglichen wie z.B. Microsoft
Excel errechnet werden.

3111 Senditivitdtsanalyse

Ein Mittel zur Beurteilung von Modellen und der ermittelten Parameter ist die
Sensitivitétsanalyse. Dabel wird ein Parameter eines Modells variiert und die Auswirkung auf
den RSS beobachtet. Hat die Verénderung eines Parameters keine oder nur geringe
Auswirkung auf den RSS so ist zu Untersuchen ob dieser Parameter aus dem Modell entfernt
werden kann. Bleibt der RSS bei der Variation des Parameters Uber einen gewissen Bereich in
etwa konstant so muss davon ausgegangen werden, dass der Parameter nur abgeschétzt
werden kann.

3.2 Hardware

Die Hardware, die zur numerischen Arbeit zur Verfiigung stand bestand aus einem
handel stiblichen PC mit PentiumPro-Prozessor 200 MHz, 96 MB Hauptspeicher.
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3.3 Software

Fur Berechnungen wurden verschiedene Softwarepakete verwendet.

Fur die Anpassung von substratunabhangigen Wachstumskinetiken und fir statistische
Auswertungen stand SigmaPlot for Windows Version 4.01 von der SPSSinc. zur Verfligung.

Um Ableitungen zu berechnen oder zur Suche nach Anaytischen Losungen fur
Differentialgleichungen, wurde das Computer-Algebra-Programm Maple verwendet.

Zur numerischen Lésung der Differentialgleichungen und Anpassung der Parameterm, wurde
ein selbst erstelltes Programm verwendet. Dieses Programm wurde mit Visual C++ 4.22 von
der Microsoft Corporation erstellt. Als Hilfestellung dienten die im Quellcode vorliegenden
Funktionen in ,,Numerical Recipes‘ von Presset a. (1994 a- f).

3.4 Substratunabhangige Wachstumskinetik

Die einfachste Art das Wachstum von Mikroorganismen zu beschreiben, ist die Verwendung
einer substratunabhangigen Wachstumskinetik. Dabel wird eine RUckwirkung der
Organismen auf das Substrat nicht berlicksichtigt. Die Wachstumsrate ist nur von der Zeit
und/oder von der bereits gebildeten Zellmasse abhéngig. Eine redlistische Beschreibung der
gesamten Wachstumskurve ist dadurch kaum moglich, jedoch kann die maximale
Wachstumsrate und die Dauer der Lag-Phase unter verschiedenen Bedingungen gut
abgeschéatzt werden. Haufig wird dieser Ansatz verwendet, um response surface-Modelle zu
entwickeln. Diese Modelle zeigen das Verhalten von maximaler Wachstumsrate und Dauer
der Lag-Phase in Abgangigkeit zweier Einfluf3grofien in einem 3-dimensionalen Diagramm.

Kinetiken, die das Wachstum ausschliefdlich in Abhangigkeit der Zeit und/oder der Zellmasse
beschreiben, liegen zwel unterschiedliche Ansdtze zugrunde. Eine einfache, pragmatische
Methode ist es sigmoide Funktionen zu verwenden, die in anderen Bereichen der
Wissenschaft und der Technik verwendet werden. Diese Funktionen missen héaufig
reparametriert werden, um zu, den biologischen Vorgangen entsprechenden, sinnvollen und
interpretierbaren Grofden zu gelangen. Dabel sind die maximale Wachstumsrate, die Lange
der lag-phase und die maximale Zelldichte von Bedeutung. Die am meisten verwendete
Gleichung dieser Art ist die Gompertz-Gleichung (Zwietering et al. 1990).

e[ b-cx]

y=ale (3-9)
Durch Umparametrieren erhélt man aus dieser Gleichung (Zwietering et a. 1990):

[[(M —t)+1}

A

y= A" (3-10)
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Diese Gleichung wird verwendet, um den Logarithmus der Zellzahl log(N/No) zu beschreiben.
In dieser Gleichung sind drel fir die biologische Interpretation wichtige Parameter enthalten.
A: Die Zellzahl zum Zeitpunkt O

A: Die Dauer der Lag-Phase

H: die maximale Wachstumsrate

Ein mehr systematischer Ansatz ist die Annahme, die Wachstumsrate hinge von der
Zelldichte ab. Dabei soll die Wachstumsrate mit zunehmender Zelldichte in Abhangigkeit
einer Funktion abnehmen, die as Arbeitshypothese zu Grunde gelegt wird. Dadurch ergibt
sich ein System aus zwei Differentialgleichungen. Die analytische Ldsung dieser Gleichungen
ergibt eine sigmoide Funktion. Ein bekanntes Beispiel fir diesen Ansatz ist die logistische
Wachstumskurve. Der Zusammenhang zwischen Wachstumsrate und Zellmasse wird dabel
aslinear angenommen (Bellgardt 1991):

e 132
dt _:umax X (3-11)

max

Die Wachstumsrate nimmt hier mit Annaherung der Zellmasse X an die maximale Zellmasse
Xmax @b. Dieser Ansatz wurde welterentwickelt z.B. von Cui und Lawson (1982) oder von
Frame and Hu (1988), die jeweils andere Zusammenhange zwischen Wachstumsrate und
Zellmasse vorschlagen.

Bel diesen Funktionen ist es jedoch nicht moglich, die lag-Phase zu modellieren. Dies kann
man umgehen, indem man anstatt der Zelldichte den Logarithmus zur Basis 10 der Zelldichte
verwendet. Herleitungen wie z.B. bel der logistischen Funktion verlieren jedoch damit ihren
systematischen Hintergrund. Werden nur Mef3werte wadhrend der exponentiellen Phase
beobachtet, kann eine einfache Exponentialfunktion mit der Basis 10 verwendet werden um
die maximale Wachstumsrate zu ermitteln.

Die Bestimmung der maximaen Wachstumsrate unterliegt einer grof3en Schwankungsbreite
(Meijer 1995). Daher ist es nétig, die Versuchsbedingungen und insbesondere den Zustand
der Organismen in den Versuchen moglichst konstant zu halten. Parallelversuche mit dem
gleichen Material zum Animpfen der Medien erwiesen sich a's zuverlassigste Methode.

3.5 Wachstumskinetik bei sich verdndernden Bedingungen

In diesen Modellen werden die Zellen as homogene Menge betrachtet, ohne interne
Dynamik. Dabei wird vorausgesetzt, dal? die Reaktionszeit der Zellen auf Veranderungen der
Umgebung so kurz ist, dal3 sie vernachléassigt werden kann, oder dal3 die Reaktionszeit so
lange ist, dal3 keine nennenswerte Anpassung erfolgt (Rehm 1991). Das Verhalten der Zellen
wird in diesem Fall von einem Vektor bestimmt, der nur die verschiedenen Konzentrationen
der im Medium gelosten Stoffe enthalt: C=(Cyu, Ciru, Ciacy Cace, Cethy, Chs, T, CX)T. Jede
verdnderliche GrolRe ist eine Funktion dieses Vektors. Haufig kann jedoch der Effekt
einzelner Komponenten des Vektors vernachlassigt werden. Dadurch vereinfacht sich das
Gleichungssystem. Das Wachstum der Zellen kann z.B. manchmal durch die Hemmung eines
einzelnen Stoffwechselproduktes beschrieben werden. In der vorliegenden Arbeit kann in
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manchen Félen durch Gleichung (3-12) das Wachstum bereits weitgehend beschrieben
werden.
dXx

o= e (Lac) (3-12)

Entsprechend der Versuchsbedingungen mussen andere Effekte zusétzlich berlicksichtigt
werden, so dal3 je nach Randbedingungen unterschiedlich komplexe Gleichungssysteme
entstehen. Bezeichnet man die Konzentrationen der relevanten Substanzen mit C; - C,, ergibt
sich folgendes Gleichungssystem:

dx

E = M CF (Cl""Cn)

dc

== f(x,c,,...C,) 313
p—

= f(x.c...c)

Haufig werden zur Beschreibung aller Vorgange Polynome verwendet. Diese Modelle setzen
keinerlei Kenntnisse Uber die Art der zu beschreibenden Vorgange voraus und betrachten das
zu untersuchende System als Black-Box. Eine Erweiterung dieses Vorgehens ist die
sogenannte A-Transformation (z.B. NG 1997).

3.6 Strukturierte Modelle

Wird der innere Zustand der Zellen im Modell berticksichtigt oder wird die Zellmasse nicht
als homogen angenommen, spricht man von einem strukturierten Modell. Der Vektor, der auf
das System einwirkenden Grofden mul3 in diesem Fall erweitert werden. Die Erweiterung des
Modells mul3 umsichtig vorgenommen werden, um nicht die Anzahl der Parameter zu grof3
werden zu lassen. Im vorliegenden Fall wurden zwel interne Grof3en in das Modell integriert.
Zum einen die intrazellulére Konzentration von ATP, als die den Zellen zur Verfigung
stehende Energie, zum anderen Xylulose-5-Phosphat als Mal3 der intrazelluléar vorhandenen
C-Korper. Durch dieses Vorgehen kdnnen Modellannahmen getestet und unter Umstanden
falsifiziert werden.

Auf diese Weise kdnnen auch Anpassungsvorgange beschrieben werden. Die Lag-Phase z.B.
kann mit unstrukturierten Modellen nur unzureichend beschrieben werden (Bellgardt 1991).
Bei intrazellul&ren Grofden muld die Verdiinnung durch Wachstum berticksichtigt werden. Das
heil, bel gleichblelbender Menge M ener Substanz verringert sich die intrazellulare
Konzentration C; durch das Anwachsen der Zellmasse wie in Gleichung (3-14) beschrieben.

a

M dG _ dt
C=% dt _ dX (3-14)

dt
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Bel alen Modellen ist es sinnvall, die sich aus den Stoffwechselwegen ergebenden Bilanzen
und andere Kenntnisse der Physiologie soweit wie mdglich zu berlicksichtigten. In der
vorliegenden Arbeit wurden ausschliefdlich Batch-Fermentationen ohne Zulauf und Ablauf
betrachtet. In Biostaten gelten zum Teil andere Gesetzméaldigkeiten, die hier nicht untersucht
wurden. Dies ist gerechtfertigt, da praktisch alle Lebensmittelfermentationen Batch-Verfahren
sind.

3.7 Beschreibung der Reaktion auf verschiedene Einflu3gréf3en

3.71 Zdlmasse

Die Zellmasse X wirkt sich zundchst vor allem autokatalytisch auf das Wachstum der Zellen
aus.

& = w0 mit = ot )i ). (3-15)

f1().... sind dabei die Einflisse anderer Faktoren auf das Wachstum der Zellen. Das Produkt
der einzelnen Funktionen gilt, wenn die Einfllisse unabhangig voneinander sind (siehe auch
Kapitel 3.9). Die Wachstumsrate pmax beschreibt das maximale Wachstum unter optimalen
Bedingungen. Dieser Wert ist auch innerhalb der Familie der Lactobacillen stark
unterschiedlich. Es wurden z.B. fur L. plantarum ein pma von 0,35 h' gefunden (Passos
1993) und firr L. Sanfranciscensis in pma von 1,31 h' (Génzle et al 1997). Dies entspricht
Verdoppelungszeiten von 2 h bzw. 0,53 h.

Die Zellmasse wirkt sich offensichtlich linear auf den Verbrauch von Nahrstoffen und die
Produktion von Stoffwechselprodukten aus. Intrazellulére Konzentrationen werden wie in
Kapitel 3.6 beschrieben beeinflufit.

3.7.2 Stoffwechselprodukte

Der Einfluld der Stoffwechsel produkte auf das Wachstum der Zellen wurde mit einer Vielzahl
verschiedener Gleichungen versucht zu beschreiben. Die einfachste Mdglichkeit, eine
Verringerung der Wachstumsgeschwindigkeit zu beschreiben, ist eine lineare Verminderung
von p mit steigender Konzentration (Ghose und Tyagi 1979).

C
HC) = fhye Eﬁl—c—] (3-16)

max
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Dabel ist Crax die Konzentration, bei der die Wachstumsrate auf O abgesunken ist. Dies wird
jedoch kaum angewandt, da diese Gleichung zu wenig Parameter besitzt, um sie verninftig an
Melidaten anpassen zu konnen. Durch eine Erweiterung um einen Parameter wie von
Levenspiel (1980) vorgeschlagen, erhdt man eine nichtlineare Gleichung.

o]

Ein ahnliches Vorgehen stellt die von Luong (1985) vorgeschlagene Gleichung fur die
Inhibition durch Ethanol dar.

MU= ,Umalel— ([C[:]%j ﬁ} (3-18)

Ebenfalls empirisch ermittelt wurde die folgende Gleichung (Wolfrum und Vogel 1998):

1+ e—Off &

H = M W (3-19)

Sie wurde entwickelt, nachdem erkannt wurde, da die Hemmung durch
Stoffwechselprodukte manchmal durch eine sigmoide Funktion am besten beschrieben
werden kann. Ausgangspunkt fur diese Gleichung ist die folgende, haufig verwendete
sigmoide Funktion.

1
Y= i (3-20)

Um aus der monoton steigenden Funktion eine monoton fallende zu machen, wurde sie mit
der Operation g(x)=f(-x) an der Y -Achse gespiegelt. Daraus resultiert Gleichung (3-20).

3 1
T 1+e™

y (3-21)

Der Faktor off verschiebt die Funktion auf der X-Achse. Dieser Faktor trégt der Tatsache
Rechnung, da die Hemmung durch verschiedene Substanzen bei verschiedenen
Konzentrationen einsetzt.

1

c@x—oﬁ)

y (3-22)

T 1+e

Der Faktor st bestimmt die Steilheit der Funktion. Der Zahler muléte entsprechend gedndert
werden, um eine Funktion zu erhalten, die bel Konzentration O den Wert 1 liefert.

1+ e—Off St
[C]—off)@t

== (3-23)
1+e
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Die Produktion von Stoffwechsel produkten wird hdufig in elne wachstumsbezogene und nicht
wachstumsbezogene Produktbildung unterteilt, wie in Gleichung (3-24) gezeigt.

oP dx
W—kl%+ k2 [X (3-24)

Ohara (1992) schlagt im Gegensatz dazu vor, die Produktbildung as Funktion der
Wachstumsrate zu darzustellen:

sLac _ 7 OX mitn—L
at oyt u®

(3-25)

Die Herleitung ist analog zur Beschreibung der Glucoseaufnahme.

Ein gpezielles Problem ergibt sich durch die gebildeten Sduren in ungepufferten
Fermentationen. Bel sinkendem pH-Wert verandert sich der Dissoziationsgrad der Sauren.
Die inhibitorische Wirkung der dissoziierten und der undissoziierten Saure kann jedoch stark
unterschiedlich sein (Passos 1993). Die dissoziierte Form der Sdure soll eine wesentlich
geringere hemmende Wirkung besitzen. Dies wird darauf zurtckgefuhrt, da3 die
undissoziierte Sure ungeladen ist und deshalb besser durch die Zellmembran diffundieren
kann (Passos et a 1993), (Presser et d 1997). Die Wirkung der dissoziierten Saure wird
deshalb verschiedentlich vernachlassigt (Passos 1993). Presser et al (1997) zeigen, dal die
dissoziierte Séure eine sehr geringe Wirkung auf E. coli auslibt. Die maximale Konzentration
bei der Wachstum gerade noch méglich ist, wird fir die dissoziierte Sdure mit der ca. 80-
fachen Konzentration angegeben.

Der Anteil der dissoziierten Saure schwankt bei Milchsdure und Essigsaure stark im pH-
Bereich, der wéhrend einer ungepufferten Fermentation durchlaufen wird. Berechnet werden
kann dies durch die Henderson-Hassel bach-Gleichung (Mortimer 1987).

m =10 pH-pKa (3-26)

[HA]
Der pKa-Wert ist in Medium nicht zwingend gleich dem pKa-Wert in Wasser. Da jedoch das

Medium eine starke verdinnte Ldsung darstellt, ist eine verschwindend kleine Differenz zu
erwarten. Presser et a (1997) haben dies fir verschiedene Medien bestétigt.

29



0,9 +
0,8 +
0,7 +
0,6 +
0,5 +
0,4 +
0,3 +
0,2 +
01+

Anteil der undissoziierten Saure [%

Abbildung 3.7-1 Prozentsatz der undissoziierten Saure bei Milchsdure (x) und Essigsdure (+)
in Abhangigkeit vom pH.Wert.

Fur die Hemmung von Milchsdurebakterien durch undissoziierte Milchsdure schlégt Passos
(1993) eine Beschreibung nach Levenspiel (1980) wie in Gleichung (3-27) vor.

rara)) = (1~ 1M ’ 327)

" [HLa] max

Wobel die Konstanten mit [HLa]lmx = 69 mMM und a; = 2 angegeben werden. Bei einer
Konzentration von 47 mMol/l ist also die Teillungsrate auf nur noch 10 % abgesunken. Die
Hemmung durch undissoziierte Essigsiure setzt bei L. sanfranciscensis erst Uber 160 mMol/I
ein (Ganzle 1998). Bei dieser Konzentration ist die Vermehrungsrate von L. plantarum nach
Passos (1993) bereits bei 0 angelangt. Uberdies berichtet Passos (1993) von einem
stimulierenden Effekt in geringen Konzentrationen. V orgeschlagen wird folgende Funktion:

£ HAC])=(1+ AIHAG j(l [HAd ]a (3-28)

K™ +[HAC/\" " [HAC] ma

Die ermittelten Parameter waren: 31 = 1,5, KmHAc = 5,8mM, [Hac]max = 150 mM und a =
1,7.

Die Hemmung von Lactobacillen durch Ethanol in den praktisch vorkommenden
Konzentrationen wird in der Literatur nicht beschrieben.
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3.7.3 Nahrstoffe

Die Konzentration der verschiedenen Nahrstoffe hat ebenfalls einen erheblichen Effekt auf
die Organismen. Die Nahrstoffe konnen grob in C-Quellen (Energiequellen) und andere
Nahrstoffe unterschieden werden. Die im vorliegenden Fall wichtigste C-Quelle ist Glucose.
Deren Konzentration hat fur L. sake und L. pentosus hach Dof3man (1996) nur einen geringen
Einflul3. Dies deutet auf eine hohe Affinitét der Organismen zu Glucose hin, was sich bei
Beschreibung durch Gleichung (3-32) in einem hohen Wert fir Ky auRern mifite. Fructose
kann von manchen heterofermentativen Organismen als C-Quelle oder als Elektronenakzeptor
zur Regeneration von NAD" aus NADH + H* benutzt werden. Einige heterofermentative
Organismen verwenden Fructose ausschliefdich als Elektronenakzeptor und setzen es
guantitativ in Mannit um (Génzle et a 1997). Dies geschieht vorwiegend zu Beginn der
Fermentation (Ganzle et a 1997). Die Affinitét der Organismen zu Fructose muf3 demnach
sehr hoch sein. Die Bedeutung von Pentosen fur das Wachstum wurde bisher wenig
untersucht. Quantitativ spielen siein den Medien, die in dieser Arbeit verwendet wurden eine
weitaus geringere Rolle als die Hexosen. Relevant sind Ribose und Xylose. Der Einflul3
anderer Substanzen wie Aminosauren, Vitamine oder Spurenelemente wurde bisher kaum
untersucht. Daher ist das Wachstumsverhalten bei Limitierung durch diese Substanzen nicht
gesichert. Es ist damit zu rechnen, da3 das Verhadten unterschiedlich sein wird bei
Limitierung durch essentielle Nahrstoffe oder durch Stoffe, die substituiert werden kénnen.

Um die Auswirkung der vorhandenen Substrate zu beschreiben, sind nach Rehm (1991) zwei
verschiedene Ansétze moglich:

U= fho TF(C) TF(C, ) oo (3-29)

= min{ ptg, [T, e, [T, o) (3-30)

Die einfachste Funktion zur Beschreibung substratabhangigen Wachstums ist die Formel nach
Blackman (Rehm 1992)

H = umax mln(l,KB* CS) (3'31)

Dabel handelt es sich um einen linearen Anstieg der Wachstumsgeschwindigkeit bis zu einer
Konzentration, bei der die maximale Wachstumsrate erreicht ist und diese konstant bleibt. Die
wohl gréfte Verbreitung hat jedoch die Forme nach Monod gefunden. Hier wird
angenommen, dal3 das Wachstum der Zellen sich dhnlich der Substratumsetzung durch ein
Enzym verhdt. Zur Beschrelbung wird die Kinetik nach MichaelisMenten auf das
Zellwachstum Ubertragen.

Cs

H=Ho Km+Cs (3-32)

Rehm (1991) beschreibt noch einige andere Funktionen z.B. nach Teissier und Moser und
Funktionen, um diauxisches Wachstum zu beschreiben. Diese Funktionen werden nicht so
haufig angewendet wie die Kinetik nach Monod.

Die Aufnahme der Substrate mufd ebenfalls beschrieben werden, da die Abnahme der
Konzentrationen im Nahrmedium davon abhangig ist. Haufig wird angenommen, dal3 die
Substrataufnahme in konstantem Verhéltnis zur gebildeten Zellmasse steht. Dies kann durch
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dXx
die Konstante Yg = —— = const. beschrieben werden (Rehm 1991). Dies setzt voraus, dal

ds
nicht wachsende Zellen kein Substrat aufnehmen, um Energie zur Erhaltung der
Lebensfunktionen zu bilden. Daraus folgt Gleichung (3-33).

JGlu 1 ox _1

s 2 (3-33)

Ohara (1992) schlagt im Gegensatz dazu eine von der Wachstumsrate abhangige Funktion vor
wiein Gleichung (3-34).

oG1u v OX mitu——'u
at oyt uld

(3-34)

Diese Funktion leitet sich aus der Annahme ab, dal3 Wachstum und Glucoseaufnahme einer
nicht kompetitiven Hemmung (Karlson 1988) unterliegen und die Michaeliskonstante
vernachlassigbar klein ist. Dadurch wird ein Anstieg des Glucoseverbrauchs bei sinkender
Wachstumsrate beschrieben. Ein derartiges Verhaten wird nach Rehm (1991) héaufig
beobachtet. In Rehm (1991) werden verschiedene Mdglichkeiten vorgeschlagen, dies zu
beschreiben:

B Die beobachtete Wachstumsrate 1 wird aufgeteilt in eine wirkliche Wachstumsrate s und
eine Rate des endogenen Metabolismus pg. mit p=pe-He.

B Zur wachstumsabhangigen Substrataufnahme wird eine Substrataufnahme addiert, die zur
Erhaltung der Zellsubstanz notwendig ist. Hierbel ist darauf zu achten, dal3 bei konstanter
Aufnahme zur Lebenserhaltung die Substratkonzentration negative Werte erreichen kann,
falls diesim Gleichungssystem nicht entsprechend berticksichtigt wird.

B Ein anderer Ansatz teilt die Zellen Cx in sich vermehrende Zellen Cg und schlafende
Zellen Cp ein. Mit a(u)=Cg/Cx.

Der Substratverbrauch zum Aufbau von Zellmasse wird oft vernachlassigt. Ob dies zuléssig
ist, kann anhand der Bilanzen ermittelt werden.

Finlaysen (1986) beobachtete, dal’ Y s fur Glucose bei Streptococcus vom pH-Wert abhangt.
Mit sinkendem pH-Wert wird Y s kleiner. Das bedeutet, dal3 bei niedrigen pH-Werten mehr
Glucose verbraucht wird, um die gleiche Zellmasse zu bilden. Dies kann durch eine
Umstellung des Stoffwechsels auf einen weniger effizienten Weg verursacht werden oder
durch einen hoheren Energieverbrauch bel niedrigem pH-Wert z.B. zur Aufrechterhaltung des
internen pH-Wertes.

Zusétzlich mul3 man beachten, ob verschiedene Energiequellen im Medium vorhanden sind,
und ob Anpassungsvorgange (Diauxie) im Modell berticksichtigt werden muissen. Diese
Vorgange treten bei Lactobacillen aufgrund ihres schwach ausgeprégten Regulationssystems
nur in geringem Mal% auf. Dennoch werden sie beobachtet (Citti et a 1967) und muissen
prinzipiell in Betracht gezogen werden. Neubauer et a (1994) beschreiben, dafd die
Zuckeraufnahme von L. sanfrancisccensis unabhangig von der Konzentration anderer Zucker
ist.
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3.7.4 Temperatur

Wie auch bel anderen Einfluf3grofien werden fir die Wirkung der Temperatur verschiedene
Gleichungen vorgeschlagen, die von einfachen Polynomen bis zu systematischen Ansédtzen
basierend auf der Arrheniusgleichung reichen. Gemeinsam ist allen Ansdtzen, dal3 die
Beschleunigung aller Reaktionen durch Temperaturerhéhung genauso Rechnung getragen
werden mul3, wie der Erschwerung aler Lebensvorgange bei zu hohen Temperaturen.
Letzterer Effekt wird unter anderem durch die Denaturierung katalytisch wirkender Enzyme
verursacht.

Der einfachste Ansatz um dies zu beschreiben, ist die Verwendung eines Polynoms. Ein
kubisches Polynom wird z.B. von Dol3mann (1996) verwendet.

p= i, Qa+b@+cT?+dT?) (3-35)

Doldmann (1996) fuhrt zusétzliche Koeffizienten ein um Einflisse von anderen Grof3en zu
berlicksichtigen die von der Temperatur nicht unabhangig sind (siehe Kapiter 3.9). Die
entsprechenden Koeffizienten sind jedoch um GrofRenordnungen kleiner als die Koeffizieten,
die direkte Abhéangigkeiten beschreiben. Daher kann der Ansatz zur Beschreibung des
Temperatureffektes herangezogen werden.

Die von Presser et a (1997) verwendete quadratische Funktion, bezieht als sehr einfache
Funktion bereits eine physiologisch sinnvoll interpretierbare Konstante mit ein.

H = Hiax I:QT - Tmin)z (3'36)

Die Konstante T, ist dabel die kleinste Temperatur, bel der ein Organismus noch zum
Wachstum befdhigt ist. Da die Funktion jedoch monoton steigend ist, kann sie ene
verringerte Wachstumsgeschwindigkeit bei sehr hohen Temperaturen nicht beschreiben, ohne
dai3 sie entsprechend erweitert wird. Ein Beispiel fir eine derartige Erweiterung ist die von
Zwietering (1991) verwendete Gleichung.

U= [a {7 - Tmm)(l— S )]2 (3-37)

Ganzle (1998) verwendet fur Milchsdurebakterien eine Funktion nach Gleichung (3-38).
b — —
p=afT,, ~T) @l (3-39)

Ein systematischer Ansatz kann zur Beschreibung des Einflusses der Temperatur ebenfalls
gewahlt werden. Ein Beispiel dafir ist in Rehm (1991) beschrieben. Hier wird zum einen die
Beschleunigung der biochemischen Reaktionen und damit aler Lebensvorgénge, as auch
deren Behinderung durch die bei hohen Temperaturen einsetzende Denaturierung von
Proteinen mit Hilfe der Arrhenius-Gleichung beschrieben Rehm (1991), Ng (1997).

AH,

Ui (T) = K, (€, [ RT (3-39)
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Dabel sind AH1 die Aktivierungsenthalpie und T die absolute Temperatur. Diese Funktion
beschreibt die Wachstumsgeschwindigkeit bel Temperaturen, die wesentlich unter dem
Optimum liegen. Ein grofRerer Temperaturbereich kann nur abgedeckt werden, wenn die
Denaturierung der Proteine mit berticksichtigt wird. Ein Ansatz dazu geht von einem
Gleichgewicht zwischen der aktiven und inaktiven Form der Enzyme aus (Rehm 1991). Fir
die Inaktivierung kann die gleiche Temperaturabhangigkeit angenommen werden.

AH,

Cy = K, [B, [@ RT (3-40)

Zusammen mit der Annahme eines konstanten Gehalts an Gesamtenzym folgt Gleichung (3-
41).

AH,
K, & RT
M (T) = (3-41)

1+K, @ R

3.7.5 Der pH-Wert

Der pH-Wert ist definiert als der negative dekadische Logarithmus der Aktivitét der frelen
H*-lonen. Hier wird naherungsweise die Aktivitat der Konzentration gleichgesetzt. Der pH-
Wert wird zum einen durch die Organismen und deren Stoffwechsel beeinflufdt, zum anderen
wirkt der pH-Wert stark auf die Organismen zuriick.

3.7.5.1 DieVeanderung des pH-Wertes durch die Organismen

Die in dieser Arbeit verwendeten Néhrmedien stellen komplexe Puffersysteme dar, deren
Bestandteile nicht vollstandig bekannt sind. Eine analytische Berechnung der pH-Wertes in
solchen Systemen ist aufwendig und aufgrund der vereinfachenden Annahmen, die man
treffen mul3, nur sehr ungenau. Daher wurde ein empirischer Ansatz gewahlt. Das Medium
wurde mit Milchsdure und Essigsaure titriert. Die gemessenen Werte wurden in einer Tabelle
festgehalten und Zwischenwerte, wie in Kapitel 3.2.3 angegeben, interpoliert.

3.7.5.2 Der Einflul® des pH-Wertes auf Wachstum und Stoffwechsel der Organismen

Ein niedriger pH-Wert des Mediums hat zum einen die Auswirkung, dal3 mehr Energie
verbraucht wird um den pH-Gradienten zwischen Medium und Zellinneren aufrecht zu
erhalten. Zum anderen sinkt der intrazellulare pH-Wert ab. Dies durfte Auswirkungen auf die
Enzymsysteme der Zelle haben. Nannen et al (1991) haben gezeigt, dal3 Zellen versuchen den
pH-Wert des Cytoplasmas konstant zu halten. Dabei wurden pH-Gradienten von bis zu 1,4
pH-Einheiten gemessen.

Um den Einflu® auf das Wachstum zu beschreiben, kommen prinzipiell alle Terme in Frage,
die den Einflul3 von Stoffwechselprodukten beschreiben. Dabel wird anstatt des pH-Wertes
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die Konzentration der H*-lonen [H'] verwendet. Entsprechend der Definition des pH-Wertes
gilt: pH=-logi[H] - [H]=10"" . Im einfachsten Fall wird eine lineare Abhangigkeit
angenommen wie in Gleichung (3-42) (Presser et a 1997).

p=ctf{H" ] -[H7]) = crfro P —10°) (3-42)

Passos (1993) verwendet Gleichung (3-41) um den Einfluf3 des pH-Wertes auf das Wachstum
der Organismen zu beschreiben.

faH°]) = (1-[,[4':']+r]naxj ,,1 (3-43)

Fur L. plantarum erhielt er folgende Werte der Parameter:
[H]mex = 0,43 mM
a,=2,6

Eine gebrochen-rationale Funktion wird von Génzle (1998) verwendet (Gle chung (3-44)).

(pH - pHmm)(pH - pHmax)
(pH = pH )(PH = PHp) = (PH = PHoge)

M= 1 (3-44)

Diese empirische Gleichung wurde fur L. Sanfranciscensis verwendet, und somit an einem
Organismus getestet, der eine hohe Ahnlichkeit zu den in dieser Arbeit verwendeten
Organismen aufweist.

3.7.6 Sauerstoff

Quantitative Beschreibungen des Einflusses von Sauerstoff auf Mikroorganismen sind in der
Literatur nicht zu finden. Dies beruht zum einen darauf, dal3 viele Organismen durch geldsten
Sauerstoff beglnstigt werden und die Fermentationen insofern mit der maximal erreichbaren
Sauerstoffkonzentration betrieben werden. Zum anderen ist Sauerstoff in geringen
Konzentrationen schwer zu messen. Daher wurden Untersuchungen zu dieser Einfluf3grofie
nur qualitativ durchgefhrt.
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377 Salz

Ahnlich wie Acetat, kann sich Salz in geringen Konzentrationen positiv auf das Wachstum
auswirken (Passos 1993). Fir L. plantarum wurde ein Zusammenhang nach Gleichung (3-45)
vorgeschlagen.

2 NaCl] j( [NaCI]j

fl([ NaCI]) = (1"' K, N&cl +[ NaCI] - [ NaCI] max

(3-45)

Dabel ergab sich fur die Parameter folgende Werte 32 = 1,6; KmNaCl = 4,47%; [NaCl]max =
11,8% (Rehm 1991)

Anstatt der Salzkonzentration werden manchmal die Wasseraktivitdt oder die lonenstérke as
Mal3 verwendet. Zur Beschreibung des Einflusses der lonenstérke wird in Ganzle (1998)
folgender Zusammenhang vorgeschlagen:

11 -1
M= Uy [ -t) (3-46)

|(|—|ma,x)—(|—|0m)2

Ansonsten kommen alle Funktionen in Frage, die eine Hemmung durch Stoffwechsel produkte
beschreiben. Als Anhaltspunkt fur Milchsdurebakterien kann der Wert von ca. 4% Salz
dienen, ab dem das Wachstum von L. sanfranciscensis unterdrtickt wird (Ganzle 1998).

3.7.8 Intrazdlulare Konzentrationen

ATP

Ohara (1992) geht von einem konstanten Verhdtnis Y atp = AX/AATP aus. Der Wert wird mit
10 g Z€dlen/Mol ATP angegeben, und soll zum einen konstant sein und zum anderen
unabhéngig von der Art der Organismen sich in der gleichen Grof3enordnung bewegen.
Genauere Messungen ergaben fur verschiedene Organismen abweichende Werte. Fir S
faecalis 32 g Zellen/'Mol ATP, und fir L. casel 20 g Zellen/Mol ATP (Ohara 1992). Bel
hoheren Wachstumsraten wurden von Sjoberg und Hahn-Héagerdal 1989 hohere ATP-Werte
gemessen.

C-KOrper

Zu Konzentrationen der verschiedenen C-Korper sind in der Literatur keine Angaben zu
finden.
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3.8 Gemischte Populationen

In einer gemischten Population ist es moglich, die Anteile der beiden Organismen am
gesamten Stoffwechsel zu berechnen. Dazu setzt man die netto-Gleichungen des
homofermentativen und heterofermentativen Stoffwechsels voraus:

Homofermentativ: Glucose — 2 Lactat

Heterofermentativ: Glucose — Lactat + Ethanol / Acetat

Der Gesamtumsatz kann daher durch die einfache, lineare Gleichung (3-47) beschrieben
werden.

= +
dt 2 dt dt dt

dGlu 1 dLac dEth dAce
- + (3-47)

Der Umsatz der Heterofermentativen Organismen berechnet sich nadherungsweise durch
Gleichung (3-48).

dGlu _ dEth N dAce
dt dt dt

(3-48)

Der Anteil des heterofermentativen Stoffwechsels ergibt sich dementsprechend wie in
Gleichung (3-49).

dEth dAce
dGlu _ dt + dt

dt 1 (dlLac dEth dAce)
2\ dt dt dt

(3-49)

Dieser Ansatz vernachlassigt Effekte wie den Verbrauch von C-Koérpern fur das Wachstum
der Organismen. Ebenso findet die Mdglichkeit der Bildung von intrazelluldren Pools keine
Berlicksichtigung. Anzumerken ist auch, dal3 nur die Art des Stoffwechsels unterschieden
werden kann. Organismen, die fakultativ heterofermentativ sind, tragen zu beiden Arten des
Stoffwechsels bei. Dennoch kann mit der entwickelten Formel (3-49) eine gute Abschétzung
durchgefthrt werden.

3.9 Unabhangigkeit der EinfluRgrofRen

Die Bedingung fur die Unabhangigkeit zweier Einflul3grof3en wird z.B. von Harvey (1983).
Angegeben. Zwei Einflugrofen s und t sind dann unabhéngig wenn Gleichung (3-50) gilt.

o(s.7) = 0,(s) [0, (7) (3-50)
Untersuchungen, die auf die Unabgangigkeit der verschiedenen Einflul3grofien abzielen,

werden hauptséachlich in polynomischen Modellen berticksichtigt. Oft sind die entsprechenden
Faktoren so klein, dal3 diese Abhangigkeiten vernachlassigt werden kénnen, wie z.B. bel
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Doldmann (1996). Da Modelle zun&chst von einfachen Annahmen ausgehen sollten, wurde im
vorliegenden Fall meist die Unabhangigkeit der Einfluf3grof3en vorausgesetzt.

3.10 Berechnungsmethoden

3.10.1 Integration von Systemen gewohnlicher Differentialgleichungen

In den Félen, in denen ene anaytische Losung von Systemen gewohnlicher
Differentialgleichungen nicht moglich ist oder in denen die haufige Anderung der
Gleichungen die analytische Lésung als zu aufwendig erscheinen 183, ist eine numerische
Anndherung an die Losung notwendig. In der Literatur sind verschiedene Algorithmen
beschrieben, die mit unterschiedlicher Geschwindigkeit und Genauigkeit ein gegebenes
Gleichungssystem |6sen. Die einfachste Methode ist das Verfahren nach Euler.

Yorr = ¥Yn T hf (Xn 1 yn) (3-51)

Praktisch alle Verfahren zur numerischen Losung von Differentialgleichungen wurden vom
Eulerschen Verfahren abgeleitet. In der Praxis wird dieses Verfahren jedoch kaum mehr
angewandt (Press et a 1994 a). Schneller und genauer ist das Verfahren nach Runge und
Kutta. Bei diesem Verfahren werden mehrere Schritte des Euler-Verfahrens kombiniert
(Feldmann 1989). Die Methode wird von Press et a (1994 a) auch as , Arbeitspferd”
bezeichnet. Darin kommt zum Ausdruck, wie verbreitet die Methode bei der Ldsung von
Gleichungssysteme ist. Lediglich Gleichungssysteme die einen nicht mehr vertretbaren
Rechenaufwand verursachen zwingen zur Verwendung alternativer Losungen. Die
Geschwindigkeit dieses Verfahrens erwies sich fir die verwendeten Gleichungssysteme als
ausreichend. Die Genauigkeit der Berechnungen ist im Vergleich zu den Mel¥ehlern in den
betrachteten Systemen as sehr gut zu bezeichnen. Es war daher nicht nétig auf modernere
und effizientere Methoden, wie z.B. das Verfahren nach Bulirsch-Stoer oder Predictor-
Corector-Verfahren, auszuweichen, deren Implementierung einen héheren Aufwand erfordert
hétte.

Die bei weitem gebréauchlichste Methode zum Integrieren von Differentialgleichungen ist die
Runge-Kutta Methode 4. Ordnung wie sie von Press et a (1994 &), Feldmann (1989) oder
Berg und Kuhlmann (1993) beschrieben wird. Das Gleichungssystem wird an 4 Punkten
berechnet wie in Gleichung (3-52) - (3-55) gezeigt. Diese Punkte sind der Startpunkt, zwel
mal bei x + 1/2h und einmal bel x + h. Der Funktionswert bei x+h berechnet sich dann nach
Gleichung (3-56). Der Fehler der Néherung ist in der flnften Potenz von der Schrittweite h
abhangig.
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kl = hf (Xn ’ yn) (3-52)

h K
= b Gy + 5.y, +2) (3-59
h ok,
k3 = hf (Xn +E’yn +7) (3-54)
k4 = hf (Xn +h, Yot k3) (3-55)
k, k, k, Kk
Yo = Yn +€l+é+§+€4+o(h5) (3-56)

3.10.2 Optimierungsalgorithmus

Zur Suche nach Extremwerten wurden eine Vielzahl von Methoden entwickelt. Wesentliche
Kriterien sind dabel die benttigte Rechenzeit, die Verwendung der partiellen Ableitungen der
Zielfunktion und die Beriicksichtigung von Randbedingungen (Keil 1996). Ein bewéhrtes
Verfahren zur Optimierung ist das von Nelder und Mead (1965) beschriebene Simplex-
Verfahren. Die Geschwindigkeit der Methode ist fur die vorliegende Problemstellung
ausreichend.

Wird das Minimum einer Funktion mit N unabhangigen Variablen gesucht, ist der Simplex
eine geometrische Figur bestehend aus N+1 Punkten, die ein Volumen < 0 aufspannen. Der
Startsimplex wird gesetzt, indem ein Punkt innerhalb des Lésungsraumes zuféllig bestimmt
wird. Die restlichen N Punkte ergeben sich durch Addition der Einheitsvektoren multipliziert
mit einem Faktor a, der empirisch ermittelt wird. Dieser Simplex bewegt sich durch den
Losungsraum auf der Suche nach einem Minimum. Dabel stehen ihm vier verschiedene
Moglichkeiten zur Verfligung.

Spiegelung
Der schlechteste (hdchste) Punkt wird am Schwerpunkt des von den restlichen Punkten
gebildeten Volumes gespiegelt und durch den dadurch erhaltenen neuen Punkt ersetzt.

Spiegelung und Expansion

War die Spiegelung erfolgreich, kann in der gleichen Richtung ein neuer Punkt gesucht
werden, der um einen Expansionsfaktor weiter entfernt liegt. Dadurch vergrof3ert sich der
Simplex, seine Geschwindigkeit erhéht sich.

Kontraktion
Falls die Spiegelung nicht erfolgreich war, wird der Simplex verkleinert. Dazu wird der
Abstand des schl echtesten Punktes zu den anderen Punkten halbiert.
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Mehrdimensionale Kontraktion

Falls ale bisher beschriebenen Methoden nicht zu einem Punkt fihren, der besser ist als der
bisherige schlechteste Punkt wird der Simplex verkleinert indem alle Punkte auf den besten
Punkt zuwandern.

Die Suche des Simplex muf3 an einem sinnvollen Punkt abgebrochen werden. Dazu wird ein
Wert e vorgegeben fur die minimale Differenz zwischen dem besten und dem schlechtesten
Simplexpunkt. Wird dieser Wert vom Simplex unterschritten, wird die Suche abgebrochen
(Press et al 1994 b), (Feldmann 1989). Der Wert fur e kann empirisch bestimmt werden.

Bel diesem Verfahren werden Randbedingungen jedoch nicht berticksichtigt, so dal3 unsinnige
Ergebnisse wie negative Konzentrationen auftreten kdnnen. Zudem wird die Moglichkeit
vergeben, den Suchraum einzugrenzen. Dies kann manchmal verwendet werden, wenn von
Konstanten die Gréflenordnung bekannt ist. Ein Vorschlag zur Begrenzung des Simplex ist
der sogenannte Complex (Keil 1996). Bei diesem Verfahren wird der Simplex aus mehr als
n+1 Ecken konstruiert. Bei Uberschreiten einer Grenze wird der betreffende Eckpunkt vom
Simplex abgetrennt. Ein Nachtell des Verfahrens ist, da3 die benttigte Anzahl von
Eckpunkten nicht bekannt ist. Daher wurde ein anderes Verfahren entwickelt. Bei jedem
Simplex-Schritt wird der neu gefundene Punkt auf eine Uberschreitung der Grenzen
Uberprift. Falls er auRerhalb des zuldssigen Bereiches liegt, wird er genau auf die Grenze
zuriick verlegt. Dadurch wird die Richtung des Simplex zwar verdndert, das Verfahren
korrigiert jedoch nach wenigen Schritten die Richtung wieder. Andererseits bleibt die Anzahl
der Simplexpunkte immer konstant. Die Anzahl der Suchschritte ist dadurch nicht begrenzt.

Es wurde beobachtet, dal3 der Simplex héufig die Suche abbrach, obwohl von dem ermittelten
Punkt aus bei einem Neustart des Simplex wesentlich bessere Losungen gefunden werden
konnten. Es kann vermutet werden, dal3 der Graph der Zielfunktion eine sehr , rauhe* Fléche
innerhalb des Losungsraumes darstellt, und daher eine Vielzahl von lokalen Minima
entstehen. In dem verwendeten Programm wurde das Problem umgangen, indem bel jedem
Optimierungslauf eine vorgegebene Anzahl an Neustarts des Simplex durchgeftihrt wurde.

3.10.3 Interpolierverfahren

Der pH-Wert wird von zwei voneinander unabhéngigen Grofen, den Konzentrationen von
Milchsdure und Essigsaure bestimmt. In einem Medium, in dem die sonstigen pH-relevanten
Vorgange vernachlassigt werden konnen, kann jeder Kombination (Ciax, Can) genau ein pH-
Wert zugeordnet werden. Daher wurden zur Berechnung dieser Grofie Mefl3werte in Tabellen
geordnet und durch ein Interpol ationsverfahren in die Berechnung eingefhrt.

Zu diesem Zweck wurde ein zweidimensionales Verfahren zur Interpolation benttigt. Die
Grundidee des von Press et a (1994 €) tbernommenen Verfahrens ist es, das Interpolieren in
zwei Dimensionen aufzulésen in eine Abfolge von eindimensionalen Interpolationen. Im
vorliegenden Fall wurden polynomische Interpolationsschritte gewahit.
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3.10.4 Anmerkung zu steifen Gleichungssystemen

Prinzipiell kann es vorkommen, dal3 das Gleichungssystem steifes Verhalten aufweist. Dies
kann auftreten, wenn die unabhéngige Variable in stark unterschiedlichen Gréf3enordnungen
auftritt (Press et a 1994 a) und die Parameter des Gleichungssystems um mehrere
Zehnerpotenzen differieren. Es besteht die Gefahr, dald die numerische Losung des
Gleichungssystems nicht stabil ist. Zwel Moglichkeiten stehen zur Verfigung, um dieses
Phdnomen zu umgehen. Zum einen koénnen ausgefeiltere Integrationsmethoden gewahlt
werden, zum anderen kann durch ene Reduzierung der Schrittweite des
Integrationsverfahrens die Stabilitdt wiederhergestellt werden. Die letztere Methode geht zu
Lasten der Berechnungsgeschwindigkeit. Da jedoch die Rechenzeiten kein kritisches Mal3
erreichten, konnte mit dieser LAsung gearbeitet werden.
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4 Ergebnisse

4.1 Bestimmung des Spektrums der vergarbaren Kohlenhydrate

Von den beiden ausgewahlten Stammen L. pontis TMW 1.109 und L. amylovorus TMW 1.661
wurde jewells ein Spektrum der vergarbaren Kohlenhydrate aufgenommen. Die Ergebnisse
sind in Tabelle 4.1-1 dargestellt. Der homofermentative L. amylovorus TMW 1.661 verwertet
mehr verschiedene Zucker as der heterofermentative L. pontis TMW 1.109. Der
heterofermentative Stamm ist jedoch beféhigt die Pentosen Xylose und Ribose abzubauen.
Dies erfolgt aber erst nach langer Bebriitungsdauer.

Tabelle 4.1-1 Zuckerspektrum der beiden ausgewahlten Stdmme. Die Erhebung der mit (*)
gekennzeichneten Werte erfolgte in Schraubrohrchen.

L. pontisTMW1.109 L. amylovorus TMW 1.661
Cellobiose - +
Amygdalin - +
N-Acetyl-D-glucosamin - +
D(-)-Xylose + () -
D(-)-Ribose + (%) -
Sorbit -
Mannit -
Galaktose -
p-Arbutin -
D-Sdlicin -
Askulin -
Gentibiose -
Raffinose +
Melezitose -
Trehalose
Saccharose
Maltose
Melibiose
Lactose
D(-)-Mannose
D(+)Glucose
Fructose
NaGluconat
L(+)-Arabinose

s S S S R
S S S S S S
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4.2 Bestimmung der entstehenden Stoffwechselprodukte

Zur genaueren Betrachtung der beiden Organismengruppen wurden zwei reprasentative
Stamme ausgewahlt. Dies waren der heterofermentative L. pontis TMW 1.109 und der
homofermentative L. amylovorus TMW 1.661. Zundchst wurden die entstehenden
Stoffwechselprodukte bestimmt und in Relation zum verbrauchten Substrat gesetzt. Die
Chromatogramme, in denen das Spektrum der wahrend einer Fermentation entstandenen
Fermentationsprodukte gezeigt wird, sind in Abbildung 4.2-1 und Abbildung 4.2-2
dargestellt. Das erste Chromatogramm zeigt die Zusammensetzung des Fermentionsmediums
am Ende einer Fermentation mit dem heterofermentativen L. pontis TMW 1.109. Deutlich sind
die zu den Endprodukten gehorigen Peaks fur Milchséure, Essigsdure und Ethanol zu sehen.
Im zweiten Chromatogramm ist, wie bei homofermentativen Organismen zu erwarten, nur der
Milchsaurepeak ausgepragt.

FF4-025 #16 [modified by gwolfrum] RI_71
500
mV
200
4 |\/|I|Ch
i k |Essgsaure | |Ethano||
50 : . . IIIII
7.5 0,0 30 0 42,0

Abbildung 4.2-1 Chromatogramm von Fermentationsmedium. Ende der Fermentation, Stamm
L. pontis TMW 1.109.

FF4-035 #46 Ferm 3, Pr. 15 RI_71
00 v =

600+

400 Milchsiure

200
1 min

00—
75 15,0 20,0 25,0 30,0 35,0 42,0

Abbildung 4.2-2 Chromatogramm von Fermentationsmedium. Ende der Fermentation, Stamm
L. amylovorus TMW 1.661.
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Die quantitative Auswertung ist in Tabelle 4.2-1 zu sehen. Esist erkennbar, dal3 die Ausbeute
an Milchsaure pro verbrauchter Glucose Y w,c mit 95,7 % und 95,9 % fir beide Organismen
sehr hoch ist. Deutlich ist der Unterschied in der Ausbeute an Zellsubstanz pro Glucose Y x/c.
Die gleiche Menge an Glucose reicht dem homofermentativen Organismus aus um nahezu die
1,6-fache Menge an Zellsubstanz zu bilden.

Tabelle 4.2-1 Die Stoffwechsel produkte der Organismen

L. pontisTMW1.109 L. amylovorus TMW 1.661
Glucose 96,4 mmol/| 113,19 mmol/I
Milchséure 92,3 mmol/Il 217,08 mmol/l
Essigsdure 28,57 mmol/I -
Ethanol 66,08 mmol/I| --
Ausbeute Y v/ 95,7 % 95,9 %
Ausbeute Y 0,037 OD/mmol/l 0,058 OD/mmol/I
K ohlenstoffwiederfindungsrate |96,9 % 95,9 %

4.3 Korrelation zwischen OD und KBE

Um einen quantitativen Zusammenhang zwischen der Optischen Dichte und der Anzahl der
koloniebildenden Einheiten herzustellen, wurden von 10 Proben beide Werte ermittelt und
einer Korrelationsanalyse unterzogen. Die Ergebnisse fur die beiden Stamme L. pontis TMW
1.109 und L. amylovorus TMW 1.661 sind in den Abbildung 4.3-1 und Abbildung 4.3-2
dargestellt. Dadurch ist es mdglich die optische Dichte in Koloniebildende-Einheiten
umzurechnen.

1,4E+08 +
1,2E+08 | KBE 2: 3E+08 OD
R"=0,998

1,0E+08 +
o 8.0E+07 +
o0
¥ 6,0E+07 1

4,0E+07

2,0E+07

0,0E+00 ‘ ‘ ‘

0 0,1 0,2 0,3 0,4
Optische Dichte bei 578 nm [-]

Abbildung 4.3-1 Zusammenhang zwischen Optischer Dichte und KBE fir L. pontis TMW
1.109. Mef3punkte und Regressionsgerade. Mef3punkte( A ), Regressionsgerade(-).
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Abbildung 4.3-2 Zusammenhang zwischen Optischer Dichte und KBE fur L. amylovorus
TMW 1.661. Mef3punkte und Regressionsgerade. Mel3punkte( A ), Regressionsgerade(-).

Tabelle 4.3-1 Zusammenhang zwischen Optischer Dichte und Anzahl der Koloniebildenden

Einheiten

Samm L. pontisTMW1.109 L. amylovorus TMW 1.661
Steigung | 3-10° [-] 4-10°[-]

R 0,998 0,979

Die errechneten Korrelationskoeffizienten zeigen, dal3 die optische Dichte analog der Anzahl
der koloniebilden Einheiten verwendet werden kann, solange sich die Kultur nicht in der
Absterbephase befindet.

4.4 Bestimmung der Sduerungsaktivitat im Nahrsubstrat

Die Absenkung des pH-Wertes durch die Organismen wurde, wie in Kapited 3.7.5.1

beschrieben,

empirisch durch Titration ermittelt. In Abbildung 4.4-1 ist das Ergebnis

graphisch dargestellt.
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Abbildung 4.4-1 pH-Wert in Spicher-Medium in Abhangigkeit von Milchsaure und
Essigsdure.

In Kleile-Medium ist die Sduerungsaktivitét nicht einfach durch Titration zu bestimmen. Da
dieses Medium nicht autoklaviert wird, bleibt die Aktivitdt der vom Getreide eingebrachten
Enzyme weitgehend erhalten. Deshalb kann der pH-Wert bei einer gegebenen
Milchsauremenge nur abgeschétzt werde indem man diese mit in Fermentationen gemessenen
Werten vergleicht. Entsprechende Werte werden in Abbildung 4.4-2 gezeigt.

6,5
6 4
55
5 |
4,5 +
4 |
35+
3 | | |
0 20 40 60 80
Milchsaure [mMol/I]

pPH[]

Abbildung 4.4-2 Sauerungsaktivitét in Kleiemedium.

In diesem Fall wurde die Anpassung einer Funktion der Interpolation vorgezogen. Es wurde
eine Exponentialfunktion gewahlt, die in Gleichung (4-1) angegeben ist.

Lac = a+bl[g P (4-1)

Das Ergebnis der Anpassung ist in Abbildung 4.4-3 dargestellt. Die resultierenden Parameter
sind in Tabelle 4.4-1 aufgefhrt.
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Abbildung 4.4-3 pH-Wert in Abhangigkeit der Milchsdurekonzentration in Kleiemedium und
Vergleich der Berechnung mit der Messung.

Tabelle 4.4-1 Koeffizienten zur Beschreibung der Sduerungsaktivitét in Kleiemedium

Koeffizient
a (4,8 [mmol/l]
b {108 [mmol/l]
c |54 [-]
d 18 []

4.5 Entwicklung einer Methode zur Messung des Fermentationsverlaufes in
gemischten Populationen

In gemischten Populationen von heterofermentativen und  homofermentativen
Milchsaurebakterien besteht das Problem, dal3 man bei Messungen der Stoffwechsel aktivitét
eine Mel3groRe bendtigt, die es ermdglicht, zwischen beiden Stoffwechselarten zu
unterscheiden. Es sind daher zwe unabhdngige moglichst einfach meldbare Groélen
notwendig.

Sind im Medium so wenige Elektronenakzeptoren vorhanden, dal3 die Bildung von Essigsaure
vernachlassigt werden kann und ist der Verlauf der Sduerungsaktivitét im Medium bekannt,
dann kann aus dem Verlauf des pH-Wertes auf die gebildete Menge Milchsaure
zurtickgeschlossen werden. Die Titrationskurve ist Abbildung 4.4-3 zu entnehmen. Wenn es
zudem moglich ist, die Fermenter gasdicht abzuschlieRen und den entstehenden Uberdruck zu
messen, hat man eine zweite on-line mef3bare Groéle zur Verfigung. Um dies zu verwenden,

muf3 jedoch gezeigt werden, dal? die Menge an produziertem CO, mit dem gemessenen Druck
korreliert.
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Abbildung 4.5-1 Zusammenhang zwischen dem Uberdruck im Fermenter und dem Verbrauch
von Glucose durch die Organismen ( A). Zusétzlich Darstellung der Korrelationsanalyse (-).

Da heterofermentative Organismen pro verbrauchtem Glucosemolekil ein Molekil CO,
produzieren, kann wie in Abbildung 4.5-1 ersichtlich einen Zusammenhang zwischen dem
gemessenen Druck und der verstoffwechselten Menge Glucose hergestellt werden. Da
homofermentative Organismen kein Gas bilden, wird Glucose, die von diesen Organismen
verbraucht wird, nicht durch einen Druckanstieg angezeigt. In Abbildung 4.5-2 ist das
Ergebnis der Messungen dargestellt. Die Steigung der Ausgleichsgeraden betrégt:

mmol /Il
0,2204

mbar
Dieser Wert kann mit theoretischen Berechnungen verglichen werden. Geht man in erster
Naherung davon aus, da das algemeine Gasgesetz qultig ist, kann aus der
Fermentergeometrie ein Zusammenhang zwischen gebildetem CO, und entstehendem Druck
abgeschétzt werden. Das allgemeine Gasgesetz besagt:

RIT
PV =NRIT = p=NG1— 42)

Temperatur T = 313,15K

Volumen des KopfraumesV = 0,38 |
Gesamtvolumen Vg = 0,48 |

Allgemeine Gaskonstante R = 8,314 JK ™ mol ™

Nach dieser Berechnung miifdte die Steigung der Geraden

mmol/|
01814
mbar

betragen. Die durch die Messung erstellte Kurve verlauft steiler als es der theoretischen
Uberlegung entspricht. Ein theoretisches Volumen des Fermenters errechnet sich, indem die
gemessene Steigung der Gerade eingesetzt wird. Dieser Wert betrégt im vorliegenden Fall ein
Volumen von 0,58 |. Dieses hohere Volumen 183 sich damit erkléren, dald sich ein Teil des
CO, in der Fermenterbriihe 16st. Nach dieser Uberlegung muR in der fliissigen Phase ungefahr
die doppelte Menge an CO, gel6st sein wie sich im gleichen Volumen in der Gasphase
befindet. In der Gasphase sind bei einem Uberdruck von 0,6 bar unter Annahme der
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Gultigkeit des algemeinen Gasgesetzes 23 mMol/l enthalten. Daraus ergibt sich eine
rechnerische Konzentration in der fllissigen Phase von 46 mMol/I.

Zur Uberpriifung dieser Methode kénnen die Daten verwendet werden, die offline mit Hilfe
der HPLC gewonnen wurden. Legt man diein 1.2 beschriebene Stéchiometrie zugrunde, kann
aus diesen Daten errechnet werden, wieviel Glucose von heterofermentativen Organismen
verbraucht wurde.
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0 : : : : :
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Glucose (HPLC) [mmol/l]

Abbildung 4.5-2 Vergleich zwischen Uber den Druck und durch die HPLC-Anayse
ermittelten Verbrauch von Glucose durch den heterofermentativen L. pontis 1.109 in
gemischter Population mit dem homofermentativen L. amylovorus 1.661

Die Werte gruppieren sich um die Winkelhabierende in diessm Diagramm. Daran ist
erkennbar, dai3 die Mel3werte beider Methoden in gut Gbereinstimmen.

In Abbildung 4.5-3 ist ein Vergleich der Titrationskurve mit Mel3werten aus Fermentationen
gezeigt. Die durchgezogene Linie in dem Diagramm zeigt den durch Titration ermittelten
Zusammenhang zwischen pH-Wert und Milchsauremenge. Die Kreuze stellen Mef3punkte aus
Fermentationen dar. Es ist erkennbar, dal3 aus den pH-Werten die Menge der Milchséure
abgeschétzt werden kann.
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Abbildung 4.5-3 Vergleich der Titrationskurve (durchgezogene Linie) mit den in
Fermentationen erhaltenen Werten (x).

Ein Teil des gebildeten CO, 6st sich im Medium und reagiert entsprechend folgender Formel:
CO, +H,0O < H,CO3 = HCO3 + H" = CO32- +2H"

Dadurch kann der pH-Wert des Mediums sinken und ene Abschdtzung der
Milchsaurekonzentration durch den pH-Wert verfalschen. Das in Abbildung 4.5-3 dargestellte
Diagramm zeigt jedoch, dal3 die Werte aus den Fermentationen gut mit denen der Titration
Ubereinstimmen. Der Effekt des gelosten CO, kann somit vernachlassigt werden. Dies ist
vermutlich auf den sehr grof3en Kopfraum Uber dem Medium zurickzufiihren der ein
vielfaches des V olumens des eingesetzten Mediums betrégt.
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4.6 Der Verlauf von Fermentationen mit gemischter Population

Um die Vorgange in Fermentationen zu kléren in denen eine gemischte Population aus
homofermentativen und heterofermentativen Organismen beteiligt ist war es zunachst
notwendig derartige Fermentationen zu beobachten. Daher wurden Versuche in Roggenkleien
durchgefuhrt, wie sie in der industriellen Produktion im Einsatz sind. Dabei mufde die
Forderung nach einem sterilem Medium fir mikrobiologische Versuche aufgegeben werden.
Als Inokulum wurde bel diesen Versuchen ein Organismengemisch aus industieller
Produktion verwendet. In diesen Fermentationen wurde die Konzentrationsverénderung der
wesentlichen Substanzen gemessen. Zusétzlich wurde der Stoffwechsel wie in Kapitel 3.8
beschrieben untersucht.

In Abbildung 4.6-1 werden die Konzentrationsdnderungen einiger relevanter Substanzen in
einer derartigen Fermentation dargestel|t.

80

70 +
60 +
50 +
40 +
30 +
20 +

Konzentration [mmol/l]

N

7%

—— = |

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

10

Abbildung 4.6-1 Konzentrationsverlaufe wahrend einer Fermentation in Klelemedium.
Milchsdure( A), Essigsaure(+), Ethanol (x), Glucose(m ).

Esist leicht zu erkennen, dal3 der Uberwiegende Prozentsatz der Umsetzungen bereits nach 24
Stunden abgelaufen ist. Kleinere Verénderungen sind jedoch auch nach bis zu 80-100 Stunden
feststellbar. Da die Konzentrationsveranderungen der Substanzen, die in geringeren Mengen
vorkommen, in dieser Darstellung nur schwer zu erkennen sind, ist in Abbildung 4.6-2 die
gleiche Fermentation in anderem Ordinatenmal3stab dargestellt.
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Abbildung 4.6-2 Darstellung des Maltose(m )- und Acetatverlaufes( A)

Es ist zu erkennen, dal3 die Acetatbildung in der Anfangsphase sehr rasch beginnt und dann
abnimmt. Jedoch kommt die Acetatbildung bis zum Ende der Fermentation nicht zum
Erliegen. Der geringe Gehalt an Maltose wird rasch abgebaut und die Konzentration sinkt bis
auf null ab. Es ist daher anzunehmen, dal3 dieser Zucker, im Gegensatz zu klassischen
Sauerteigfermentationen, in den beobachteten Fermentationen nur eine sehr geringe Rolle
spielt. Der Grund dafir ist die hohe Aktivitat der zugesetzten Glucoamylase, wodurch
Glucose zur bestimmenden Kohlenstoffquelle wird.

18
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Abbildung 4.6-3 Darstellung der Glucosekonzentration in einer Kleiefermentation beimpft
mit einem Organismengemisch.

Der in Abbildung 4.6-3 dargestellte Verlauf der Glucosekonzentration zeigt einen kurzen
Anstieg zu Beginn der Fermentation. In dieser Phase ist die Zelldichte im Medium noch
gering und die enzymatische Aktivitdt hoch. Daher wird in diesem Bereich mehr Glucose
gebildet als verbraucht. Wie zu erkennen ist, kippt dieses Verhdltnis jedoch bereits nach ca. 5
h und der Verbrauch an Glucose tberwiegt. Nach ca. 30 - 40 h bleibt der Glucosespiegdl in
etwa konstant. Dies bedeutet, dal3 der Verbrauch und die Produktion von Glucose sich die
Waage halten bis der Stoffwechsel der Organismen zum Erliegen kommt.
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Nach Gleichung (3-49) (Kapitel 3.8) kann man den Anteil des heterofermentativen
Stoffwechsels am gesamten Stoffwechsel der Mikroflora errechnen. Dies ist in Abbildung
4.6-4 dargestellt. Bei steigender Temperatur geht der Anteil des heterofermentativen
Stoffwechsels  zuriick. Desweiteren ist zu ekennen, dald sich der Antell des
heterofermentativen Stoffwechsels wahrend einer Fermentation verschiebt. Dieser Prozentsatz
nimmt sténdig zu, wahrend der gesamte Umfang der Umsetzungen zurtickgeht.

40% 0.9 S
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Abbildung 4.6-4 Anteil des Heterofermentativen Stoffwechsels bezogen auf die Summe der
mikrobiellen Stoffumsetzungen. A: Anteill des Heterofermentativen Stoffwechsels bei
verschiedenen Temperaturen. B: Verlauf des Anteils des Heterofermentativen Stoffwechsels
wahrend einer Fermentation.

Berlcksichtigt man die Ausbeutekoeffizienten aus Kapitel 4.2 und nimmt an, dald dieser
konstant ist, kann man auf die Bildung der Zellmasse schlief3en. Der Anteil der Zellmasse der
heterofermentativen Organismen ist demnach bei 34°C 27%, bei 40°C 18 % und bei 46°C 11
%. Wahrend der Fermentation steigt bei analoger Betrachtung der Antell der
Heteroferementativen Organismen an der Zellmasse von 14 % auf 78 %. Dabei ist jedoch zu
berticksichtigen, dai3 die Bildung von Zellmasse gegen Ende der Fermentation nur noch sehr
gering ist.
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4.7 Vergleich der Laborfermentationen mit einer Fermentation im industriellen
Mal3stab

Der Verlauf einer industriellen Fermentation wurde verfolgt, um Gemeinsamkeiten und
Unterschiede zu den Fermentationen im Labormal3stab festzustellen. Das Ergebnis ist in den
folgenden Diagrammen dargestel It.
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Abbildung 4.7-1 Bildung von Milchsdure und Absenkung des pH-Wertes in einer
industriellen Fermentation

Aus Abbildung 4.7-1 kann man die rasche Bildung von Milchsdure und die entsprechende
Absenkung des pH-Wertes erkennen. Nach ca. 24 h verlangsamt sich die Bildung von
Milchsaure deutlich. In Abbildung 4.7-2 werden die Konzentrationen weiterer relevanter
Substanzen dargestellt. Der Glucosespiegel steigt ebenfalls zunéchst an. Der Anstieg verlauft
lediglich langsamer als in der vergleichbaren Laborfermentation. Nach ca. 24 h erreicht der
Glucosespiegel ein konstantes Niveau.
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Abbildung 4.7-2 Verlauf der Konzentrationen von Glucose, Fructose und

Fermentationsprodukten in ener industriellen Fermentation. Glucose(m), Fructose(a),
Mannit(+), Acetat(x), Ethanol( )



Fur die industrielle Fermentation wurde ebenfalls das Verhdtnis des heterofermentativen
Stoffwechsels zum gesamten Stoffwechsel berechnet (Gleichung (3-49) in Kapitel 3.8). In
Abbildung 4.7-3 ist zu erkennen, dal3 hier ebenfalls der Anteil des heterofermentativen
Stoffwechselsim Laufe der Fermentation ansteigt.
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Abbildung 4.7-3 Anteil des heterofermentativen Stoffwechsels in einer industriellen
Fermentation.
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4.8 Verhalten der Organismen gegentber Nahrstoffen

Um die Vorgange in den im vorangegangenen Kapitel beobachteten Fermentationen
beschreiben und erkldren zu kénnen ist es notwendig das Verhalten der Organismen
gegenuber den relevanten Nahrstoffen zu beobachten und die bestimmenden kinetischen
Parameter zu ermitteln.

4.8.1 DieReaktion der Organismen auf Glucose

Fur beide Stamme wurde untersucht, wie sich die Konzentration von Glucose auf die
Wachstumsgeschwindigkeit auswirkt. In Abbildung 4.8-1 ist das Wachstum von L. pontis
TMW 1.109 in Abhéngigkeit von der Glucosekonzentration dargestellt. Die maximale
Wachstumsgeschwindigkeit wurde durch Anpassung der Parameter der Funktion nach
Zwietering et a. (1990)(Gl. 3.10) ermittelt. Die Glucosekonzentrationen betrugen 0, 17, 24,
32, 40, 48, 56, 64, 68, 119, 172 mmol/I.

0,5

pmax [h™]

0,0 T T T

0 20 40 60 80

Glukose [mmol /1]

Abbildung 4.8-1 Wachstum bei verschiedenen Glucosekonzentrationen. L. pontis TMW 1.1009.

Es ist ersichtlich, dal3 die Wachstumsgeschwindigkeit mit steigender Glucosekonzentration
rasch ansteigt. Ab ener Konzentration von ca. 30 mmol/l Glucose verlaufen die
Wachstumskurven weitgehend paralel; die Wachstumsgeschwindigkeit ist konstant
(Abbildung 4.8-1). Die Glucosekonzentration spielt also in einem weiten Bereich fur das
Wachstum keine Rolle. Erst bel sehr geringen Konzentrationen kann Glucose das Wachstum
der Organismen limitieren. Die komplexen Nahrmediumzusétize des Spicher-Mediums
enthalten jedoch bereits Glucosemengen, die eine Limitierung ausschlief3en.
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Um die Limitierung des Wachstums von L. pontis TMW 1.109 quantitativ zu beschreiben,
wurden die Parameter einer Kinetik nach Monod (Gl. 3-32) den Mel3werten angepald. Das
Ergebnis ist in Abbildung 4.8-2 graphisch dargestellt, die errechneten Parameter kénnen
Tabelle 4.8-1 entnommen werden.

0,4

pmax [

T T T
0 20 40 60 80

Glucose [mmol/l]

Abbildung 4.8-2 Anpassung einer Monod-Kinetik an die maximale Wachstumsrate von L.
pontis TMW 1.109 im Vergleich zur zugesetzten Menge Glucose.

Die Korrelation betragt: R2 = 0,923

Tabelle 4.8-1 Errechnete K oeffizienten fir die Beelnflussung des Wachstums von L. pontis
TMW 1.109 durch Glucose. Annahme einer Kinetik nach Monod

Koeffizient
Hm 0,42 [h]
Km 6,43 [mMol/l]

Fur Stamm L. amylovorus TMW 1.661 wurden &hnliche Beobachtungen gemacht. In
Abbildung 4.8-3 ist zundchst wieder die maximale Wachstumsrate fir verschiedene Mengen
an zugesetzter Glucose gezeigt.
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Abbildung 4.8-3 Wachstum bel verschiedenen Glucosekonzentrationen. L. amylovorus TMW
1.661.

Werden die Parameter der Gleichung (3-32) nach Monod an die Mel3werte angepaldt kann ein
Km-Wert fir den Stamm 1.661 und Glucose ermittelt werden (Abbildung 4.8-4).

umax [h”]

T

T
0 20 40 60 80

Glucose [mmol/l]

Abbildung 4.8-4 Die maximale Wachstumsrate im Vergleich zur zugesetzten Menge Glucose.
L. amylovorus TMW 1.661.

Die Korrelation betragt: R2 = 0,920
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Tabelle 4.8-2 Errechnete K oeffizienten fur die Beeinflussung des Wachstums von L.
amylovorus TMW 1.661 durch Glucose. Annahme einer Kinetik nach Monod

Koeffizient
Hm 0,55 [h™]
Km 2,76 [mmol/I]

Die Ergebnisse fur beide Stamme werden in Kapitel 5 verglichen und ihre Bedeutung fir
Fermentationen in gemischten Populationen diskutiert.

4.8.2 DieReaktion der Organismen auf Maltose

Maltose ist in den durchgefiihrten Fermentationen von untergeordneter Bedeutung. Die
Konzentration im Medium ist klein und die enzymatische Aktivitét der 3-Amylase gering.
Deshalb wurden die Auswirkungen von Maltose auf das Wachstum der Mikroorganismen
nicht ndher betrachtet.

4.8.3 DieReaktion der Organismen auf Fructose

Die Bedeutung von Fructose wurde in Kapitel 3.7.3 bereits erwédhnt. Danach ist mit einer
grundlegenden Veranderung des Stoffwechsels bel heterofermentativen Organismen zu
rechnen. Dies bedeutet jedoch nicht zwangsldufig, dal3 das Wachstum der Bakterien
gleichermal3en stark beeinfluldt wird. In Abbildung 4.8-5 sind die Verlaufe zweier
Fermentationen dargestellt, von denen ene ausschliefdlich Glucose und die andere
ausschliefdich Fructose als C-Quelle enthielt. Wird Fructose as alleinige C-Quelle angeboten,
wird die erheblich langere Lag-Phase von L. pontis TMW 1.109 erkennbar.
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Abbildung 4.8-5 Verlauf von zwei Fermentationen unter Verwendung von L. pontis TMW
1.109. Ein Fermenter enthielt Glucose (x) ein anderer Fructose (+) as ausschliefdliche C-
Quélle.

In den untersuchten Fermentationen trat Fructose nicht als alleinige C-Quelle auf, da stets
Glucose der dominierende Zucker war. Daher ist es von grof3erer Bedeutung, das Verhalten
der Organismen zu ermitteln, wenn Glucose und Fructose im Medium vorhanden sind als die
Untersuchung von Fructose as einzige verwertbare C-Quelle. In Abbildung 4.8-6 ist die
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maximale Wachstumsrate von L. pontis TMW 1109 bel  verschiedenen
Fructosekonzentrationen dargestellt. Da es sich bel L. pontis TMW 1.109 um einen
heterofermentativen Stamm handelt, der Fructose a's Elektronenakzeptor nutzen kann, ist die
Energieausbeute hoher als bel Fermentationen ohne Fructose.

1 1
> ’/N/\——a/‘ 08 1 S —
— ! —_
— 3 r‘—f v
Z 06" 2067
é 0.4 E 0,4 +Hmax = 0,0003 Fructose + 0,68
5 3 R*=0,57
0,2 + 0,2 +
0 f f 0 f f
0 200 400 600 0 200 400 600
A Fructose [mmol/l] B Fructose [mmol/l]

Abbildung 4.8-6 Maximale Wachstumsrate von L. pontis TMW 1.109 in Anwesenheit von
Glucose bel steigender Fructosekonzentration. Mef3werte (A) und Regressionsanalyse (B).

Der niedrige Wert fiir R2 von 0,57 und die geringe Steigung der Ausgleichsgeraden von 3-10
zeigen, dald Fructose in diesem Fall keinen nachweisbaren Einfluld auf das Wachstum der
Organismen auslbt. Dies bedeutet, dal3 ein Einflu® auf das Wachstum entweder zu gering ist
um mit den verwendeten Methoden nachgewiesen werden zu konnen, oder, dal3 das
Wachstum durch andere Faktoren begrenzt wird wodurch die Zellen die hohere
Energieausbeute nicht zu rascherem Wachstum nutzen kénnen.

Weiterhin wurde untersucht, in welcher Weise die Bildung von Acetat durch die
Konzentration von Fructose beeinflufdt wird. In Abbildung 4.8-7 wird dieser Zusammenhang
graphisch dargestellt. Medien mit unterschiedlichen Konzentration an Fructose wurden mit
einer konstanten Menge einer Kultur von L. pontis TMW 1.109 beimpft. Die Bildung von
Acetat wurde durch HPLC gemessen.
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Acetat [mmol/I]
(2}
|

T T T
0 50 100 150 200

Fructose [mmol/l]

Abbildung 4.8-7 Acetatbildung durch L. pontis TMW 1109 be steigender
Fructosekonzentration.
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Zur Beschrelbung der Verschiebung des Stoffwechsels soll diese as eine einzige
enzymatische Reaktion betrachtet werden, die der Gesetzmalligkeit nach Michaelis und
Menten (Gl. 3-32) unterliegt. In Abbildung 4.8-8 ist das Ergebnis einer Parameteranpassung
graphisch aufgetragen. Die dazugehorigen berechneten Koeffizienten kdnnen Tabelle 4.8-3
entnommen werden.
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Fructose mmol/l

Abbildung 4.8-8 Beschreibung der Bildung von Acetat in Abhangigkeit der
Fructosekonzentration durch L. pontis TMW 1.109. Annahme einer Kinetik nach Michaglis-
Menten.

Die Korrelation betrégt: R2 = 0,999

Die angenommene Kinetik beschreibt die Mel3werte gut. Aus den errechneten Werten fur die
Parameter 183t sich ablesen, dal die Affinitét der Mikroorganismen zu Fructose hoch ist, und
die Reaktion bereits bei geringen Konzentrationen in den Séttigungsbereich gerdt.

Tabelle 4.8-3 Errechnete K oeffizienten fur die Bildung von Acetat in Abhangigkeit der
Fructosekonzentration durch L. pontis TMW 1.109. Annahme einer Kinetik nach Michelis-
Menten

Koeffizient
Vm 10 [mmol/l]
Km 2,9 [mmol/l]

Fur L. amylovorus 1.661, mit einem homofermentativen Stoffwechsel ist Fructose nur als C-
und Energiequelle nutzbar. Der Einfluld der Fructosekonzentration auf das Wachstum wurde
ebenfalls in Anwesenheit von Glucose getestet. In Abbildung 4.8-9 Ist das Ergebnis dieser
Messungen dargestellt. Es ist keine signifikante Veranderung der maximalen Wachstumsrate
zu beobachten.
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Abbildung 4.8-9 Maximale Wachstumsrate von L. amylovorus TMW 1.661 bei steigender
Fructosekonzentration (A) und Korrelationsanalyse.

Die Steigung der Ausgleichsgeraden sowie R? ist in diesem Fall noch geringer as bei dem
heterofermentativen Stamm. Daher kann in diesem Versuch kein Einfluf3 der Fructose auf das
Wachstum der Organismen nachgewiesen werden.

Fal%t man die Ergebnisse zusammen, so kann angenommen werden, dal3 in einer gemischten
Population von L. pontis TMW 1.109 und L. amylovorus TMW 1.661 das Wachstum der
beiden Stdamme von der vorhandenen Fructosekonzentration kaum beeinflu®t wird. Die
Fructose wird hauptséchlich von L. pontis TMW 1.109 aufgenommen und as
Elektronenakzeptor  verwendet. Die  Verwertung efolgt  entsprechend  dem
Stoffwechselschemain Abbildung 1.1-2.

484 DieReaktion der Organismen auf Pentosen

Fur den Stoffwechsel von Lactobacillen kdnnen die beiden Pentosen Ribose und Xylose von
Bedeutung sein.

Beim Stamm L. amylovorus TMW 1.661 konnte mit Pentosen als alleinige C-Quelle kein
Wachstum festgestellt werden. Ist Glucose und zusétzlich Ribose im Medium vorhanden,
wird die Wachstumsgeschwindigkeit von L. amylovorus TMW 1.661 kaum beeinfluf3t, wie in
Abbildung 4.8-10a gezeigt wird. Eine genauere Auswertung mit Ermittlung der jeweiligen
Werte fir pmex und Berechnung der Korrelation zwischen Ribosekonzentration und
maximaler Wachstumsrate ergibt ene leicht negative Korrelation. Bei  hohen
Ribosekonzentrationen kommt es somit zu einer geringfigigen Hemmung des Wachstums.
Bei geringen Konzentrationen, die in den in dieser Arbelt untersuchten Fermentationen
vorherrschen, kann diese Hemmung aufgrund der sehr geringen Steigung der
Ausgleichsgeraden vernachlassigt werden. Daher wird im welteren zur Beschreibung von
Fermentationen davon ausgegangen, dal3 L. amylovorus TMW 1.661 keine Pentosen verwertet
und, dal3 das Wachstum von L. amylovorus TMW 1.661 nicht durch das Vorhandensein von
Pentosen beeinfluf3t wird.

62



10 1,4

12+ >
1 4
1 ¥
— <, 08
L x - f
P pmax = -0,001 Ribose + 1,4
3 £ 087 :.
3 R®=0,95
01+ 0,4 4
0,2
0 f f f
0,01 0 50 100 150 200
Zeit [h] Ribose [mmol/l]
A B

Abbildung 4.8-10 A: Wachstum von L. amylovorus TMW 1.661 bel ansteigenden
Konzentrationen von Ribose in Kombination mit Glucose. 0 mMol/l (), 50 mmol/I (m), 100
mMol/l (A), 200 mmol/l (x). B: Regressionsanayse

Der Stamm L. pontis TMW 1.109 zeigte bel der Bestimmung des Spektrums der vergéarbaren
Kohlenhydrate (Kapitel 4.1) keine Reaktion auf Pentosen. Bei dem Versuch,
Wachstumskurven aufzunehmen, zeigte sich ebenfalls keine Reaktion. Fermentiert man L.
pontis TMW 1.09 in Schraubréhrchen mit Pentosen, zeigt eine Tribung nach 2 Tagen geringes
Wachstum an. Die |83 vermuten, dal3 der Einflul? von Ribose auf das Wachstum der
Organismen nur sehr gering ist. Die zur oben beschriebenen Untersuchung analoge
Auswertung ist in Abbildung 4.8-11 dargestelit.
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Abbildung 4.8-11 L. pontis TMW 1.109 Wachstumsrate bel Vorhandensein von Glucose und
steigender Menge an Ribose (A) und Korrelationsanal yse(B).

Die Wachstumskurven verlaufen weitgehend paralel. Die Regressionsanalyse liefert sehr
kleine K oeffizienten. Man kann also davon ausgehen, dal3 das Wachstum von L. pontis TMW
1.09 bei Anwesenheit von Glucose nicht vom Vorhandensein von Pentosen beeinfluf3t wird.

Das Verhalten der Stdmme gegentiber Xylose ist mit dem gegenliber Ribose vergleichbar. Das
Wachstum ist jedoch auf Xylose noch geringer.
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4.85 Komplexe Medienbestandteile

Als Komplexe Medienbestandteile wurden Hefeextrakt, Fleischextrakt, Pepton und
Kleieextrakt verwendet. Bei Homohiochii-Medium ohne diese Zusétze beobachtet man nach
mehrmaligem Uberimpfen ein Nachlassen des Wachstums. Da die Zusitze aus eine Viel zahl
von Inhaltsstoffen zusammengesetzt sind, ist es mit vertretbarem Aufwand nicht mdglich
festzustellen, welche Substanzen limitierend sind. Daher wurde alternativ der Ansatz gewahlt,
die Zusdtze vereinfachend als eine einzelne Substanz zu betrachten. Setzt man diese
Substanzen einem Medium in steigender Konzentration zu und ermittelt das maximale
Wachstum von L. amylovorus TMW 1.661, ergibt sich das in Abbildung 4.8-12 dargestellte
Ergebnis.
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Abbildung 4.8-12 Verhalten von L. amylovorus TMW 1.661 gegeniber komplexen
M edienzusétzen.

Abbildung 4.8-13 zeigt den Versuch, dies durch eine Michaelis-Menten-Kinetik (Gl. 3.32) zu
beschrieben. Durch die resultierende Funktion kann eine Abschdtzung des Wachstums
vorgenommen werden.
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Abbildung 4.8-13 Beschreibung des Verhaltens von L. amylovorus TMW 1.661 gegentiber
komplexen Medienzusdtzen durch eine Michaselis-Menten Kinetik.
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Die Korrelation betragt: R2 = 0,944

Die Koeffizienten, die aus der Anpassung resultieren, sind in Tabelle 4.8-4 zusammengefalit.

Tabelle 4.8-4 Errechnete K oeffizienten fur die Beschreibung des Wachstumsvon L.
amylovorus TMW 1.661 in Abhangigkeit der Konzentration der komplexen
Medienbestandteile. Annahme einer Kinetik nach Michelis-Menten

Koeffizient
Hm 0,89 [h]
Km 16,7 [%]

Das Ergebnis des gleichen Versuchs, aber mit L. pontis TMW 1.09 durchgeftihrt, wird in
Abbildung 4.8-14 dargestellt. Der Verlauf ist vom vorhergehenden mit L. amylovorus TMW
1.661 deutlich verschieden. Deshalb wurden in diesem Fall zwel unterschiedliche Funktionen
den Mef3werten angepald, um festzustellen, welche zur Beschreibung des Verlaufes besser
geeignet ist.
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Abbildung 4.8-14 Verhalten von L. pontis TMW 1.09 gegenuiber komplexen Medienzusétzen

In Abbildung 4.8-15 wird die Anpassung einer Michaglis-Menten-Kinetik (Gl. 3-32) an die
Mef3werte gezeigt. Die einer Michaglis-Menten-Kinetik entsprechenden Parameter sind in
Tabelle 4.8-5 aufgefihrt.
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Abbildung 4.8-15 Beschreibung des Verhaltens von L. pontis TMW 1.109 gegentiber
komplexen Medienzusédtzen durch eine Michaselis-Menten Kinetik.

Die Korrelation betrégt: R2 = 0,946

Der fur Km errechnete Wert ist in diesem Fall wesentlich héher als bei der vergleichbaren
Messung fur den homofermentativen Stamm. Dies bedeutet, dal3 der Stamm eine wesentlich
geringere Affinitét zu der limitierenden Substanz in den komplexen Néhrmedienzusétzen hat.

Tabelle 4.8-5 Errechnete K oeffizienten fur die Beschreibung des Wachstums von L. pontis
TMW 1.109 in Abhéngigkeit der Konzentration der komplexen Medienbestandteile. Annahme
einer Kinetik nach Michelis-Menten

Koeffizient
Hm 0,63[h ]
Km 109 [%)]

Die Abbildung 4.8-16 soll dazu dienen, einen visuellen Eindruck von der Giite der Anpassung
einer Michaelis-Menten-Kinetik zu gewinnen. Dazu ist in den Diagrammen der gemessene
Wert dem der Berechnung gegenibergestellt. Je enger die Punkte sich um die
Winkel hal bi erende gruppieren, desto besser beschreibt die angepaldte Funktion die Mef3werte.
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Abbildung 4.8-16 Beschreibung des Verhaltens von L. pontis TMW 1.109 gegentiber

komplexen Medienzusédtzen durch eine Michaselis-Menten Kinetik. Vergleich Berechnung-
Messung.

Zum Vergleich wurde zusétzlich eine lineare Funktion (Gl. 4-3) angepal3t.
Moo = a[ﬁkompl exe_Zusa'tze) 4-3)

Das Ergebnisist in Abbildung 4.8-17 zu sehen.
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Abbildung 4.8-17 Beschreibung des Verhatens von L. pontis TMW 1.109 gegenuber
komplexen Medienzusétzen durch eine lineare Funktion.

Die Korrelation betragt: R2 = 0,876

In diesem Fall mul3 nur ein Parameter angepaldt werden. Fir den Koeffizienten awurde ein
Wert von 0,0034 [%] errechnet.
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4.9 Der pH-Wert

Der pH-Wert hat einen wesentlichen Einflu auf das Wachstum der Organismen. In
Abbildung 4.9-1 und Abbildung 4.9-2 ist die Auswirkung des pH-Wertes auf die maximale
Wachstumsrate von L. pontis TMW 1.109 und L. amylovorus TMW 1.661 dargestellt. Esist zu
erkennen, dal3 beide Kurven einen dhnlichen Verlauf nehmen, die Wachstumsraten von L.
amylovorus 1.661 sind jedoch allgemein héher. Das maximale Wachstum wird bel beiden
Organismen bei einem pH-Wert von ca. 6,0 erreicht.

h

3 4 5 6
pH-Wert [-]

Abbildung 4.9-1 Wachstumsraten des Stammes L. pontis TMW 1.109 Abhangigkeit vom pH-
Wert in Mikrotiterfermentationen
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Abbildung 4.9-2 Wachstumsraten des Staémmes L. amylovorus 1.661 in Abhéngigkeit vom
pH-Wert in Mikrotiterfermentationen
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In Kapitel 3.7.5 werden verschiedene Funktionen beschrieben, die verwendet werden, um das
Verhalten von Organismen gegenuiber dem pH-Wert zu beschreiben. Im Folgenden werden
die Ergebnisse einiger Anpassungen gezeigt. Zunachst wurde L. amylovorus TMW 1.661
betrachtet. In Abbildung 4.9-3 wird eine Anpassung an ein Polynom 2. Grades graphisch
dargestellt. Diese Funktion wurde zunéchst aufgrund ihrer Einfachheit verwendet. Die daraus
resultierenden Parameter sind Tabelle 4.9-1 zu entnehmen.
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Abbildung 4.9-3 Anpassung eines Polynoms 2. Grades an das Wachstumsverhaltens von L.
amylovorus TMW 1.661(A) und Vergleich gemessene Werte mit berechneten Werten (B).

Die Korrelation betrégt: R2 = 0,960

Tabelle 4.9-1 Berechnete K oeffizienten der Anpassung eines Polynoms 2. Grades an das
Wachstumsverhaltens von L. amylovorus TMW 1.661

Koeffizient

a -1,2  [hT]
b 044 [h™]
c -0,022 [h}]

Im Vergleich dazu ist in Abbildung 4.9-4 die Anpassung eines Polynoms 3. Grades
dargestellt. Diese Funktion enthdt einen Parameter mehr und kann dadurch exakter an die
gemessenen Werte angepaldt werden. Die Parameter der Anpassung sind in Tabelle 4.9-2
aufgefhrt.
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Abbildung 4.9-4 Anpassung eines Polynoms 3. Grades an das Wachstumsverhaltens von L.
amylovorus TMW 1.661(A) und Vergleich gemessene Werte mit berechneten Werten (B).

Die Korrelation betragt: R2 = 0,989

Tabelle 4.9-2 Berechnete K oeffizienten der Anpassung eines Polynoms 3. Grades an das
Wachstumsverhaltens von L. amylovorus TMW 1.661

Koeffizient

A 36 [h]
B -290 [hY
C 073 [h}
D -0,054 [h]

Die Funktion nach Gompertz enthélt ebenfalls 4 Parameter. Sie ist jedoch im Gegensatz zum
Polynom 3. Grades monoton steigend. Eine Anpassung an diese Funktion wird in Abbildung
4.9-5 und Tabelle 4.9-3 dargestelt.
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Abbildung 4.9-5 Anpassung einer Funktion nach Gompertz an das Wachstumsverhaltens von
L. amylovorus TMW 1.661(A) und Vergleich gemessene Werte mit berechneten Werten (B).

Die Korrelation betragt: Rz = 0,985
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Tabelle 4.9-3 Berechnete K oeffizienten der Anpassung einer Funktion nach Gompertz an das
Wachstumsverhalten von L. amylovorus TMW 1.661

Koeffizient

A 453 [h1]
H 2,82 [h]]
A 2,82 [h]
Yo 0,0075 [h}]

Die speziell zur Beschreilbung des Wachstums von Lactobacillen bel verschiedenen pH-
Werten entwickelte Funktion nach Passos enthélt nur drel Parameter. Diese Anpassung ist in
Abbildung 4.9-6 und Tabelle 4.9-4 dargestellt.

ung [-]

pH-Wert Messit

pH-Wert [-]

pH-Wert Berechnung [-]

Abbildung 4.9-6 Anpassung einer Funktion nach Passos an das Wachstumsverhaltens von L.
amylovorus TMW 1.661(A) und Vergleich gemessene Werte mit berechneten Werten (B).

Die Korrelation betragt: R2 = 0,971

Tabelle 4.9-4 Berechnete K oeffizienten der Anpassung einer Funktion nach Passos an das
Wachstumsverhalten von L. amylovorus TMW 1.661

Koeffizient

PHmin 1,82 [-]
a 220 [-]
lo 064 [h]

Far L. pontis TMW 1.109, der hier als représentativer heterofermentativer Stamm verwendet
wird, wurden ebenfalls die entsprechenden Funktionen verwendet. Wiederum wird ein
Polynom 2. Grades as einfachste Funktion verwendet. Das Ergebnis ist in Abbildung 4.9-7
und Tabelle 4.9-5 dargestellt.
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Abbildung 4.9-7 Anpassung eines Polynoms 2. Grades an das Wachstumsverhaltens von L.
pontis TMW 1.109 (A) und Vergleich gemessene Werte mit berechneten Werten (B).

Die Korrelation betrégt: R2 = 0,982

Tabelle 4.9-5 Berechnete K oeffizienten der Anpassung eines Polynoms 2. Grades an das
Wachstumsverhalten von L. pontis TMW 1.109

Koeffizient

a 1,2 [h
b 044 [hY
c -0,022 [hY]

Auch in diesem Fall bietet ein Polynom 3. Grades durch den zusétzlichen Parameter eine
genauere Anpassung an die Mel3werte. Dieist in Abbildung 4.9-8 und Tabelle 4.9-6 zu sehen.

06

05+

041

034

Honax [07]

02+

01+

0,0+

01

pH-Wert (Messung) [-]

pH-Wert [-] pH-Wert (Berechnung) [-]

Abbildung 4.9-8 Anpassung eines Polynoms 3. Grades an das Wachstumsverhaltens von L.
pontis TMW 1.109 (A) und Vergleich gemessene Werte mit berechneten Werten (B).

Die Korrelation betragt: Rz = 0,988
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Tabelle 4.9-6 Berechnete K oeffizienten der Anpassung eines Polynoms 3. Grades an das

Wachstumsverhalten von L. pontis TMW 1.109

Koeffizient

a 360 [h]]
b 289  [h7]
c 073 [hY
d -0,054 [h7]

Abbildung 4.9-9 und Tabelle 4.9-7 entstanden
nach Gompertz.

unter Verwendung der sigmoiden Funktion

0,6

05 -

04

0,3 A

ax (7]

Mo

0,2 -

01+

0,0 1 [ ]

pH-Wert [-]

pH-Wert (Berechnung) [-]

pH-Wert (Messung) [-]

Abbildung 4.9-9 Anpassung einer Funktion nach Gompertz an das Wachstumsverhaltens von
L. pontis TMW 1.109 (A) und Vergleich gemessene Werte mit berechneten Werten (B).

Die Korrelation betragt: R2 = 0,987

Tabelle 4.9-7 Berechnete K oeffizienten der Anpassung einer Funktion nach Gompertz an das

Wachstumsverhalten von L. pontis TMW 1.109

Koeffizient

A 453 [h7]
H 2,83 [hY
A 2,81 [h]
Yo 0,0075 [h]

Eine Anpassung nach Passos wird in Abbildung 4.9-10 A und Tabelle 4.9-8 dargestellt. Aus
Abbildung 4.9-10 B kann ein Vergeich der gemessenen mit den berechneten Daten gezogen

werden.
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Abbildung 4.9-10 Anpassung einer Funktion nach Passos an das Wachstumsverhaltens von L.
pontis TMW 1.109 (A) und Vergleich gemessene Werte mit berechneten Werten (B).

Die Korrelation betrégt: R2= 0,971

Tabelle 4.9-8 Berechnete K oeffizienten der Anpassung einer Funktion nach Passos an das
Wachstumsverhalten von L. pontis TMW 1.109

Koeffizient

pHMInN 1,82 [-]
o 220 [-]
Ko 0,64 [h]

Die im Vorangegangenen ermittelten Parameter ermdglichen es nun die Reaktion der
Organismen auf Verdnderungen des pH-Wertes abzuschétzen. Die Eignung der verschiedenen
Funktionen zur Beschreibung der Organismen und wird in Kapitel 5 eingehender diskutiert.
Dort werden auch die Ergebnisse der beiden Organismen miteinander verglichen.

4.10 Reaktion der Organismen auf die entstehenden Stoffwechselprodukte

4.10.1 Die Reaktion der Organismen auf Ethanol

Wie in Abbildung 4.10-1 und Abbildung 4.10-2 zu erkennen ist, zeigen die Organismen bis
zu einer Konzentration von 350 mMol/l Ethanol keine Anderung ihres Wachstumsverhaltens.
Die Konzentrationen, die in Fermentationen erreicht werden, liegen, auch bel ausschliefdlicher
Verwendung von heterofermentativen Organismen, deutlich unter diesem Wert. Daher war es
nicht notwendig, die Auswirkung von Ethanol auf die Organismen weiter zu untersuchen.
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Abbildung 4.10-1 Wachstum von L. amylovorus TMW 1.661 in Abhangigkeit von der
Ethanolkonzentration

0,7
0,6 r's —- v\
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Abbildung 4.10-2 Wachstum von L. pontis TMW 1.109 in Abhangigkeit von der
Ethanolkonzentration

4.10.2 Die Reaktion der Organismen auf L actat

Milchsdure ist das Hauptprodukt der Fermentation und erreicht daher hohe Konzentrationen.
Es ist anzunehmen, dal von dieser Substanz eine erhebliche hemmende Wirkung auf die
Organismen ausgeht. Der Riickgang der Wachstumsrate von L. pontis TMW 1.661 bel einem
konstanten pH-Wert von 5,4 ist in Abbildung 4.10-3 dargestellt.
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Abbildung 4.10-3 Wachstumsverhalten von L. pontis TMW 1.661 in Gegenwart von
Milchsdure bel konstantem pH-Wert 5,4.

In pH-statischen Fermentationen bleibt der prozentuae Antell von dissoziierter und
undissoziierter Milchsdure konstant. Daher sind Daten wie in Abbildung 4.10-3 gezeigt
ausreichend, um Parameter zu ermitteln, die geeignet sind, derartige Prozesse zu beschreiben.
Die unterschiedlich ausgepragte hemmende Wirkung der beiden Erscheinungsformen der
Saure missen dabel nicht berticksichtigt werden.

Betrachtet man ungepufferte Fermentationen, mul3 jedoch genauer differenziert werden. Da,
wie in Kapitd 3.7.3 beschrieben, die dissoziierte und die undissoziierte Saure
unterschiedliche hemmende Wirkung haben, und der Dissoziationsgrad stark vom pH-Wert
abhangt, muissen die Grofen pH-Wert und Milchsdurekonzentration in Kombination
betrachtet werden. In Abbildung 4.10-4 ist die maximale Wachstumsrate von L. pontis TMW
1.109 in Abhangigkeit von pH-Wert und Milchsaurekonzentration dargestellt.
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T |

Abbildung 4.10-4 Maximale Wachstumsrate in Abhangigkeit vom pH-Wert und Lactat; L.
pontis TMW 1.1009.

In diesem Fal mul3 eine Funktion zur Beschrelbung der Daten die Grofen pH-Wert,
Konzentration der dissoziierten Saure und Konzentration der undissoziierten Saure enthalten.
Gleichung (4-4) beschreibt dies.

U = umax D] (pH ’ LaCdiss' La:undiss) (4'4)

Dadurch wird der Tatsache Rechnung getragen, dal die dissoziierte und undissoziierte Form
einer Saure stark unterschiedliche Hemmwirkung ausiben konnen. Da jedoch der
Dissoziationsgrad Uber die Henderson-Hasselbach Gleichung (3-26) direkt vom pH-Wert
abhangt, kann ein Parameter eliminiert werden. Gleichung (4-5) enthélt entsprechend nur
noch zwei unabgangige Variablen.

1 1
M =H, Eﬁ(pHiLaCEf‘L_FlOpKa—pH ’Lacq_+10pH—pKaj = g(pH’LaC) (4-5)

Nimmt man an, dal} die Grolen unabhangig voneinander sind, folgt aus Gleichung (3-50)
Gleichung (4-6).

1 1
M =Ho [ (pH) [ﬂ'\(LaC E.I.‘F 1OpKa—pH) I](( Lac S_L+ 1OpKa—ij (4-6)

Die hemmende Wirkung der undissoziierten Milchséure wird oft vernachl&ssigt. Unter dieser
Voraussetzung entfallt der letzte Term und esfolgt Gleichung (4-7)
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1
H=H, [ (pH) [ﬂ’l(LaC q+ 1opKa—ij 4-7)

Unter diesen Voraussetzungen kann f(pH) durch jede Funktion, die zur Beschreibung des
Einflusses des pH-Wertes geeignet ist (siehe Kapitel 3.7.5) ersetzt werden. Ebenso kann der
zweite Term in Gleichung (4-6) durch eine Funktion ersetzt werden, die eine
Produkthemmung durch Milchsdure beschreibt (siehe Kapitel 3.7.2). Da es fur beide
Funktionen f und h mehrere Maoglichkeiten gibt, ergibt sich eine Vielzahl von
Kombinationsmoglichkeiten. Da nicht alle berlcksichtigt werden konnen, sollen im
Folgenden einige Beispiele exemplarisch aufgefihrt werden. Zunéchst soll die Wirkung der
dissoziierten Sdure vernachlassigt werden. Es erfolgt eine Anpassung zweier Polynome 3.
Grades zur Beschreibung der Hemmung durch den pH-Wert und der undissoziierten
Milchsaure. Das Ergebnisist in Abbildung 4.10-5 dargestellt.

.
<. 030

00 01 02 03 04

1

Hmax (Berechnung) [h”

Abbildung 4.10-5 Anpassung an die maximalen Wachstumsraten von L. pontis TMW 1.109
bei verschiedenen pH-Werten und unterschiedlichen Konzentrationen von Milchsdure. Die
Hemmung durch pH-Wert und Milchsédure werden je durch ein kubisches Polynom
beschrieben (A). Abbildung B zeigt den Vergleich zwischen Messung Berechnung.

Die Korrelation betragt: R2 = 0,936

Die Parameter, die durch die Anpassung erhalten werden, sind in Tabelle 4.10-1 aufgefihrt.
Bel diesen Funktionen kann den einzelnen Parametern keine physiologische Grol3e
zugeordnet werden. Beispielsweise wird der pH-Wert bei dem das Wachstum maximal ist
nicht durch enen Parameter in der Gleichung bestimmt, sondern muf3 durch
Nullpunktbestimmung der ersten Ableitung der Funktion berechnet werden.
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Tabelle 4.10-1 Errechnete Parameter der Anpassung aus Abbildung 4.10-5

Parameter Wert

Himax 0,038 [h7]

A ac 511 [']

BLac A7 [1/(mmol/1)]
CLac 1,3 [2/(mmol/1)3]
dia -011  [1/(mmol/l)?
apH 612 [-]

B 0,022 [

CoH 0,0 [-]

o+ 0,0 []

Fir den im Folgenden beschriebenen Ansatz wurden zwei unterschiedliche Hemmfunktionen
verwendet. Die Wirkung des pH-Wertes wird wiederum durch ein Polynom 3. Grades
angenahert. Die Wirkung der Milchsaure jedoch durch die Funktion nach Levenspiel (Gl. 3-
17). Das Ergebnisist in Abbildung 4.10-6 dargestellt.

— | 035
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0,00 é e
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Mmax (Berechnung) [h'l]

Abbildung 4.10-6 Anpassung an die maximalen Wachstumsraten von L. pontis TMW 1.109
bei verschiedenen pH-Werten und unterschiedlicher Konzentration an Milchsdure. Die
Hemmung durch den pH-Wert wir mit einem Polynom 3. Grades, die durch Milchsdure mit
der Funktion nach Levenspiel (Gl. 3-17) beschrieben.

Die Korrelation betragt: R2 = 0,902

Die Parameter die durch die Anpassung erhalten werden, sind in Tabelle 4.10-2 aufgefthrt.

79



Tabelle 4.10-2 Errechnete Parameter der Anpassung aus Abbildung 4.10-6

Parameter Wert

Himax 0,47 [h7]

apH 2!5 [-]

boH -2,3 [-]

CoH 0,63 [-]

Aot 0,05 [

a 3910° [

Conax 2,110° [mmol/l]

Um das Wachstum des heterofermentativen Stammes mit dem des homofermentativen
vergleichen zu kbnnen, wurde eine analoge Untersuchung mit dem Stamm L. amylovorus
TMW 1.661 durchgefuhrt. Abbildung 4.10-7 zeigt zunéchst die maximale Wachstumsrate in
Abhangigkeit der beiden GrofRen pH-Wert und Konzentration der Milchséure.

_]_]

Hmax [h

Abbildung 4.10-7 Maximale Wachstumsrate von L. amylovorus TMW 1.661 in Abhangigkeit
vom pH-Wert und Milchsdurekonzentration.

In Abbildung 4.10-8 A wird wiederum das Ergebnis einer Anpassung gezeigt, bel der
kubische Polynome zur Beschreibung der Hemmungen verwendet wurden. In Abbildung
4.10-8 B ist zu erkennen, dai bei Wachstumsraten von ca. 0,2 h* und bei sehr hohen
Wachstumsraten die Berechnung von der Messung am stérksten abweicht. In den Ubrigen
Bereichen liefert die Anpassung recht gute Werte. Dies driickt sich in einer vergleichsweise
hohen Korrelation aus.
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Abbildung 4.10-8 Anpassung an die maximalen Wachstumsraten von L. amylovorus TMW
1.661 bel verschiedenen pH-Werten und unterschiedlicher Konzentration an Milchséure.
Hemmung durch pH und Milchséure werden je durch ein kubisches Polynom beschrieben (A)
und Vergleich Messung Berechnung (B).

Die Korrelation betrégt: R2 = 0,959

Tabelle 4.10-3 Errechnete Parameter der Anpassung aus Abbildung 4.10-8

Parameter Wert

my 0,069 [h]

AL ac 71 [-]

bLac 53 [L(mmol/l]
ClLac 1,2 [2/(mmol/1?]
L ac -0,08  [1/(mmol/l)?]
8pH 5,6 [-]

B -0,021 [-]

CoH 0,0001 [-]

Ot 00 [

In Abbildung 4.10-9 ist die Anpassung unter Verwendung eines kubischen Polynomes und
der Funktion nach Levenspiel (Gl. 3-17) gezeigt.
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Abbildung 4.10-9 Anpassung an die maximalen Wachstumsraten von L. amylovorus TMW
1.661 bei verschiedenen pH-Werten und unterschiedlicher Konzentration an Milchséure. Die
Hemmung durch pH wird mit einem Polynom 3. Grades, die durch Milchsdure mit der

Funktion nach Levenspiel beschrieben.

Die Korrelation betrégt: R2 = 0,943

Tabelle 4.10-4 Errechnete Parameter der Anpassung aus Abbildung 4.9-9

Parameter Wert

Mmax 0,726 [h]

Aac 3,612 [-]

bIa(: -2,68 [']

Clac 0,618 [-]

diac -0,0404 [

a 1,1310° [

Conax 52910° [mmol/l]

Mit diesen Parameteranpassungen steht nun eine Reihe von Funktionen zur Verflgung mit

denen das Wachstum der Organismen

Funktionen verglichen und diskutiert.
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4.10.3 Die Reaktion der Organismen auf Acetat

Wie in Kapitel 1.2 beschrieben, hangt die Bildung von Acetat stark vom Vorhandensein von
Elektronenakzeptoren ab. Falls Elektronenakzeptoren vorhanden sind, steht den Organismen
mehr Energie in Form von ATP zur Verfigung. Die gebildete Sdure hat jedoch einen
hemmenden Effekt auf die Organismen. Wachstumskurven von L. amylovorus TMW 1.661
bei verschiedenen Konzentrationen von Acetat sind in Abbildung 4.10-10 dargestellt.

—@— 400 mmol/l
-+-O-+ 300 mmol/l
—w— 200 mmol/l
—7-+ 160 mmol/l
—&— 140 mmol/l
—-- 120 mmol/l
—< - 100 mmol/l
—— 80 mmol/l
---A-- 60 mmol/l
—4— 40 mmol/l
—& - 20 mmol/l
—O— 0 mmol/l

OD 578 [

0,1

Zeit [h]

Abbildung 4.10-10 Wachstumskurven von L. amylovorus TMW 1.661 bei steigender Acetat-
konzentration.

Die daraus resultierenden maximalen Wachstumsraten zeigt Abbildung 4.10-11. Die
Messungen wurden bei einem pH-Wert von 5,4 durchgefuhrt.

1,4 4

1,2 A

10 4

0,8 4

i

Hinax
[S)
=)

T T T
0 100 200 300 400
Acetat [mmol/I]

Abbildung 4.10-11 Wachstum von L. amylovorus TMW 1.661 bei steigender Acetat-
konzentration.
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Nimmt man den pH-Wert als zweite Grofe in die Untersuchung mit auf, kann, wie in Kapitel
4.8.2 beschrieben, der unterschiedliche Dissoziationsgrad der Sdure mit berlicksichtigt
werden. Das Ergebnis der Messungen fur den Stamm L. pontis TMW 1.109 ist in Abbildung
4.10-12 abgebildet.

Abbildung 4.10-12 Wachstum von L. pontis TMW 1.109 in Abhangigkeit von pH-Wert und
Essigsdure

Entsprechend dem Vorgehen zur Untersuchung der Hemmung durch Milchsaure wurden
wiederum Anpassungen an die erhaltenen Mef3daten durchgefihrt. In Abbildung 4.10-13 ist
eine Anpassung zu sehen, in der zwel kubische Polynome zugrunde gelegt wurden.
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Abbildung 4.10-13 Anpassung an die maximale Wachstumsrate in Abhéngigkeit von pH-
Wert und Lactat fur L. pontis TMW 1.109 (A). Verwendung je eines kubischen Polynoms zur
Beschreibung der Hemmung durch den pH-Wert und durch undissoziierte Essigsaure.
Vergleich Messung und Berechnung (B).

Die Korrelation betragt: R2 = 0,924
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Tabelle 4.10-5 Errechnete Parameter der Anpassung aus Abbildung 4.10-13

Parameter Wert

my 0,0799 [h7]

Aace 7a04 [']

Bace -530  [1/(mmol/l)]
Cace 1,23 [1/(mmol/1)?]
Oace -0,0820 [1/(mmol/l)]
BpH 4,39 [-]

B -0,0208 [-]

CoH 0,0001 [-]

Ot 0,0 [-]

Fur die in Abbildung 4.10-14 dargestellte Anpassung wurde wiederum das kubische Polynom
zur Beschreibung der Hemmung durch Acetat durch die Funktion nach Levenspiel (Gl. (3-
17)) ersetzt.
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Abbildung 4.10-14 Anpassung an die maximae Wachstumsrate in Abhangigkeit von pH-
Wert und Lactat fur L. pontis TMW 1.109. Verwendung e nes kubischen Polynoms zur
Beschreibung der Hemmung durch den pH-Wert und der Funktion nach Levenspiel zur

Beschreibung der Hemmung durch undissoziierte Essigsaure.

Die Korrelation betragt: R2 = 0,902

Tabelle 4.10-6 Errechnete Parameter der Anpassung aus Abbildung 4.10-14

Parameter | Wert

Mrax 0676  [h7]
3pH 3,47 [-]

B 259 [

CoH 059 [

o -0,0398  []

Conex 2,8010° [mmol/I]
a 1,2310" []
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Der homofermetative Stamm L. amylovorus TMW 1.661 verhdlt sich bei Variation der beiden
Grofen pH-Wert und Acetat wiein Abbildung 4.10-15 dargestellt.

~
"
foiosisas

Abbildung 4.10-15 Wachstum von L. pontis TMW 1.661 in Abhéangigkeit von pH-Wert und
Essigsaure

Auch in diesem Fall wurde zunéchst eine Anpassung vorgenommen, der zwei kubische
Polynome zugrunde liegen. Das Ergebnisist in Abbildung 4.10-16 zu sehen.
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Abbildung 4.10-16 Anpassung an die maximale Wachstumsrate in Abhangigkeit von pH und
Lactat fur L. amylovorus TMW 1.661. Verwendung je eines kubischen Polynoms zur
Beschreibung der Hemmung durch den pH-Wert und durch undissoziierte Essigsaure.

Die Korrelation betragt: R2 = 0,942
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Tabelle 4.10-7 Errechnete Parameter der Anpassung aus Abbildung 4.10-16

Parameter Wert

my 0,0927  [h7]

Bece 6,985 [-]

Bace -5,25 [1/(mmol/)]
Coce 1,23 [1/(mmol/1)?]
Oace -0,0853  [1/(mmol/l)?]
BoH 5,35 [-]

B -0,0224  [-]

CoH 0,0001  [-]

Ot 0,0 [-]

Setzt man wiederum die Funktion nach Levenspiel (Gl. 3.17) ein, ergibt sich eine Anpassung
wiein Abbildung 4.10-17 dargestel|t.
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Abbildung 4.10-17 Anpassung an die maximale Wachstumsrate in Abhéngigkeit von pH-
Wert und Lactat fur L. amylovorus TMW 1.661. Verwendung eines kubischen Polynoms zur
Beschrelbung der Hemmung durch den pH-Wert und der Funktion nach Levenspiel zur
Beschreibung der Hemmung durch undissoziierte Essigsaure.

Die Korrelation betragt: R2 = 0,916

Tabelle 4.10-8 Errechnete Parameter der Anpassung aus Abbildung 4.10-17

Parameter | Wert

my 0,906 [h]

BoH 3,48 [-]

B -2,60 [-]

CoH 0,607 [-]

ot -0,0419 [-]

Cinex 3,82 10 [mmol/l]
a 1,82 10’ [-]
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Die im Vorangegangenen entwickelten Moglichkeiten zur Abschdtzung des Wachstums der
Organismen in Abhangigkeit vom pH-Wert und der Konzentration der Essigsaure werden im
Kapitel 5 eingehend diskutiert und verglichen.

4.11 Das Verhalten der Organismen bei unterschiedlichen Temperaturen

Durch die im Abschnitt 2.11.7 beschriebenen Versuche wurde das Verhalten der Organismen
bei unterschiedlichen Temperaturen ermittelt. Von Interesse war dabel das Wachstum der
Stdmme L. pontis TMW 1.109 und L. amylovorus TMW 1.661 und deren Stoffwechsel.
Aulerdem wurde das Verhaten industriell verwendeter Startergemische bei unterschiedlichen
Temperaturen untersucht.

In Abbildung 4.11-1 sind Wachstumskurven von L. pontis TMW 1.109 bei verschiedenen
Temperaturen zu sehen. In der halblogarithmischen Auftragung ist zu erkennen, dal3 die
Steigung der Kurven in der Anfangsphase der Fermentation, in der noch keine anderweitigen
limitierenden Faktoren vorhanden sind, stark von der Temperatur abhangen.

10

—i—28°C
—e—31°C
—&—34°C
—B—37°C
—o—140°C
—A—143°C
—>%—46°C
—+—49°C

01+

OD578 []

0,01 B4

0,001

Zeit [h]

Abbildung 4.11-1 Zunahme der optischen Dichte bei einem konstantem pH-Wert von 5,4 in
Spicher Medium L. pontis TMW 1.109). Bei 52 °C war kein Wachstum mehr mef3bar.

Die gleiche Versuchsreihe wurde fir den Stamm L. amylovorus TMW 1.661 durchgefihrt.
Das Ergebnisist in Abbildung 4.11-2 dargestellt.
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Abbildung 4.11-2 Zunahme der optischen Dichte bel einem konstantem pH-Wert von 5,4 in
Spicher Medium L. amylovorus TMW 1.661

Um vergleichbare Ergebnisse zu erhaten, wurde Gleichung (3-17) verwendet und die
maximale Wachstumsrate ermittelt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 4.11-1 aufgelistet.

Tabelle 4.11-1 Wachstumsraten von L. amylovorus TMW 1.661 bei verschiedenen
Temperaturen

Temperatur |pmax, L. pontisTMW 1.109  umax, L. amylovorus TMW 1.661
29 0,26 [h™] 0,24 [h ]
31 0,35 [h] 0,50 [h}]
34 0,69 [h?] 0,86 [h™]
37 0,70 [h™] 1,43 [}
40 0,81 [hY] 1,50 [h™]
43 0,78 [h™] 1,91 [hY]
46 0,67 [hY] 1,74 [h™]
49 0,36 [h™] 0,76 [h}]
52 0,00 [h?] 0,00 [h?]

Werden diese Werte graphisch, wie in Abbildung 4.11-3 und Abbildung 4.11-4 aufgetragen,
wird erkennbar, dal3 L. amylovorus TMW 1.661 ein hoheres aber engeres Maximum aufweist.
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Abbildung 4.11-3 Die maximale Wachstumsrate von L. amylovorus TMW 1.661 in
Abhangigkeit von der Temperatur.
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Abbildung 4.11-4 Die maximale Wachstumsrate von L. pontis TMW 1.109 in Abhéangigkeit
von der Temperatur.

Diese Werte wurden im folgenden Abschnitt dazu verwendet, um die in der Literatur
beschriebenen Funktionen zu testen. In Kapitel 3.7.4 sind verschiedene Funktionen
angegeben, die verwendet werden, um das Verhalten der Wachstumsrate in Abhéngigkeit von
der Temperatur zu beschreiben. In Abbildung 4.11-5a ist die Anpassung an ein kubisches
Polynom gezeigt. Abbildung 4.11-5b stellt einen Vergleich der gemessenen Daten und der
vom polynomischen Modell errechneten Daten dar. Es ist ersichtlich, dal3 die Streuung bei
hoheren Werten zunimmt. Tabelle 4.11-2 listet die zu diesem Modell gehdrigen Parameter
auf.
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Abbildung 4.11-5 Anpassung durch ein Polynom nach Dossman. L. amylovorus TMW
1.661(A). Vergleich Messung-Berechnung (B)

Die Korrelation betrégt: R2 = 0,962

Tabelle 4.11-2 errechnete Parameter der Anpassung aus Abbildung 4.11-5

Parameter Wert

19,2 [h]

-1,93 [1/°C]
0,0616  [1/°C7
-0,0006 [1/°CY

O 0O T

Die gleiche Anpassung wurde fur den Stamm L. pontis TMW 1.109 vorgenommen. Das
Ergebnis ist in Abbildung 4.11-6 dargestellt. Eine Zunahme der Streuung bel hoheren
Wachstumsraten ist in diesem Fall nicht feststellbar.

10
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08 081

0,6
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0,0

T T T T T 0,0 T T T T
25 30 35 40 45 50 55 0,0 0,2 04 0,6 08 10

A Temperatur [°C] B My (Berechnung) (]

Abbildung 4.11-6 Anpassung durch ein Polynom nach Dossman. L. pontis TMW 1.109(A).
Vergleich Messung, Berechnung (B).

Die Korrelation betragt: R2 = 0,975
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Tabelle 4.11-3 errechnete Parameter der Anpassung aus Abbildung 4.11-6

Parameter Wert

a -1.95 [h]

b -0.0101  [1/°C]
c 0.0055  [1/°C7
d -0.0001  [1/°CY

Die Funktion (3-36) nach Bellgardt liefert ein Ergebnis wie in Abbildung 4.11-7 dargestelt.

Die Korrelation ist etwas geringer als bei den vorhergehenden Anpassungen.

T T T T T
30 35 40 45 50

Temperatur / °C

55

Hinay (Messung) [n™]

2

Mo (Berechnung) [h]

Abbildung 4.11-7 Anpassung durch die Funktion nach Bellgardt. L. amylovorus TMW

1.661(A). Vergleich Berechnung, Messung (B).

Die Korrelation betrégt: R2 = 0,902

Tabelle 4.11-4 errechnete Parameter der Anpassung aus Abbildung 4.11-7

Parameter | Wert

Himax 185 [h]
K1 410 [-]

K2 1,8810° 1080
H1 111 [mol/J]
H2 341 [mol/J]

Die Daten, die mit dem Stamm L. pontis TMW 1.109 aufgenommen wurden, liefern bei
Anpassung der Funktion nach Bellgardt das in Abbildung 4.11-8 dargestellter Ergebnis.
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Abbildung 4.11-8 Anpassung durch die Funktion nach Bellgardt. L. pontis TMW 1.109(A).
Vergleich Messung, Berechnung (B).

Die Korrelation betragt: R2 = 0,898

Tabelle 4.11-5 errechnete Parameter der Anpassung aus Abbildung 4.11-8

Parameter | Wert

T 0,079  [h]
K1 0316 [

K2 37610" []

H1 74,4 [mol/J]
H2 3,38 [mol/J]

Die Gleichung (3-38) nach Zwietering flhrt fir den Stamm L. amylovorus TMW 1.661 zu
einem Ergebniswiein Abbildung 4.11-9 gezeigt.

Hax 071
 (Messung) [h]

i

0 T T T T —e 0
25 30 35 40 45 50 55 o 1 2

A Temperatur [°C] Hmax (Berechnung) [h'l]

Abbildung 4.11-9 Anpassung durch die Funktion nach Zwietering. L. amylovorus TMW 1.661

Die Korrelation betragt: R2 = 0,983
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Tabelle 4.11-6 errechnete Parameter der Anpassung aus Abbildung 4.11-9

Parameter Wert

Hmax 0,075 [hT]
a 0,29 [-]

b 0,20 [-]
Thin 22,1 [°C]
T max 51,7 [°C]

Auch fur die Ergebnisse mit L. pontis TMW 1.109 ist die Gleichung nach Zwietering recht gut
zur Anpassung geeignet, wie in Abbildung 4.11-10 dargestellt.
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Abbildung 4.11-10 Anpassung durch die Funktion nach Zwietering. L. pontis TMW 1.109

Die Korrelation betragt: R2 = 0,964

Tabelle 4.11-7 errechnete Parameter der Anpassung aus Abbildung 4.11-10

Parameter Wert

Hmax 0,056  [h7]
a 0284 [
b 0,086 [
Tmin 20,02 [°C]
T mex 5314  [°C]

Zusétzlich wurde untersucht, ob sich Tendenzen im Glucoseverbrauch der Organismen
feststellen lassen. Dazu wurde bei verschiedenen Temperaturen die gebildete Zellmasse
gemessen und in Relation zur verbrauchten Glucose gesetzt. Fir den Stamm L. amylovorus
TMW 1.661 ergibt sich dasin Abbildung 4.11-11 gezeigte Resultat.
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Abbildung 4.11-11 Glucoseverbrauch pro gebildeter Zellmasse in Abhéngigkeit von der
Temperatur. L. amylovorus TMW 1.661. A: Mef3werte, B: Korrelationsanal yse.

Diese Werte zeigen keine eindeutige Tendenz. In Abbildung 4.11-12 werden die
entsprechenden Ergebnisse fur den Stamm L. pontis TMW 1.109 gezeigt. Hier ist ebenfalls
keine eindeutige Tendenz erkennbar. In beiden Fallen bedeutet dies, dal die Zellausbeute der
Organismen Uber einen weiten Temperaturbereich konstant ist.

0 0
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Abbildung 4.11-12 Glucoseverbrauch pro gebildeter Zellmasse in Abhangigkeit von der
Temperatur. L. pontis TMW 1.109. A: Mel3werte, B: Korrelationsanalyse.

Ein weiterer Gegenstand der Untersuchung war die Milchsdurebildung pro gebildeter
Zellmasse. Das Ergebnis ist fur L. amylovorus TMW 1.661 ebenfalls ein Verlauf, aus dem
keine eindeutige Tendenz zu schlief3en ist.
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Abbildung 4.11-13 Lactatbildung pro gebildeter Zellmasse in Abhéngigkeit von der
Temperatur. L. amylovorus TMW 1.661. A: Mefl3werte, B: Korrelationsanalyse.

Der Stamm L. pontis TMW 1.109 zeigt 8hnliches Verhaten (Abbildung 4.11-14).
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Abbildung 4.11-14 Lactatbildung pro gebildeter Zellmasse in Abhéngigkeit von der
Temperatur. L. pontis TMW 1.109. A: Mef3werte, B: Korrelationsanalyse.

Die Milchsdaurebildung ist demnach ebenso wie die Zellausbeute Uber einen weiten
Temperaturbereich konstant.

Als letzte die Temperatur betreffende Untersuchung werden Ergebnisse von Fermentationen
gezeigt, die in Kleie-Medium durchgefihrt wurden. Hauptzweck derartiger Fermentationen ist
die Bildung von Milchsaure. In Abbildung 4.11-15 ist zu erkennen, dal3 die Bildung von
Milchsédure zu Beginn der Fermentation mit steigender Temperatur rascher erfolgt. Sie kommt
bei 46 °C jedoch rascher zum Erliegen. Daher wird das hochste Endniveau bel einer
Temperatur von 40 °C erreicht.
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Abbildung 4.11-15 Milchsaurebildung in Kleiefermentationen mit industriell verwendetem
Starter. 34°C: x; 40 °C: m; 46 °C: +

Eine Temperaturerhthung fuhrt demnach zwar zu einer rascheren Bildung von Milchséure,
die Gesamtmenge an Milchsaure sinkt jedoch bei hohen Temperaturen. Eine Steigerung der
Fermentationstemperatur fuhrt also bis 46 °C zu einer rascheren Produktion von Milchséure,
jedoch nicht zu einer hdheren Gesamtmenge.
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4.12 Der Einfluf® von Sauerstoff

Sauerstoff hat einerseits einen hemmenden Einfluf3 auf die Organismen, andererseits kann er den
Stoffwechsel der Heterofermentativen Organismen in Richtung der Bildung von Acetat
verschieben, indem Sauerstoff als Elektronenakzeptor verwendet wird. Sobald er als
Elektronenakzeptor nicht mehr vollstdndig umgesetzt werden kann, tauchen toxische
Sauerstoffderivate (z.B. H,0,) auf.

Bel Fermentationen unter dem Einfluld von Sauerstoff spielt neben der zur Verfligung stehenden
Menge an Sauerstoff auch die Geschwindigkeit des Eintrags eine Rolle. Dies wird durch die
Austauschfl&che und die Bewegung des Mediums (Ruhren, Schitteln) bestimmt. Fermentiert
man in abgeschlossenen Gefél3en, in denen die gesamte Menge an Sauerstoff gleich ist, hat die
Schiittel geschwindigkeit e nen wesentlichen Einfluf3.

Tjo

maximale OD [-]
O R, N W M oo N

20 40 60 80 100
Schiittlergeschwindigkeit [rpm]

o

Abbildung 4.12-1 Optische Dichte nach 24 h in geschlossenen Gefdllen bel  steigender
Schittelfrequenz. Verwendete Stdmme: L. pontis TMW 1.109 (x) und L. amylovorus 1.661 (m).

In Abbildung 4.12-1 ist zu erkennen, dal3 der Sauerstoff Uber der Fermenterbriihe kaum einen
Effekt auf die Organismen ausiibt, solange er nur langsam in das Medium eingetragen wird. Die
Grenze ab der Sauerstoff hemmend wirkt, ist nach Abbildung 4.12-1 sehr eng. Fur den Stamm L.
pontis TMW 1.109 ergibt sich ein Anstieg der OD bis kurz vor einer starken Hemmung. Dies
konnte daran liegen, dald Sauerstoff als Elektronenakzeptor verwendet wird. Die mechanische

Belastung durch das Schitteln fuhrt bei diesen Drehzahlen zu keiner Beeintrdchtigung des
Zellwachstums.

Werden der homofermentative und der heterofermentative Organismus in Kleinfermentatitionen

mit und unter Ausschlufd von Sauerstoff fermentiert, ergibt sich ein Verlauf wie in Abbildung
4.12-2 gezeigt.
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Abbildung 4.12-2 Vergleich des Wachstums aerob und anaerob fir die Stdmme L. pontis TMW
1.109 und L. amylovorus 1.661(L. amylovorus 1.661 aerob: x; anaerob: m; L. pontis TMW 1.109
aerob: ; anaerob: A;)

Man sieht hier deutlich, dal3 der Stamm L. pontis TMW 1.109 von der eingetragenen
Sauerstoffmenge kaum beeinflufd wird, da3 L. amylovorus 1.661 im Gegensatz dazu einer
starken Hemmung unterliegt.

In Abbildung 4.12-3 ist zusétzlich zum Wachstum der Einzelstdmme und der Mischkultur die
rechnerische Summe aus dem Wachstum der Einzelstdmme aufgetragen. Wirden die beiden
Stdmme in der Mischkultur unabhéngig voneinander wachsen, mufte sich genau diese
Wachstumskurve ergeben. Unter anaeroben Bedingungen (Abbildung B) liegt das tatséchliche
Wachstum deutlich unter dieser Kurve. Unter aeroben Bedingungen (Abbildung A) ist jedoch das
tatsachliche Wachstum in der Mischkultur grof3er a's die rechnerische Summe der Einzelkulturen.

12 14

D600
(e)]
0D600 [-]

A Zeit [h] B o 5 20 25

10_ . 15
Zeit [h]

Abbildung 4.12-3 Wachstum der Stdmme L. amylovorus TMW 1.661 (m) und L. pontis TMW
1.109 (A) enzeln und in Mischkultur (+) unter aeroben (A) und anaeroben Bedingungen (B).
Zusétzlich ist die rechnerische Summe der OD der Einzelkulturen aufgetragen (x).

Der Vergleich der Essigsaurebildung durch L. pontis TMW 1.109 mit und ohne Sauerstoff ist in
Abbildung 4.12-4 dargestellt. Es zeigt sich eine deutliche Zunahme bei Vorhandensein von
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1.109 und L. amylovorus 1.661 ist die Acetatbildung genauso hoch wie in der Fermentation der

Sauerstoff. Bei einer Fermentation mit Sauerstoff und einer Mischkultur aus L. pontis TMW
Reinkultur von L. pontis TMW 1.109.
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Abbildung 4.12-4 Bildung von Essigsaure mit und ohne Sauerstoff fir Reinkultur und gemischte
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Population. Stdmme L. pontis TMW 1.109 und L. amylovorus TMW 1.661.



4.13 lonenstarke

Der Einflul3 der Salzkonzentration auf L. amylovorus TMW 1.661 ist in Abbildung 4.13-1
dargestellt. Das maximale Wachstum nimmt bis zu einer Konzentration von 2,5 bis 3,0 %
langsam an, um danach rasch auf null abzusinken.
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1 2 3
Salzgehalt [%]

o

Abbildung 4.13-1 Maximale Wachstumsrate von L. amylovorus TMW 1.661 bei ansteigender
Salzkonzentration.

Der Stamm L. pontis TMW 1.109 ist, wie in Abbildung 4.13-2 dargestellt, wesentlich weniger
empfindlich gegenlber Salz. Im relevanten Bereich bis 4 % sinkt die Wachstumsrate zwar ab,
jedoch nicht vollstandig auf null wie beim Homofermentativen Stamm.
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Abbildung 4.13-2 Maximae Wachstumsrate von L. pontis TMW 1.109 bel ansteigender
Salzkonzentration.
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Die Toleranz gegentiber Salz ist demnach bel Stamm L. amylovorus TMW 1.661 sehr hoch. Eine
deutlich Verringerung des Wachstums ist erst bei hohen Salzkonzentrationen festzustellen. Der
Stamm L. pontis TMW 1.109 dagegen reagiert empfindlicher auf zugesetztes Salz. Eine
Verringerung der Wachstumsrate ist bereits bei geringen Salzgehalten mef3bar.

414 ATP

Der ATP-Pool innerhalb der Zellen wurde in verschiedenen Fermentationen verfolgt, um seine
Verénderungen wéahrend einer Fermentation zu erfassen, und seine Reaktion auf eine
Verénderung des pH-Wertes herauszufinden.

Die Veranderung der ATP Konzentration wahrend einer Fermentation ist in Abbildung 4.14-1
gezeigt. Der ATP-Wert ist bereits auf die vorhandene Zellmasse bezogen. Im Vergleich ist die
Zunahme der Zellmasse anhand des Verlaufes der optischen Dichte dargestellt.
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6,00E-07 +
5,00E-07 +
4,00E-07 +
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1,00E-07 &
0,00E+00

ATP [mmol/OD]
OD 578 []

0 5 10 15 20 25
Zeit [h]

Abbildung 4.14-1 Zunahme der Zellmasse (m) und Veranderung des intrazelluléren ATP-
Gehaltes (A) von L. pontis TMW 1.109 wéahrend einer Batch-Fermentation

Verschiedene Beobachtungen konnen an diesem Beispiel gemacht werden. Die ATP-
Konzentration ist zu Beginn der Fermentation gering und steigt nur sehr langsam an. Nach ca. 6-8
Stunden steigt die ATP-Konzentration steil an. Zu diesem Zeitpunkt befindet sich die
Fermentation bereits am Ende der logarithmischen Wachstumsphase. Der maximale ATP-Wert
wird erst nach ca. 12 h ereicht. Zu diesem Zeitpunkt ist die Fermentation in der stationéren
Phase. Wahrend der stationaren Phase nimmt dann der ATP-Wert bis auf elnen geringen Wert ab.
Bereits ohne Berechnungen wird daraus klar, dal3 die Hoéhe des ATP-Wertes und die aktuelle
Wachstumsrate nicht direkt miteinander korrelieren. Somit kann das Wachstum der Zellen nicht
als Funktion des ATP-Gehaltes beschrieben werden.

Das in Abbildung 4.14-2 gezeigte Diagramm zeigt Ergebnisse von Fermentation bei konstantem
pH-Wert. Um die Auswirkung des pH-Wertes auf den ATP-Pool herauszufinden, wurde die
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ATP-Konzentration bei drel paralel durchgefihrten Fermentationen gemessen. Die
Fermentationen wurden bel drei verschiedenen, jeweils konstanten pH-Werten durchgefihrt.

1,4E-06

1,2E-06 +

1,0E-06 +
8,0E-07 +

6,0E-07 +

ATP [mmol/I/OD]

4,0E-07 +

2,0E-07 4

0,0E+00 ‘ ‘ ‘ ‘
0 5 10 15 20 25 30
Zeit [h]

Abbildung 4.14-2 Intrazelluldrer ATP-Gehdt von L. pontis TMW 1.109 wéhrend Batch-
Fermentationen bei unterschiedlichen pH-Werten: 5,4(m) 5,0( ) 4,6(X).

Deutlich wird dabei, dal3 bei sinkendem pH-Wert die intrazellulare ATP-Konzentration ebenfalls
absinkt.

4.15 Modelle zur Beschreibung des heterofermentativen Stoffwechsels

Fur die Beschreibung des heterofermentativen Stoffwechsels wurde ein System von
Differentialgleichungen entwickelt, das die Organismen detaillierter beschreibt as die in der
Literatur gefundenen Modelle. Es wurde das bekannte Stoffwechselschema aus Abbildung 1.1-2
zugrunde gelegt. Da dieses Schema zu viele Zwischenschritte enthdlt, mufdten wesentliche
Vereinfachungen vorgenommen werden. Die Anzahl der Parameter ist in einem vollstandigen
Modell so grof3, dal3 es kaum mehr moglich ist, deren Werte mit entsprechenden Mel3daten
geniigend einzugrenzen.

Das resultierende Modell ist eine Kombination aus dem Wachstumsmodell von Monod (1949)

und einem vereinfachtem Modell des Stoffwechsels der heterofermentatifen Milchsauregarung
wiein Abbildung 4.15-1 gezeigt.
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Abbildung 4.15-1 Vereinfachtes Stoffwechsel schema der heterofermentativen Milchsauregérung.

Im Folgenden sollen die fir dieses Modell verwendeten Gleichungen beschrieben werden.

B Die Aufnahme der Kohlenhydrate

Als Néhrstoffe standen den Organismen Glucose und Fructose zur Verfligung. Zur Beschreibung
der Aufnahme beider Kohlenhydrate wurde die Michaelis-Menten-Kinetik verwendet, da es sich
um Enzym-katalysierte Reaktionen handelt. Die Parameter vmaxq,, und vmaxg, sind die
maximalen Reaktionsgeschwindigkeiten und Kmy, und Kmy, die Michadlis-Konstanten. Die
Anzahl der Koloniebildenen Einheiten wirkt sich naturgem&l direkt proportional auf die
aufgenommene Menge an Néahrstoffen aus. In diesem Fal wird angenommen, dal3 die
produzierten Stoffwechselprodukte nicht nur das Wachstum, sondern auch den Stoffwechsel
beeinflussen. Deshab ist en Inhibitionskoeffizient ic eingefihrt der die Hemmung durch die
Stoffwechsel produkte beschreibt. Er wird weiter unten detailliert beschrieben. Fir Fructose
resultiert aus diesen Annahmen Gleichung (4-8).

dfru fru
F——duwmfrumﬁb (4-8)

DaATP zur Phosphorylierung von Glucose notwendig ist, wird angenommen, dal3 die Aufnahme
der Glucose von der intrazelluldren Konzentration an ATP abhangt, wie in Gleichung (4-9)
dargestellt.

W U TP
& = e 9

B Die Inhibition durch Stoffwechsel produkte
Die Konzentrationen der Endprodukte werden verwendet, um einen Inhibitionskoeffizienten zu
berechnen, der den Einflu3 auf Wachstum und Stoffwechsel der Organismen beschreibt. Mit
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Funktion (3-23) kann, wie im Abschnitt 3.7.2 erlautert, ein linearer, ein exponentieller und ein
sigmoider Verlauf beschrieben werden. Aufgrund dieser Flexibilitdt wurde sie fir das System
ausgewdhlt. Die Steilheit und die Charakteristik der Funktion werden durch die Koeffizienten
StA, offA, stL, offL stE und offE bestimmt. Der Inhibitionskoeffizient ic errechnet sich demnach
wiein Gleichung (4-10) angegeben.

—OffLIStL

—OffAIStA - offE[StE

l+e
Eth—offE ) &tE (4-10)

1+e 1+e

( Lac-offL )=t

ic=

T 1+ e Ace—0ffA)StA

1+e( 1+e(
B Xylulose-5-Phosphat

Wie in Abbildung 4.15-1 gezeigt, verzweigt sich der Stoffwechselweg nach Bildung von
Xylulose-5-Phosphat (X5P). Die intrazellul&re Konzentration von X5P wurde nicht gemessen,
jedoch wurde eine Abschétzung berechnet, die fur die weitere Berechnung zur Verfiigung steht.
Wird Glucose abgebaut, entsteht pro Molekil Glucose ein Molekil X5P. Pro Molekil gebildeter
Milchsaure wird ein Molekil X5P verbraucht. Wird durch das Wachstum der Zellen Glucose in
die Zelsubstanz eingebaut, verringert sich die Menge an X5P entsprechend des Wachstums der
Zellen. Dieser Verbrauch ist proportional zum Zellwachstum. Die Proportionalitdtskonstante wird
mit con bezeichnet. Daraus kann die Menge der Cs-Fragmente abgeschétzt werden. Da es sich
um eine intrazellulére Konzentration handelt, mul3 durch den Wert der aktuelle Zellmasse geteilt
werden.

dglu dlac

dx5P _ ot dt _con Epcfu
dt cfu dt

(4-11)

B Produktbildung

In diesesm Modell wird angenommen, dal3 der gesamte Stoffwechsel durch die Endprodukte
inhibiert wird, somit auch die Bildung von Milchsdure. Der Vorléufer der Milchsdure in dem
vereinfachten Modell ist Xylulose-5-Phosphat. Die im realen Stoffwechselweg (siehe Abbildung
1.1-2) vorkommenden Zwischenschritte wurden nicht berlicksichtigt. Die Produktion von
Milchsaure hangt von der Konzentration seines Vorlaufers ab. Da keine Kenntnisse Uber den
funktionalen Zusammenhang vorliegen, wird zun&chst der einfachste Fall, eine lineare Funktion
angenommen.

dlac
? = cfulX5P [KL (4_12)

Analoges gilt fur die Beschreibung der Bildung der Essigsdure. Hier muf3 jedoch die
Verschiebung des Stoffwechsels in Anwesenheit eines Elektronenakzeptors beriicksichtigt
werden, da Fructose im Medium enthalten ist. Die Bildung von Ethanol erlaubt die notwendige
Regenerierung von NAD™ wie das Schema in Abbildung 4.15-1 zeigt. In Anwesenheit von
Fructose kann die Regenerierung von NAD™ durch Bildung von Mannit erfolgen. Dies ermdglicht
der Zelle eine Verschiebung des Produktspektrums von Ethanol zu Acetat. Die Zelle erhdlt
dadurch die Mdglichkeit pro Molekil Glucose ein Molekil ATP zusétzlich zu bilden. Die
Bildung von Acetat wird daher in Abhéangigkeit von der Fructosekonzentration beschrieben.
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d%lce = cfuX5P OruKa (4-13)

Die Stochiometrie des Heterofermentativen Stoffwechsels verlangt, dal3 die Ethanolbildung sich
aus der Differenz der Lactat- und Acetatbildung errechnet. In den Fermentationen war jedoch ein
Uberschuf an Ethanol zu verzeichnen. Eine mdgliche Ursache dafiir ist der in Abbildung 4.15-1
gezeigte Seitenweg des Stoffwechsels. Der Koeffizient Ke wurde eingefthrt, um dieses
Phanomen zu beschreiben.

deth -k Ddlac dace
gt T dt (4-14)
m ATP

Die Bildung eines Molekiils Milchsaure geht mit der Bildung von zwei Molekilen ATP einher.
Pro Molekil Essigsaure wird ein Molekil ATP gebildet. Um die Bildung von ATP abschétzen zu
konnen, muf3 zudem beriicksichtigt werden, dal3 ein Molekil ATP verbraucht wird, um Glucose
in den Stoffwechselweg einzuschleusen. Weiterhin ist Energie zum Aufbau der Zellsubstanz
notwendig und die Lebenserhdtung der Zellen verbraucht Energie in Form von ATP. Die
K oeffizienten Kg und Kl dienen zur Beschreibung der |etztgenannten Phénomene.

lac dace dglu

prflac, dace

datp _ " "t dt dt _ dcfu Kg - KI
dt cfu

(4-15)

Wie auch bel Xylulose-5-Phosphat handelt es sich nur um eine Abschétzung, die zur weiteren
Berechnung verwendet wird.

B Wachstum

Das Wachstum der Organismen wird schlieffdlich durch eine der Monod-Kinetik angelehnten
Funktion beschrieben. Allerdings wurde versucht, die Abhangigkeit von Zucker durch die Menge
der zur Verfigung stehenden Energie zu ersetzen. Zusétzlich wurde die Inhibition durch die
Stoffwechsel produkte berlicksichtigt.

N fuge— TP
d ATP + Ko

(4-16)

Die Gleichungen (4-8) bis (4-16) stellen ein System von Differentialgleichungen dar. Pal3t man
die Parameter dieser Gleichungen den gemessenen Versuchsergebnissen an, so erhdt man dasin
Tabelle 4.15-1 dargestellte Ergebnis. Die berechneten Werte kénnen dazu dienen, das Ausmal3
der Auswirkungen der verschiedenen Effekte auf die Organismen abzuschétzen. Klar ersichtlich
ist die geringe Auswirkung von Ethanol auf die Organismen. Dies druckt sich in den
Koeffizienten offE und stE aus. Beide Koeffizienten wurden mit sehr hohen Werten belegt.
Gleichung (3-23) nimmt mit diesen Koeffizienten Werte an, die von 1 nur unwesentlich
abweichen. Im Gegensatz dazu erkennt man den wesentlich groferen Effekt von Essigsaure an
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den wesentlich niedrigeren Werten der Koefizienten stA und offA. Gleichung (3-23) nimmt mit
diesen Koeffizienten Werte an, die von 1 deutlich abweichen. In den Féllen, in denen Kinetiken
nach Monod (1949) angenommen wurden, kann die Bedeutung des Effektes anhand der Monod-
Konstante abgeschétzt werden.

Tabelle 4.15-1 Die Parameter des Modells

Parameter | Wert Parameter |Wert

VmaxFru 6,57 mmol/l h con 0,004 mmol/I
KmFru 880 mmoal/I StA 0,166 |/mmol
VmaxGlU 0,226 mmol/l h KL 0,499 h't
KmGlu 2,2 10 mmol/l KA 0,003 I/mmol h
offL 94,9 mmol/I KE 1,214

stL 0,021 I/mmol Kg 1,3 10> mmol
offE 151 mmol/I Kl 0,4 mmol/h
StE 1,15 10* I/mmol o 0,525 h*

offA 58,3 mmol/l Kmo 3,2 10" mmol/l

Zunéchst soll das Ergebnis der Anpassung anhand von Diagrammen gezeigt werden. Darin
werden die berechneten Werte als Linien und die gemessenen Werte as Punkte dargestellt. Es
handelt sich in diesem Fall um drei Fermentationen, in denen unterschiedliche Mengen an
Fructose zugesetzt wurden, um die Auswirkung von Elektronenakzeptoren zu testen. Die
Fructosekonzentrationen waren 0 (Fermentation 1), 33 (Fermentation 1I) und 114 mMol/l
(Fermentation I11). Der Verbrauch von Fructose wird in Abbildung 4.15-2 dargestellt. Es ist zu
erkennen, dal3 die hohere Fructosekonzentration zu einer intensiveren Aufnahme des
Elektronenakzeptors fuhrt. Der Verlauf flacht aber in beiden Fallen aufgrund der Inhibition des
Stoffwechsels ab.
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Abbildung 4.15-2 Fructoseaufnahme durch L. pontis TMW 1.109. Fermentation Il (m / --) und
Fermentation 111 (A / .....).

Wie beschrieben, sollte die Verfligbarkeit von Elektronenakzeptoren die Bildung von Essigsaure
intensivieren. Dies ist in Abbildung 4.15-3 gezeigt. Ohne Fructose wird kein Acetat gebildet.
Wird Fructose zugegeben, ist Acetatbildung feststellbar. Erhtht man die Konzentration von
Fructose, erhoht sich die Acetatbildung deutlich.
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Abbildung 4.15-3 Bildung von Essigsaure durch L. pontis TMW 1.109. Fermentation | (+ / ),
Fermentation Il (m /--) und Fermentation 111 (A /.....).

Die Inhibition durch die gebildeten Stoffwechselprodukte fihrt zu einem RUckgang der
Aufnahme von Glucose. Das Ausmald ist je nach gebildeten Stoffwechse produkten
unterschiedlich. In Abbildung 4.15-4 ist dies dargestelIt.
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Abbildung 4.15-4 Die Aufnahme von Glucose durch L. pontis TMW 1.109. Fermentation | (+ /
), Fermentation Il (m / --) und Fermentation 111 (A /.....).

Die entsprechende Bildung von Milchsaure wird in Abbildung 4.15-5 dargestellt.
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Abbildung 4.15-5 Bildung von Milchsdure durch L. pontis TMW 1.109. Fermentation | (+ /
), Fermentation Il (m / --) und Fermentation 111 (A /.....).

Das Wachstum der Bakterien ist in Abbildung 4.15-6 dargestellt. Die Zahl der Koloniebildenden
Einheiten weist eine grolde Streuung auf. Die Tendenz ist jedoch klar erkennbar. Die hohere
Fructosekonzentration fuhrt zu rascherem Wachstum, die gebildete Essigsdure fuhrt jedoch in der
spéteren Phase der Fermentation zu einer Inhibition des Wachstums.
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Abbildung 4.15-6 Wachstum von L. pontis TMW 1.109. Fermentation | (+/ ), Fermentation
[1 (m /--) und Fermentation 111 (A /.....).
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5 Diskussion

Die Eigenschaften von Milchsaurebakterien aus Sauerteig wurden in dieser Arbeit aus
verschiedenen Richtungen beleuchtet. Es wurden unterschiedliche Ansédtze gewdhlt, um das
Verhalten zu beschreiben. Die daraus resultierenden Modelle sind in Abhangigkeit von der
Problemstellung und gewlinschten Wertebereichen anwendbar. Das betrachtete System hat
den Hintergrund der Produktion von Milchsaure, die zur Sduerung von Brotteig verwendet
wird. Aus der Mikroflora der betrachteten Fermentationen wurden zwei Stdmme exemplarisch
ausgewahlt, die je einer der beiden vorherrschenden Gruppen zuzuordnen sind. Die
Organismen, die in den betrachteten Fermentationen dominieren, sind entweder aus der
Gruppe der homofermentativen oder aus der Gruppe der heterofermentativen
Milchsaurebakterien. Innerhalb der beiden Gruppen weisen die Stdmme ein sehr dhnliches
Verhalten auf. Zwischen Organismen aus den beiden Gruppen bestehen jedoch erhebliche
Unterschiede. Das Verhalten der beiden reprasentativen Stamme wurde in Abhangigkeit der
wesentlichen Parameter betrachtet und mathematisch beschrieben. Dadurch wird es maglich,
Verschiebungen in der Zusammensetzung der Flora und Verdnderungen im Produktspektrum
der stofflichen Umsetzungen zu erkennen und zu erklaren.

In Systemen, in denen ein Gemisch aus Organismen der beiden Gruppen zum Einsatz kommt,
missen spezielle Methoden zur Messung und Berechnung angewendet werden, um aus dem
Gesamtbild unterscheiden zu kdnnen, welche Vorgange der jeweiligen Organismengruppe
zuzuordnen ist. Zu diesem Zweck wurde ein System etabliert, in dem diese Vorgange mit
einfachen Miteln gemessen werden kénnen. Dabei werden die beiden einfach zu messenden
Groen Druck und pH-Wert erfaldt. Unter Berlicksichtigung der Stéchiometrie der
Hautstoffwechselwege, kann auf die Vorgdnge wahrend der Fermentationen
zuriickgeschl ossen werden.

In einer isolierten Betrachtung des heterofermentativen Referenzstammes wurde ein Modell
entwickelt, in dem Wachstum und Stoffwechsel in Kombination betrachtet werden. Das
Schema des heterofermentativen Glucoseabbaus wurde dazu vereinfacht und auf ein System
von Differentialgleichungen abgebildet. An diesem Beispiel konnten Hypothesen getestet
werden. Dies ergab Aufschllisse Uber die intrazelluldren Vorgange der Organismen wahrend
Batch-Fermentationen.
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5.1 Disskussion der Entwicklung einer Mel3methode zur Beobachtung des
Fermentationsverlaufes in gemischten Populationen

Nur wenige Grofien kdnnen in Fermentationen ohne Probename gemessen werden. Daher ist
es eforderlich, geeignete GrofRen zu finden, die Aussagen Uber die Vorgange in den
Fermentationen erlauben. Handelt es sich um eine Fermentation in der zwei verschiedene
Organismen mit prinzipiell unterschiedlichen Stoffwechselwegen zum Einsatz kommen,
kommt hinzu, dal3 man zwel Mel3groflen bendtigt, die zudem nicht linear voneinander
abhangig sein durfen. Im vorliegenden Fall ist dies gelungen. Eine der beiden Grolien, der
durch CO, erzeugte Uberdruck konnte mit einer Korrelation von 98.76 % mit der durch L.
pontis TMW 1.109 verbrauchten Glucose in Zusammenhang gebracht werden. Dadurch kann
in einer Fermentation, an der ein Gemisch aus homofermentativen und heterofermentativen
Organismen betelligt ist, ohne Probename gemessen werden, wieviel Glucose im
heterofermentativen Stoffwechsel verbraucht wird, indem der Uberdruck in einem gasdichten
Fermenter gemessen wird.

Die andere der beiden GroRen ist der pH-Wert. Dieser hangt in den durchgefihrten
Fermentationen ausschliefdlich von der gebildeten Milchséaure ab, da die pH-Absenkung durch
Essigsdure vernachléssigt werden kann. Milchsaure wird von beiden Organismen gebildet,
alerdings in unterschiedlichem Umfang, da homofermentativ pro Mol Glucose zwei Mol
Milchséure entstehen und heterofermentativ nur ein Mol Milchsdure. Die Reaktion des
Mediums auf die Bildung von Milchsdure wurde durch Titration bestimmt. Dadurch kann
vom pH-Wert auf die gebildete Menge Milchsaure zuriickgeschl ossen werden.

Dies ermoglicht es, die verwertete Glucose in ihrer Gesamtmenge zu ermitteln und zu
bestimmen, welcher Anteil davon homofermentativ und welcher heterofermentativ verwertet
wurde. Die Bestimmung erfolgt anhand der Annahme, dal3 die Menge an heterofermentativ
verwerteter Glucose gleich der Menge an heterofermentativ entstandener Milchsaure ist. Dann
kann durch Subtraktion der heterofermentativ entstandenen Milchsaure von der gesamten
Milchsaure auf die homofermentativ entstandene Milchsaure geschlossen werden. Diese
Stoffmenge ist nach den getroffenen Annahmen doppelt so grol3 wie die Menge der
homofermentativ verwerteten Glucose.

5.2 Das Verhalten der Organismen in Fermentationen mit gemischten
Populationen

Es ist zu erkennen, dal3 die Acetatbildung in der Anfangsphase sehr rasch beginnt und dann
abnimmt. Dies ist in Ubereinstimmung mit den Beobachtungen von Bocker (1995). Jedoch
kommt die Acetatbildung bis zum Ende der Fermentation nicht zum Erliegen.

Betrachtet man den Anteil des heterofermentativen Stoffwechsels an den gesamten
Umsetzungen in Fermentationen, in denen a's Substrat Kleiemedium verwendet wird und die
mit einem Organismengemisch beimpft wurden, so erkennt man, dal3 der Anteil wahrend der
Fermentation ansteigt. Das heil3t der Wechsel der Bedingungen wahrend der Fermentation
beeintrachtigt den Stoffwechsel der homofermentativen Organismen stérker as den
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Stoffwechsel der heterofermentativen Organismen. Dies stimmt mit den Ergebnissen der
molekularbiologischen Anayse von Miller et a (2001) Gberein.

Desweiteren wurde untersucht, ob die Temperatur einen Einflu auf das Verhdltnis des
heterofermentativen zum Gesamtstoffwechsel hat. Wie die in Abbildung 4.6-4 dargestellten
Ergebnisse zeigen, verschiebt sich dieses Verhédtnis mit steigender Temperatur zunehmend in
Richtung des homofermentativen Stoffwechsel. Die homofermentativen Organismen weisen
also eine hohere Temperaturtoleranz auf. Bei niedrigeren Temperaturen wird demnach ein
hoherer Anteil der Glucose heterofermentativ verwertet. Dies hat zum einen Einflul3 auf die
Ausbeute an Milchséure pro eingesetztem Substrat, da im heterofermentativen Stoffwechsel
nur halb soviel Milchsdure pro Mol Glucose gebildet wird. Zum Anderen wird sich das
Aromaspektrum verandern, wenn der Schwerpunkt des Stoffwechsels auf andere Organismen
Ubergeht.

5.3 Fermentation in industriellem Mal3stab

Auch bel ener Fermentation in industriellem Maldstab wurde das Verhdtnis von
heterofermentativen Stoffwechsel zu den gesamten Umsetzungen ermittelt. Der Verlauf ist
sehr @hnlich zu dem in Labormalistab ermittelten. In Laborfermentatotionen, die pH-statisch
durchgefuhrt wurden, konnte diese Verschiebung jedoch nicht festgestelt werden. Die
Fermentationen in industriellem Mal3stab werden immer ungepuffert durchgefihrt. Das wiirde
bedeuten, dal} der niedrigere pH-Wert die heterofermentativen Organismen direkt oder
indirekt beglinstigt.

Die Verlaufe der Milchsdurebildung bel den Fermentationen bei verschiedenen Temperaturen
lassen erwarten, dal3 eine Fermentation die bei hohen Temperaturen (46 °C) startet und
kontinuierlich bis 40 °C abgekuhlt wird den hdchsten Endwert an Milchsdure erreicht.

5.4 Der Einflul3 der Nahrstoffe auf die Organismen

Der heterofermentative Stamm L. pontis TMW 1.109 verwertet im Gegensatz zum
homofermentativen Stamm L. amylovorus TMW 1.661 Pentosen. Dies dirfte damit
zusammenhangen, dal3 im heterofermentativen Stoffwechsel Pentosen als Zwischenprodukte
auftreten (Lim 1998). Damit stehen Stellen zur Verfigung, die ein einfaches Einschleusen
von Pentosen in den Stoffwechsel erméglichen. Nach der oxidativen Dekarboxylierung des 6-
Phosphogluconates durch Phosphogluconat-Dehydrogenase entsteht mit Ribul ose-5-Phosphat
der erste Cs-Korper im heterofermentativen Stoffwechsel. Vor der Spaltung des Cs-Korpers
durch Phosphoketolase wird dieser noch umgruppiert zu Xylulose-5-Phosphat (Stolz 1995).
Fur die beiden Pentosen Ribulose und Xylose bestent aso die Mdoglichkeit, in den
Stoffwechsel eingeschleust zu werden. Der untersuchte heterofermentative Stamm L. pontis
TMW 1.109 konnte auf den beiden Pentosen vermehrt werden. Dies bekréftigt die
beschriebene Annahme. Im homofermentativen Stoffwechsel treten keine Pentosederivate al's
Zwischenstufen des Glucoseabbaus auf (Schlegel 1981). Der Stamm L. amylovorus TMW
1661 vergart jedoch insgesamt ein breiteres Spektrum verschiedener Zucker. Diese
Eigenschaft steht im Einklang mit den algemein geringeren Anspriichen dieses Keimes an
das Medium.
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Glucose

In der Literatur wird das Verhalten von Organismen gegentiber Glucose meist durch die
Kinetik nach Monod (1949) beschrieben. In Tabelle 5.4-1 sind verschiedene in der Literatur
gefundene Werte fur die Monod-Konstante angegeben. Es ist ersichtlich, dal3 die Werte
generell sehr niedrig sind. Dies bedeutet eine hohe Affinitét der Organismen zu Glucose.

Tabelle5.4-1 in der Literatur gefundene Werte von Monod-K onstanten fiir verschiedene
Organismen

Organismus Km Autor

Klebsiella aerogenes 0,010 mmol/l O’ Brien (1980)

Lactococcus cremoris | 0,011 mmol/l  Sonnleitner (1998)
Lactococcus lactis 0,02mmol/  Sonnleitner (1998)
Escherichia cali 0,015 mmol/I  Postma und Roseman (1976)
Lactobacillus plantarum | 0,056 mmol/l Y abanvar und Wang (1991)
Streptococcus faecalis | 1,2 mmol/| Oharaet a (1992)
Lactobacillus plantarum | <<28 mmol/l Klostermaier (1999)
Lactobacillus plantarum | 0,056 mmol/l Passos (1993)

Die Anpassung einer Michaglis-Menten-Kinetik ergab fir den Stamm L. pontis TMW 1.109
einen Km-Wert von 6,4 mmol/l und fur den Stamm L. amylovorus TMW 1.661 einen Km-
Wert von 2,8 mmol/l. Diese Werte sind héher as die in Tabelle 5.4-1 aufgefuhrten.
Verglichen mit den in Fermentationen vorkommenden Konzentrationen jedoch sind sie
gering. Das heifdt, die Kinetik in weiten Bereichen durch eine horizontal e Funktion angenahert
werden kann und die Glucosekonzentration nur as limitierender Faktor berticksichtigt werden
muf3, wenn die Glucose bereits weitgehend von den Organismen verbraucht wurde.

08

06

05+ 061

044
041
03

RSS
RSS

024 021

014
001
00+

A K/ ol Km/ mmol

Abbildung 5.4-1 Sensitivitdtsanalyse der Monod-Konstante gegeniber Glucose. Teil A:
Stamm L. pontis TMW 1.109, Teil B: Stamm L. amylovorus TMW 1.661
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In Abbildung 5.4-1 ist die Sensitivitdtsanalyse der Monod-Konstante gegentiber Glucose fir
beide Stamme gezeigt. In beiden Féllen sinkt die Summe der Fehlerquadrate fur Km-Werte
> 0 rasch ab, erreicht ein breites Minimum und steigt dann wieder an. Dies bedeutet, dal3 die
Monod-Konstante in beiden Féllen nahe Null sein muf3. Das breite Minimum bedeutet jedoch,
dafd sich der Wert fur Km nicht exakt bestimmen |&(3, sondern nur eingegrenzt werden kann.
Esist jedoch in den meisten Féllen ausreichend, den Wert fir Km eingrenzen zu kénnen.

Fur beide Organismen bedeutet dies, dal3 Km sehr kleine Werte annimmt. Daraus folgt, dal3
die Aufnahme von Glucose in einem weiten Bereich unabhangig ist von der Konzentration
von Glucose im Medium, da fir Km << Glucosekonzentration die Monod-Kinetik durch eine
konstante Funktion angenghert werden kann. Lediglich bei sehr geringen Konzentrationen
wird das Wachstum der Organismen durch Substratmangel limitiert. Dies bedeutet, dal3 in
Fermentationen die vorhandene Glucose bis auf geringe Mengen verwertet wird, wenn die
Organismen nicht durch andere Randbedingungen gehemmt werden. Die errechneten Werte
beschreiben somit eine hohe Affinitét der Organismen gegentber Glucose.

Bei Zusatz von Glucose zum Medium sind die Konzentrationen so hoch, dal3 eine Limitierung
der Organismen durch Substratmangel nach den oben angefihrten Erkenntnissen nicht
auftritt. Wird der Zucker aus Stérke durch glucoseabspaltende Enzyme gebildet, liegt die
Konzentration in der Anfangsphase ebenfalls deutlich Gber dem Km-Wert der Organismen.
Dies wurde in Kapitel 4.15 dargestellt. In der spéteren Phase der Fermentation sinkt der
Glucosespiegel jedoch soweit ab, dal3 eine Einschrénkung des Wachstums in Betracht
gezogen werden muf3.

Der Stamm L. amylovorus TMW 1.661 bildet aus einem mmol/l Glucose eine Zellmasse von
0,058 OD. Dagegen reicht die gleiche Menge den Stamm L. pontis TMW 1.109 nur zu einer
Zellmasse, die 0,073 OD entspricht. Dies steht im Einklang mit der aus den
Stoffwechselwegen leicht abzuleitenden hoheren Energieausbeute der homofermentativen
Organismen. Fir diese Untersuchungen wurde die fir den Erhatungsstoffwechsel benétigte
Glucose, wie von Mercier et al. (1992) vorgeschlagen, vernachlassigt.

Da die Parameter Km mit denen das Verhalten der Organismen beschrieben werden kann sehr
nahe zusammen liegen kann nicht davon ausgegangen werden, dass ein Organismentyp
gegeniber den anderen durch eine Veranderung der Glucosekonzentration begunstigt wird.
Glucoseverbrauch als Ursache einer Stoffwechselverschiebung ist somit auszuschliefZen.

Fructose

Der direkte Einflufd von Fructose auf das Wachstum von L. pontis TMW 1.109 ist als gering
einzustufen. Dies folgt aus Abbildung 4.8-6. Es ist zwar eine leicht steigende Tendenz
erkennbar, und somit sollte die Wachstumsgeschwindigkeit bei hohen Konzentrationen
ansteigen. Die Steigung der Ausgleichsgerade ist jedoch mit 0,0003 h*(mmol/l)™ sehr gering,
ebenso der Korrelationskoeffizient mit R2= 0,57. Ein nennenswerter Anstieg kann nur Uber
einen sehr grof3en Bereich von 0 bis 500 mMol/l Fructose beobachtet werden. Da dieser
Organismus Fructose als Elektronenakzeptor nutzen kann und dadurch eine hohere
Energieausbeute erzielt, hétte man ein Ansteigen der Wachstumsrate erwartet. Da dies nicht
Zu beobachten war, sind zwe verschiedene Erkléarungen mdglich. Der Anstieg der
Wachstumsrate konnte sich zum einen unterhalb der im vorliegenden Versuch erzielten
Mef3genauigkeit bewegen. Anderseits ist es mdglich, da3 das Wachstum durch andere
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Faktoren begrenzt wird, wodurch es den Zellen nicht mdglich ist die zusétzliche Energie fur
ein schnelleres Wachstum zu nutzen. Die Auswirkungen auf den Stoffwechsels sind jedoch
getrennt davon zu betrachten.

Die Acetatbildung bei Zellen im gleichen physiologischen Zustand ist von der
Fructosekonzentration in weiten Bereichen unabhéngig. Unter der Annahme einer Kinetik
nach Michaelis-Menten fir die Bildung von Acetat fur die Fructose as Substrat zu betrachten
ist, kann dies quatitativ beschrieben werden. Es ergibt sich ein geringer Km-Wert von nur
0,29 mmol/l. Dies bedeutet eine hohe Affinitdt des Stammes zu Fructose, um diese als
Elektronenakzeptor zu benutzen. Die Sensitivitétsanalyse bezliglich des Km-Wertes ist in
Abbildung 5.4-2 zu sehen.
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Abbildung 5.4-2 Sensitivitatsanalyse der Michaglis-Konstante fir die Bildung von Acetat in
Abhangigkeit der Fructosekonzentration bei Stamm L. pontis TMW 1.109.

Wiederum erkennt man, dal3 der ermittelte Wert fir Km in einem Bereich nahe Null liegen
mul3.

Die Versuche, in denen L. amylovorus TMW 1.661 in Anwesenheit von Glucose zusétzlich
verschiedene Mengen an Fructose zugegeben wurden, zeigen, dald in dieser Konstellation die
Fructose auf das Wachstum der Organismen keinen Einfluf auslibt. Dies ist in Abbildung
489 an der sehr geringen Steigung von 0,0003 h*(mmol/l)* und dem geringen
Korrelationskoeffizient R2= 0,57 klar erkennbar. Da der Stamm L. amylovorus TMW 1.661
Fructose nicht als Elektronenakzeptor nutzen kann, bleibt nur die Verwertung as
Kohlenstoffquelle. Solange Glucose im Medium vorhanden ist, wird Fructose jedoch nicht
verwertet.

Es bleibt festzuhalten, dass Fructose auf den homofermentativen Stamm keinen Einfuss

auslbt. Der heterofermentative Stamm wird stark in seinem Stoffwechsal beeinflusst. Das
Wachstum dieses Stammes ist jedoch von Fructose unabhéngig.
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Maltose

Fermentationen, in denen Getreide oder Getreidebestandteile als Rohstoffe verwendet werden
und denen keine enzymatisch aktiven Zusitze beigemengt werden, weisen als fir
Mikroorganismen verwertbare Kohlenstoffquelle im wesentlichen Maltose auf. Die Mengen,
die dabei auftreten sind oft gering. Den vorliegenden Versuchen wurden jedoch
Fermentationen zugrunde gelegt, in denen enzymatisch aktive Zusdtze zum Einsatz kamen.
Die zugesetzte Glucoamylase produziert grofie Mengen an Glucose. Dadurch tritt Maltose, die
Ublicherweise in  Sauerteigfermentationen bestimmend ist, gegeniber Glucose als
Kohlenstoffquelle soweit in den Hintergrund, dal? sie vernachldssigt werden kann.

Pentosen

Pentosen sind fur L. amylovorus TMW 1.661 ohne Bedeutung, da dieser Organismus sie nicht
as C-Quelle verwerten kann. Die in Abbildung 4.8-10 dargestellten Ergebnisse belegen dies.
Im Gegensatz dazu zeigt L. pontis TMW 1.109 geringes Wachstum auf Pentosen. In
Gegenwart von Glucose haben Pentosen nach den Ergebnissen in Abbildung 4.8-11 keinen
Einflul? auf die Wachstumsgeschwindigkeit der betrachteten Organismen.

Komplexe M edienbestandteile

Der Anspruch der verwendeten Organismen an das verwendete Medium ist vergleichsweise
hoch. Ohne komplexe Medienbestandteile wie Feischextrakt, Pepton aus Casein und
Hefeextrakt ist keinerlel Wachstum zu erzielen. Mit diesen Bestanteilen erreicht man ein
befriedigendes Wachstum, aber nach mehrmaligem Uberimpfen 153t das Wachstum nach.
Lediglich ein Medium, das zusétzlich Kleleextrakt enthélt, garantiert ein gutes Wachstum
auch Uber mehrmaliges Uberimpfen hinweg. Daraus ist ersichtlich wie eng diese Organismen
an ihr natlrliches Habitat angepald sind. Es mul3 eine Substanz geben, die von den
Organismen benttigt wird, die in Getreide vorkommt, den anderen komplexen
Medienzusétzen jedoch fehlt. Die komplexen Medienbestandteile bestehen aus einer Vielzahl
von Einzelsubstanzen. Da die Zusammensetzung dieser Medienbestandteile nicht genauer
spezifiziert ist, und aufgrund der hohen Anzahl an Einzelsubstanzen, ist eine detaillierte
Betrachtung nicht mdglich. Daher wurden die komplexen Medienbestandteile vereinfachend
als eine einzige Substanz betrachtet.

Die Mefsergebnisse fur L. amylovorus TMW 1.661 weisen eine hohe Streuung auf. Dennoch
kann aufgrund des Verlaufs des Graphen in Abbildung 4.8-12 ein Zusammenhang nach
Michaglis-Menten vermutet werden. Die numerische Auswertung fihrt zu einem Km-Wert
von 16,7 % der maximal zugesetzten Menge. Die besagt, dal3 die Affinitdt der Organismen
nicht so grof3 ist wie z.B. bei Glucose, oder dal? die limitierende Substanz nur in einer sehr
geringen Konzentration in den komplexen Medienzuséizen vorhanden ist. Die
Sensitivitdtsanalyse des Km-Wertes ist in Abbildung 5.4-3 dargestellt.
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Abbildung 5.4-3 Sensitivitdtsanalyse der Monod-Konstante fir das Wachstum des Stammes
L. amylovorus TMW 1.661 in Abhéngigkeit der Menge komplexer Medienzusétze.

Aus der Sensitivitétsanalyse wird deutlich, dal3 der Km-Wert in diesem Fall nur ene
ungeféhre Schéatzung sein kann. Es bleibt jedoch die Aussage, dald3 die Affinitét zur
limitierenden Substanz nicht hoch ist oder diese nur in geringer Konzentration vorhanden ist.
Daher ist diesr Stamm auf ene ausreichende Versorgung mit komplexen
M edienbestandteilen angewiesen.

Im Fall von Stamm L. pontis TMW 1.109 ist aus dem Graphen in Abbildung 4.8-14 nicht
eindeutig ersichtlich, welche Funktion zur Beschreibung am besten geeignet sein kénnte.
Daher wurde eine lineare Funktion ebenso wie eine Funktion nach Michaglis-Menten in
Betracht gezogen. Die Korrelationskoeffizienten die aus den Anpassungen resultieren liegen
mit R2 = 0,944 fir die Michaelis-Menten-Kinetik und R? = 0,946 fur die linearen Anpassung
sehr dicht zusammen. Daher sollte in diesem Fall der linearen Anpassung der Vorzug gegeben
werden, da die lineare Funktion nur einen Parameter enthdlt und somit die Forderung nach
dem einfachsten Modell (Bossel 1994) erfuillt.
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Abbildung 5.4-4 Sensitivitdtsanalyse fir das Wachstum des Stammes L. pontis TMW 1.109 in
Abhéangigkeit der Menge komplexer Medienzusdize. Tell A: Kinetik nach Monod (1949),
Monod-Konstante. Teil B: Lineare Kinetik, Steigung.

Die in Abbildung 5.4-4 dargestellte Sensitivitatsanalyse spricht ebenfalls fur die Verwendung
der linearen Funktion. In Teill A der Abbildung ist ersichtlich, dal3 ein Km-Wert kaum exakt
bestimmt werden kann. Die Steigung einer linearen Funktion ist dagegen wesentlich besser zu
bestimmen, wiein Teil B der Abbildung zu seheniist.

In jedem Fall ist die Affinitdt des homofermentativen Stammes gegentiber den komplexen
Medienbestandteilen hoher als die des heterofermentativen Stammes. Somit wird bel einem
Mangel an diesen Substanzen der homofermentative Stamm beginstigt. In  den
durchgefuhrten Versuchen war dies nicht zu beobachten. Daher ist davon auszugehen, dass
die verwendeten Medien die potenziell limitierende Substanzen im Uberschuss enthalten.
Insbesondere ist in den Industriellen Fermentationen keine Limitierung gegeben.

5.5 Der pH-Wert

Die Verénderung des pH-Wertes durch die gebildeten Sauren wurde durch Titration
festgestellt. Wie zu erwarten, zeigt die Milchsdure eine stérkere Auswirkung auf den pH-Wert
des Mediums, da sie im Vergleich zur Essigsdure die stérkere Séure ist. Die Titration des
Mediums fuhrt, wie in Abbildung 4.4-1 leicht zu erkennen ist, zu Werten, dieim Vergleich zu
den anderen Messungen eine sehr geringe Streuung aufweisen. Daher ist eine Interpolation
der Werte gerechtfertigt.

Die Verhdtnisse in Kleiemedium sind wie in Kapitel 4.4 beschrieben wesentlich komplexer.
Dennoch zeigt die Abbildung 4.2-1 einen ahnlichen Verlauf wie der im Spicher-Medium
gemessene pH-Wert. Wird mit dem verwendeten Organismengemisch beimpft und die Menge
der verflgbaren Elektronenakzeptoren gering gehalten, so reicht der Einflu der Milchséaure
aus, um die Fermentation zu beschreiben, da in diesem Fall der Einflul3 der gebildeten
Essigsdure so gering ist, dald er vernachléssigt werden kann.
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Bel Absenkung des pH-Wertes geht die maximale Wachstumsrate erheblich zurtick. Es ist
jedoch schwierig eine exakte Untergrenze zu finden, ab der kein Wachstum mehr mdglich ist.
Bel beiden Organismen wurde jedoch in keinem Versuch Wachstum unter einem pH-Wert
von kleiner as 3,0 festgestellt. Der minimale pH-Wert unter dem kein Wachstum mehr
moglich ist mul3 also Uber dieser Grenze liegen. Fermentationen die diesen pH-Wert
unterschreiten scheinen damit nicht durchfthrbar.

Um den Einflud des pH-Wertes auf das Wachstum der Organismen zu beschreiben wurden
vier verschiedene Funktionen verwendet. In Tabelle 5.5-1 ist fur alle Anpassungen das
Ergebnis des F-Testes (Zwietering et a. 1994) aufgefuhrt. In jedem Fall gilt f < F. Damit
kann aufgrund dieses Tests keine der Anpassungen abgelehnt werden.

Tabelle 5.5-1 F-Test der Anpassungen verschiedener Funktionen an das Wachstumsverhalten
des StammesL. pontis TMW 1.109 in Abhangigkeit vom pH-Wert

Funktion Anzahl der Messungen ~ Anzahl der Parameter F
Quadratisches |54 3 0,1196 2,3083
Polynom

Kubisches 54 4 0,1006 2,4221
Polynom

Gompertz 4 4 0,1047 2,4221
Passos (1993) |54 3 0,1965 2,3083

Tabelle 5.5-2 Korrelationskoefizienten der Anpassungen verschiedener Funktionen an das
Wachstumsverhalten des Stammes L. pontis TMW 1.109 in Abhéngigkeit vom pH-Wert

Funktion R2

Quadratisches Polynom | 0,982
K ubisches Polynom 0,987
Gompertz 0,987
Passos (1993) 0,971

Tabelle 5.5-2 zeigt die Korrelationen der vier Anpassungen. Sie unterscheiden sich nur sehr
gering. Lediglich die Funktion nach Passos (1993) weicht nach unten ab. Daher sollte in
diesem Fall einer einfachen quadratischen Funktion der Vorzug gegeben werden, da diese nur
drel Parameter besitzt und damit die Forderung nach einem maoglichst einfachen Modell
erflllt, jedoch eine bessere Korrelation aufweist als die Funktion nach Passos (1993).

Anaoge Untersuchungen wurden fir den homofermentativen Referenzstamm durchgefihrt.
Das Ergebniss der F-Tests zeigt Tabelle 5.5-3. Im Gegensatz zu den entsprechenden
Resultaten des heterofermentativen Stammes konnten jedoch nicht ale Anpassungen
angenommen werden. Bel Verwendung eines quadratischen Polynoms und der Funktion nach
Passos (1993) gilt f O F oder f > F. Diese beiden Funktionen kénne daher aufgrund des F-
Tests abgelehnt werden. Fur das kubische Polynom und die Funktion nach Gompetz gilt
jewells f < F. Daher werden diese beiden Funktionen, die einen Parameter mehr besitzen als
die abgelehnten Funktionen akzeptiert.
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Tabelle 5.5-3 F-Test der Anpassungen verschiedener Funktionen an das Wachstumsverhalten
des Stammes L. amylovorus TMW 1.661in Abhéngigkeit vom pH-Wert

Funktion Anzahl der Messungen ~ Anzahl der Parameter  f F
Quadratisches |45 3 2,3572 2,3638
Polynom

Kubisches 45 4 0,5981 24772
Polynom

Gompertz 45 4 0,8480 2,3637
Passos (1993) |45 3 2,7263 2,4771

Tabelle 5.5-4 Korrelationen der Anpassungen verschiedener Funktionen an das Wachstums-
verhaten des Stammes L. amylovorus TMW 1.661in Abhangigkeit vom pH-Wert

Funktion R2

Quadrati sches Polynom | 0,960
Kubisches Polynom 0,989
Gompertz 0,985
Passos (1993) 0,971

In Tabelle 5.5-4 sind die Korrelationen der Anpassungen gezeigt. Die Werte fir die beiden
angenommenen Funktionen sind nahezu gleich. Eine eindeutige Entscheidung kann daher
nicht geféllt werden. Der Einsatz richtet sich daher im wesentlichen nach dem zu erwartenden
pH-Bereich. Im Bereich hoher pH-Werte erscheint die Funktion nach Gompertz weniger
geeignet, da se monoton steigend ist und daher eine Veringerung der
Wachstumsgeschwindigkeit bei hohen pH-Werten nicht beschreiben kann. Mul3 im Bereich
sehr niedriger pH-Werte extrapoliert werden besteht beim Einsatz eines kubischen Polynoms
jedoch die Gefahr, dal3 negative Werte erhalten werden. In diesem Fall ist die Funktion nach
Gompertz vorzuziehen.

Die kinetischen Parameter der beiden Stdmme besagen in jedem Fall, dass eine Absenkung
des pH-Wertes das Wachstum des homofermentativen Stammes stérker beeintréchtigt als das
des heterofermentativen Stammes. Eine Absenkung des pH-Wertes kann somit eine
Verschiebung des Stofwechsels in Richtung des Heterofermentativen Stoffwechsels
verursachen.

5.6 Der Einflul3 der entstehenden Stoffwechselprodukte auf die Organismen

Die hohen Prozentsétze der Kohlenstoffwiederfindungsrate von 96,9 % bzw. 95,9 % deuten
darauf hin, dai3 die C-Quelle nahezu ausschliefdlich zur Gewinnung von Energie genutzt wird.
Zum Aufbau von Zellsubstanz werden nur geringe Mengen des aufgenommenen
Kohlenstoffes verwendet. Bei Organismen die nur wenige Zellbausteine selbst synthetisieren
kénnen und somit auf ein besonders reichhatiges Medium angewiesen sind, ist dies zu
erwarten. Der deutliche Unterschied in der Zellausbeute zwischen homofermentativen und
heterofermentativen Organismen liegt vermutlich in der besseren Energieausbeute der
homofermentativen Bakterien. Pro Mol Glucose kann ein homofermentatifer Organismus bis
zur doppelten Menge ATP erzeugen (Lim 1998).
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Die Wirkung, der von den Organismen gebildeten organischen Séuren ist stark vom
vorhandenen pH-Wert abhéngig. Dies wurde bereits von Eklund (1989) beobachtet. Der
Grund dafir ist der unterschiedliche Dissoziationsgrad der Séuren bei verschiedenen pH-
Werten. Passos (1993) erklart die unterschiedliche Wirkung der dissoziierten und
undissoziierten Sdure durch die geringere Polaritét der undissoziierten Sdure. Diese
Eigenschaft versetzt sie in die Lage, die Zellmembran einfacher zu durchdringen. Innerhalb
der Zelle dissoziiert sie bei den dort herrschenden héheren pH-Werten und verringert den
intrazelluldren pH-Wert dadurch. Es kann jedoch nicht alleine vom pK-Wert, von dem der
Dissoziationsgrad der Saure abhangt, auf die hemmende Wirkung der Sdure geschlossen
werden (International Comission on Microbiological Specification for Food, 1980). Dies mul3
fur jede Saure getrennt untersucht werden. Fur die beiden relevanten Sauren Milchsdaure und
Essigsaure wurden Messungen durchgefiihrt die dem Rechnung tragen. Im Folgenden werden
die Ergebnisse dieser Messungen diskutiert.

L actat

Bei beiden Stémmen erkennt man in Abbildung 4.10-4 bzw. Abbildung 4.10-7, dal3 bei hohen
pH-Werten die Hemmung auch durch hohe Konzentrationen von Milchsdure nur sehr gering
ist. Der Stamm L. amylovorus TMW 1.661 wéchst bei einer Milchséurekonzentration von 500
mmol/l und einem pH-Wert von 54 immer noch mit 40 % seiner maximalen
Wachstumsgeschwindigkeit wie in Abbildung 4.10-1 zu erkennen ist. Dies spricht dafur, dafi3
die dissoziierte Saure, die bei hohen pH-Werten vorwiegend auftritt, nur eine &ulferst geringe
hemmende Wirkung auf die Organismen ausibt. Bei geringeren pH-Werten ist mit
abnehmendem pH-Wert eine deutliche Hemmung feststellbar.

Wie im Kapitel 4.8.2 beschrieben bestent die Moglichkeit, die hemmende Wirkung der
dissoziierten Milchsaure mit in die Berechnungen einzubeziehen. Dadurch entsteht jedoch
eine Gleichung mit sehr vielen Parametern. Da jedoch mathematische Modelle mdglichst
einfach gehalten werden sollen, wurde von diesem Ansatz Abstand genommen und lediglich
der pH-Wert und die undissoziierte Milchsaure betrachtet.

In alen Falen wurde ein kubische Polynom verwendet, um die Hemmung der Organismen
durch den pH-Wert zu beschreiben. Die Hemmung der Organismen durch die undissoziierte
Milchsaure wurde entweder auch durch ein kubisches Polynom oder durch die Funktion nach
Levenspie (1980) (Gl. 3.17) beschrieben.

Beide Anpassungen wurden wiederum einem F-Test unterzogen. Das Resultat ist in Tabelle
5.6-1 festgehaten. Die Kombination aus kubischem Polynom und Funktion nach Levenspiel
(2980) muf3 nach diesen Ergebnissen abgelehnt werden, da f > F gilt. Die Kombination aus
zwel kubischen Polynomen ist deutlich besser zur Beschreibung der V organge geeignet.
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Tabelle 5.6-1 F-Test der Anpassungen verschiedener Funktionen an das Wachstumsverhalten
des Stammes L. pontis TMW 1.109 in Abhangigkeit vom pH-Wert und der
Milchsaurekonzentration

Funktion Funktion Anzahl der Messungen Anzahl der f F
pH-Wert Lactat Parameter

kubisches | kubisches 288 9 1,0237 1,3734
Polynom Polynom

kubisches |Levenspie 288 7 2,2773 1,3689
Polynom (1980)

Die Korrelationskoefizienten untermauern dieses Ergebnis. Fur die Beschreibung durch zwei
kubische Polynome erhd@lt man einen Korrelationskoeffizienten von R?2 = 0,936. Die
Kombination aus kubischem Polynom und Funktion nach Levespiel fuhrt dagegen zu einem
deutlich geringeren Korrelationskoeffizienten von R2 = 0,902. Dies kann anhand der
wesentlich grofieren Streuung um die Winkelhalbierende in Abbildung 4.10-8 nachvollzogen
werden. Dies bedeutet, in diesem Fall ist eine Kombination aus zwei Polynomen besser zur
Beschreibung der Vorgénge geeignet as eine Kombination mit einer Funktion, die Parameter
enthdlt die physiologischen Konstanten entsprechen.

Tabelle 5.6-2 F-Test der Anpassungen verschiedener Funktionen an das Wachstumsverhalten
des Stammes L. amylovorus TMW 1.661in Abhéngigkeit vom pH-Wert und der
Milchséurekonzentration

Funktion Funktion Anzahl der Messungen Anzahl der f F
pH-Wert Lactat Parameter

kubisches | kubisches 216 9 0,8097 1,4041
Polynom Polynom

kubisches |Levenspie 216 7 0,8968  1,3998
Polynom (1980)

Fur den homofermentativen Stamm L. amylovorus TMW 1.661 wurden die gleichen
Anpassungen durchgefuhrt. Das Ergebnis der F-Tests ist in Tabelle 5.6-2 aufgefihrt. In
diesem Fall gilt fir beide Kombinationen f < F. Keine der beiden Funktionen mul3 daher
abgelehnnt werden. Wie beim heterofermentativen Vergleichsstamm ist auch hier der
Korrelationskoeffizient mit 0,9591 bei Verwendung zweier kubischer Polynome héher as
0,9430 bei Verwendung der Funktion nach Levenspiel. Jedoch ist in diesem Fall der
Unterschied geringer, so dal3 beide Anpassungen als sinnvoll verwendbar erscheinen.

Acetat

Essigsdaure wird in geringen Konzentrationen eine fir manche Stamme wachstumsférdernde
Wirkung zugeschrieben. Passos et a. (1993) berichten von einer positiven Wirkung einer
Essigsaurekonzentration von 10 - 20 mmol/l bei L. plantarum. Bel den in dieser Arbeit
untersuchten Stammen konnte diese Wirkung nicht nachgewiesen werden. Einzelne nach
oben abweichende Mef3punkte in Abbildung 4.10-11, die in dieser Weise interpretiert werden
konnten, mussen als Ausreil3er gewertet werden. Ebenso wie bei der Hemmung durch
Milchsaure ist in Abbildung 4.10-12 erkennbar, dal3 die Wirkung stark vom pH-Wert
abhangig ist. Mit steigendem pH-Wert nimmt die hemmende Wirkung der Milchséaure
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deutlich ab. Es kann daher wiederum davon ausgegangen werden, dal? die dissoziierte Saure
nur einen vernachlassigbar geringen Einflud auf das Wachstum der Organismen austibt.
Analog zu den Untersuchungen bei Milchsaure wurden deshalb die beiden Grofden
Essigsaurekonzentration und pH-Wert variiert. Es wurden die gleichen Kombinationen von
Funktionen getestet wie bel Milchsaure.

Die beiden F-Tests (Zwietering et a 1994) fur Stamm L. pontis TMW 1.109 sind in Tabelle
5.6-3 dargestellt. Sie flihren zur Annahme beider Ansdtze. Bei Stamm L. pontis TMW 1.109
flhren die beiden kubischen Polynome zu einem Korrelationskoeffizienten von R? = 0.924
und die Kombination aus kubischem Polynom und Funktion nach Levenspiel (1980) zu einem
Korrelationskoeffizienten von R? = 0,902. Es fuhrt aso wiederum die Anpassung durch zwei
kubische Polynome zu der exakteren Beschreibung der Mef3werte, jedoch werden dafir zwei
Parameter mehr bendtigt, so dal3 keinem der beiden Ansétze eindeutig der VVorzug gegeben
werden kann.

Tabelle 5.6-3 F-Test der Anpassungen verschiedener Funktionen an das Wachstumsverhalten
des Stammes L. pontis TMW 1.109 in Abhangigkeit vom pH-Wert und der
Essigsdurekonzentration

Funktion Funktion Anzahl der Messungen Anzahl der f F
pH-Wert Lactat Parameter

kubisches |kubisches 216 9 0,3071 11,4041
Polynom Polynom

kubisches |Levenspied 216 7 0,3808 1,3998
Polynom (1980)

Eine ana oge Untersuchung wurde mit dem homofermentativen Referenzstamm durchgefiihrt.
Die Ergebnisse der F-Tests sind in Tabelle 5.6-4 dargestellt. Hier mul3 jedoch das Produkt aus
kubischem Polynom und Funktion nach Levenspid (1980) zur Beschreibung des
Wachstumsverhaltens abgelehnt werden, da fir diesen Fal f > F gilt. Auch die Betrachtung
der Korrelationskoefizienten, die fir das Produkt aus zwel kubischen Polynomen Rz = 0,942
und fur das Produkt aus kubisches Polynom und Funktion nach Levenspiel (1980) Rz = 0,916
betragen, sprechen fir eine Verwendung der beiden kubischen Polynome.

Tabelle 5.6-4 F-Test der Anpassungen verschiedener Funktionen an das Wachstumsverhalten
des Stammes L. amylovorus TMW 1.661 in Abhangigkeit vom pH-Wert und der
Essigsaurekonzentration

Funktion Funktion Anzahl der Messungen Anzahl der Parameter  f F
pH-Wert Lactat

kubisches | kubisches 216 9 0,489 0,682
Polynom Polynom 4
kubisches |Levenspied 216 7 1,404 1,399
Polynom (1980) 1 8
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Ethanol

Der Einflud von Ethanol kann in Fermentationen wie sie hier durchgefihrt wurden
vernachlassigt werden. Dies zeigt sich deutlich in Abbildung 4.10-1 und Abbildung 4.10-2.
Eine signifikante Veranderung der Wachstumsrate mit steigender Ethanolkonzentration ist
nicht erkennbar. Nach den vorliegenden Ergebnissen kann diese Aussage bis zu ener
Konzentration von 400 mmol/l gemacht werden. Dieser Wert liegt deutlich Uber den
Konzentrationen die in den Laborfermentationen erreicht wurden. Die industriell
durchgefthrten Fermentationen erreichen ebenfalls deutlich niedrigere
Ethanolkonzentrationen wie in Kapitel 4.15 oder bei Mduller (1995) beschrieben. Bei
verdnderten Bedingungen wie zum Beispiel einer Fermentation, an der Hefen beteiligt sind,
muf3ten die Untersuchungen entsprechend erweitert werden.

5.7 Der Einflul3 der Temperatur auf die Organismen

Die Temperatur ist fur die Produktion von Sauerteig jeglicher Art ein wesentlicher
Einflul¥faktor. Dies liegt zum einen daran, dald diese Grolie vergleichsweise einfach zu
beeinflussen ist, und zum anderen, dal3 die Temperatur grofe Auswirkungen auf die
Organismen hat, die fur die Fermentation verantwortlich sind. Das Wachstum der beiden
Stdmme L. amylovorus TMW 1.661 und L. pontis TMW 1.109 wurde untersucht und
verschiedene Modellgleichungen an die Mef3werte angepald. Die daraus erhatenen
Ergebnisse sind in Tabelle 5.7-1 und Tabelle 5.7-2 zusammengefaldt. Auffallend ist bei beiden
Stammen, dald der Korrelationskoeffizient fur die Anpassung einer Funktion nach Bellgardt
(1991) im Vergleich zu den beiden anderen in Kapitel 4.11 verwendeten Funktionen deutlich
abféllt. Im Bereich hoher Temperatur fallt auf, dald bel dieser Funktion keine maximale
Temperatur angegeben werden kann, ab der das Wachstum auf null absinkt. Diese Funktion
weist auch bei sehr hohen Temperaturen noch Werte tber null auf, obwohl in den
Experimenten eindeutig festgestellt wurde, dal3 beide Stémme Uber einer Temperatur von 52
°C kein Wachstum mehr zeigen. Dies 183t die Funktion nach Bellgardt (1991) als wenig
geeignet erscheinen, um das Wachstum der Stamme in Abhangigkeit von der Temperatur zu
beschreiben. Fir Stamm L. amylovorus TMW 1.661 liefert die Anpassung der Funktion nach
Zwietering (1991) den hochsten Wert fur die Korrelation und die Temperaturgrenzen fur das
Wachstum stimmen gut mit den Beobachtungen Uberein. Die Funktion nach Dossmann
(1996) liefert hier weniger geeignete Werte. Die Angabe fir die minimale Temperatur, bel der
gerade kein Wachstum mehr zu beobachten ist, kann hier nur annéhernd gegeben werden, da
die Funktion bel der angegebenen Temperatur keine Nullstelle aufweist, sondern nur ein
lokales Minimum nahe Null besitzt.

Tabelle 5.7-1 Ergebnisse der Anpassungen verschiedener Modellgleichungen an das
Wachstum von Stamm L. amylovorus TMW 1.661 in Abhangigkeit von der Temperatur

Funktion R2 Timin Thax Topt Anzahl der
Parameter

Dossmann (1996) | 0,962 (25°C) 54,3°C 42°C 4

Bellgardt (1991) |0,902  --- 41,7°C 5

Zwietering (1991) (0,983 22,1°C 51,7°C 434°C 5
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Fur den Stamm L. pontis TMW 1.109 ist der Korrelationskoeffizient der Funktion nach
Dossmann (1996) am hochsten. Da sie zudem die geringere Anzahl an Parametern enthélt ist
sie den anderen Funktionen vorzuziehen.

Tabelle 5.7-2 Ergebnisse der Anpassungen verschiedener Modellgleichungen an das
Wachstum von Stamm L. pontis TMW 1.109 in Abhangigkeit von der Temperatur

Funktion R? Trin T Topt Anzahl der
Parameter
Dossmann (1996) | 0,975 26,4°C 52,0°C 40,6 °C 4
Bellgardt (1991) |0,898 --- 41,6°C 5
Zwietering (1991) [0.964 20,0°C 53,1 °C 41,1°C 5

Generell ist auffallend, dald3 der Ansatz nach Bellgardt (1991) sich as am wenigsten zur
Beschrelbung der Mel3werte erwiesen hat, obwohl dieser auf einer in Kapite 3.8.4
beschriebenen systematischen Herleitung beruht. Die Vorgange sind demnach so komplex,
dad sie durch empirisch ermittelte Gleichungen ebensogut oder sogar besser beschrieben
werden konnen. In einem Punkt zeigt sich die mechanistische Gleichung nach Bellgardt
(1991) jedoch Uberlegen. Im Bereich niedriger Temperaturen steigen die Werte der
Funktionen nach Dossmann (1996) und Zwietering (1991) bei sinkender Temperatur an. Dies
widerspricht allen Beobachtungen ebenso wie prinzipiellen Uberlegungen. Fir
Extrapolationen ist daher der Ansatz nach Bellgardt (1991) vorzuziehen.

Die Untersuchung des Glucoseverbrauchs pro gebildeter Zellmasse in Abhangigkeit von der
Temperatur ergab keine mef3bare Verschiebung. Fir beide Organismen ist die Steigung der
Korrelationsgerade nahe 0 und der Korrelationskoeffizient klein (0,0059 und 0,096). Aus
theoretischen Uberlegungen ist zu vermuten, dal3 der Glucoseverbrauch bei sehr hohen
Temperaturen ansteigt, da die Organismen auf hohe Temperaturen mit der Bildung von
Strefjproteinen reagieren (Lehninger et a 1998). Diese Bildung ist mit einem Verbrauch
nutzbarer Energie verbunden, dem keine Bildung von Zellmasse gegenlber steht. Da dieser
Effekt in den Experimenten nicht nachweisbar ist, sind zwei Erklérungen moglich. Zum Einen
ist es moglich, dald die Bildung von Strefjproteinen so wenig ATP verbraucht, dal3 die
Mef3genauigkeit nicht ausreichte, um den Effekt feststellen zu kénnen. Zum Anderen kdnnte
es sein, daid die Bildung von Stref3proteinen erst bel sehr geringen Wachstumsraten einsetzt,
bei denen die Messung des Glucoseverbrauchs nicht mehr in ausreichender Genauigkeit
moglich ist. Dies wirde bedeuten, dal? die Denaturierung von Enzymproteinen einsetzt, bevor
die Bildung von Stref3proteinen die Organismen schiitzt. Die Untersuchung der Bildung von
Milchsaure pro neu entstandener Zellmasse in Abhéngigkeit von der Temperatur ist analog zu
sehen. Die in Abbildung 4.11-13 und Abbildung 4.11-14 dargestellten Ergebnisse
untermauern die oben angefiihrten Ergebnisse.

Die optimale Wachstumstemperatur, ebenso wie die maximale Wachstumstemperatur ist beim

homofermentativen Stamm hoher als beim heterofermentativen Stamm. Dies erklart die in
Kapitel 4.6 beobachtete Stoffwechsel verschiebung bei Verénderung der Temperatur.
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5.8 Der Einflul3 des Sauerstoffs auf die Organismen

Sowohl der homofermentative Stamm L. amylovorus TMW 1.661 as auch der
heterofermentative  Stamm L. pontis TMW 1109 werden durch ene hohe
Sauerstoffkonzentration gehemmt. Dies zeigt der in Abbildung 4.12-1 dargestellte Versuch.
Wird in dieser Versuchsanordnung die Frequenz des Schiittlers nur um ca. 5 rpm gesteigert
und dadurch der Sauerstoffeintrtag geringfigig erhoht, sinkt die Menge der gebildeten
Zellmasse bis auf nahezu Null ab. Die Grenze, ab der die Hemmung durch Sauerstoff einsetzt,
mul3 demnach sehr eng sein. Der heterofermentative Stamm L. pontis TMW 1.109 besitzt
andererseits die Fahigkeit, Sauerstoff aufzunehmen und als Elektronenakzeptor zu nutzen.
Diese Fahigkeit wurde bereits fUr verschiedene heterofermentative Organismen beobachtet
(NG 1972, Martinez-Anaya et a 1994, Stolz et a 1995, Hammes et al 1996). Dabei entsteht
toxisches Wasserstoffperoxyd (Axelson 1998). Die verwendeten Organismen verfiigen jedoch
nicht Gber die weit verbreiteten z.B. von Lim (1994) beschriebenen Entgiftungsmechanismen.
Eine Moglichkeit fir die Organismen der Toxizitét des Wasserstoffperoxyds zu entgehen,
konnte in der Bildung von Pseudo-Katalase liegen (Hammes und Vogel 1995). Diese
Vorgéange fuhrten zu einer Verschiebung des Stoffwechsels in Richtung der Bildung von
Acetat. Dies belegen die Fermentationen die parallel aerob und anaerob durchgefihrt wurden.
Die Ergebnisse dieser Versuche sind in Abbildung 4.12-2 dargestellt. Im Falle der aeroben
Fermentationen wurde signifikant mehr Acetat gebildet. Die geringfligige Bildung von Acetat
im Fal der anaeroben Fermentationen ist auf eventuell vorhandenen Restsauerstoff und
andere im Medium in geringen Mengen vorhandenen Elektronenakzeptoren zurtickzufihren.
Die Nutzung des Sauerstoffs durch den Stamm L. pontis TMW 1.109 fuhrt zu einem
Verbrauch von Sauerstoff. Daher besteht die Méglichkeit, dal’3 dessen hemmende Wirkung
verringert wird. In 4.10 wurde gezeigt, dald es eine Sauerstoffkonzentration gibt, bei der
Stamm L. pontis TMW 1.109 nicht gehemmt wird, das Wachstum von Stamm L. amylovorus
TMW 1.661 jedoch im Vergleich zur anaeroben Fermentation deutlich absinkt. In Abbildung
4.12-3 ist der Synergie-Effekt der beiden verwendeten Stamme zu erkennen. Wirden die
beiden Stdmme in der Mischkultur unabhdngig voneinander wachsen, mifte sich en
Wachstum gemal3 der im Diagramm dargestellten rechnerischen Summe aus dem Wachstum
der beiden einzelnen Stdmme ergeben. Unter anaeroben Bedingungen (Abbildung B) liegt das
tatsachliche Wachstum deutlich unter dieser Kurve. Diesist zu erwarten, da beide Stdmme um
Néahrstoffe konkurrieren und die Hemmung durch Stoffwechsel produkte grofer ist. Unter
aeroben Bedingungen (Abbildung A) ist jedoch das tatsachliche Wachstum in der Mischkultur
grof3er als die rechnerische Summe der Einzelkulturen. Da die Bedingungen in den parallelen
Ansdtzen gleich waren, ist dadurch nachgewiesen, dal3 ein Synergie-Effekt vorliegt. Unter
ansonsten gleichen Verhdtnissen liegt dieser Synergie-Effekt nicht vor, wenn die
Fermentationen unter Sauerstoffabschluld durchgefiihrt werden. Der heterofermentative
Stamm L. pontis TMW 1.109 verbraucht den Sauerstoff und der homofermentative Stamm L.
amylovorus TMW 1.661 zeigt als Indikatorstamm die Verringerung der hemmenden Wirkung
an.

Der Eintrag von Sauerstoff mifte aus den oben aufgefiihrten Grinden zu einer hoéheren
Energieausbeute in den Fermentationen fuhren. Dieser Effekt wurde bel anderen Stdmmen
von Paynter et al. (1997), und Klostermaier (1999) beobachtet. Die hohe Empfindlichkeit der
in der vorliegenden Arbeit betrachteten Organismen gegentiber Sauerstoff bedingt jedoch, dal3
die hohere Energieausbeute in Gegenwart von Sauerstoff nur in sehr geringem Mal3e genutzt
werden kann. Da zudem der Sauerstoffeintrag in einen Fermenter nicht exakt dosiert werden
kann, ist die Verwendung von Sauerstoff as preisgiinstiger Elektonenakzeptor kein probates
Mittel zur Steigerung der Ausbeute.
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5.9 Der Einflul3 der lonenstarke auf die Organismen

Verschiedentlich wird von der positiven Wirkung von Salzen in geringer Konzentration
berichtet. So fand Maloney (1977) eine positive Wirkung auf ATPasen und Otto et a. (1983)
eine unterstitzende Wirkung auf die Erhaltung des intrazellul&ren pH-Wertes. Fur die
verwendeten Stdmme konnte jedoch keine férdernde Wirkung von geringen
Salzkonzentrationen gefunden werden. Lediglich die Hemmung bel hohen Konzentrationen
wurde beobachtet. Dabei ist die Reaktion der beiden untersuchten Stdmme auf steigende
Salzkonzentration sehr unterschiedlich. Der homofermentative Stamm L. amylovorus TMW
1.661 zeigt bis zu einer Konzentration von ca. 2,5 % Salz nur ein geringe Reaktion. Steigt die
Konzentration weiter an sinkt die Wachstumsrate rasch auf O ab. Die maximae
Wachstumsrate des heterofermentativen Stammes L. pontis TMW 1.109 sinkt demgegentiber
bereits bei geringen Konzentrationen leicht ab, betrégt jedoch auch bei einer Konzentration
von 4 % Salz noch ca. 1/3 des maximalen Wertes.

5.10 Der ATP-Pool innerhalb der Zellen

Bei der Betrachtung des Verlaufes des ATP-Wertes wahrend einer Fermentation war es
insbesondere von Bedeutung, ob ein direkter Zusammenhang zwischen der momentanen
Wachstumsrate und dem ATP-Wert besteht. In diesem Fall wére es moglich gewesen, das
Wachstum als Funktion des ATP-Wertes zu berechnen. Der Einfluf3 von Faktoren wie pH und
die Konzentration der Stoffwechsel produkte wiirde indirekt durch die Verdnderung des ATP-
Pools zur Geltung kommen. In Abbildung 4.14-1 sieht man jedoch, dal3 dieser Ansatz zur
Beschreibung des Wachstums nur bedingt geeignet ist. Man erkennt, dal3 die intrazellulére
ATP-Konzentration noch ansteigt nachdem die Wachstumsrate bereits deutlich
zurickgegangen ist. Daher kann dieser Wert nicht zur alleinigen Beschreibung der
Wachstumsrate ausreichen. Somit kann davon ausgegangen werden, dal3 die Auswirkung
hemmender Substanzen nicht nur Uber eine Beeintréachtigung des Energiestoffwechsels und
damit durch eine Verringerung der den Organismen zur Verfiigung stehenden Energie erfolgt
sondern, dal3 das Wachstum hemmende Substanzen einen direkten EinfluR® auf die Bildung
von Zellmasse besitzen.

Weliterer Gegenstand der Untersuchung war das Verhalten des intrazelluléren ATP-Pools bel
Variation des pH-Wertes. Vergleicht man drel Batch-Fermentationen, die bel verschiedenen
pH-Werten durchgefihrt wurden, so ergibt sich ein deutlicher Unterschied im Verlauf der
intrazelluldren ATP-Konzentration, obwohl das Wachstum weitgehend parale verlauft. Das
bedeutet, dal3 die Zellen in der Lage sind, die ungunstigeren Wachstumsbedingungen bei
niedrigeren pH-Werten bis zu einem gewissen Mald durch interne Regelmechanismen
auszugleichen wodurch sich der intrazelluldre ATP-Gehalt der Zellen verandert. Dies kénnte
im wesentlichen durch Aufrechterhaltung des intrazelluldren pH-Wertes geschehen.
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5.11 Modell zur Beschreibung des heterofermentativen Stoffwechsels

In dieser Arbeit wurde der Versuch unternommen, das Wachstum des heterofermentativen
Stammes L. pontis TMW 1.109 kombiniert mit den wesentlichen Aspekten des Stoffwechsels
der Organismen zu beschreiben. Dazu wurde zundchst das Stoffwechselschema des
heterofermentativen Glucoseabbaus vereinfacht, um die Anzahl der Parameter in Grenzen zu
halten. Dann wurde daraus €in System von Differentialgleichungen abgeleitet. Ahnliche
Systeme wurden bereits entwickelt z.B. fir homofermentative Organismen von Passos et al
(21993) und Klostermaier (1999). In diesen Systemen wurden jedoch keine intrazelluléren
Vorgange bertcksichtigt. Das in der vorliegende Arbeit entwickelte System wurde dann an
Mef3daten angepaldt. Die erhaltenen Parameter sind dazu geeignet, Aussagen Uber das
Verhalten der Organismen zu treffen.

So wurden mit dieser Methode Ergebnisse aus Versuchen bestdtigt und damit die
Anwendbarkeit des Modells erwiesen. Dies konnte am Beispiel der Affinitét der Organismen
gegeniber Zucker und deren Hemmung durch Stoffwechselprodukte gezeigt werden.
Unterschiede zur isolierten Betrachtung ergaben sich bei der Untersuchung von Fructose.
Deren Aufnahme kann bei Zellen in identischem physiologischem Zustand als konstant
angenommen werden. Die Fructoseaufnahme wéhrend einer Fermentation ist jedoch nur
durch eine lineare Abhangigkeit von der Fructosekonzentration zu beschreiben. Dies konnte
man durch einen Aufnahmemechanismus wie erleichterte Diffusion erklaren. Dieser
scheinbare Wiederspruch konnte durch folgende Annahme geklat werden. Die
Fructoseaufnahme und Acetatbildung werden durch eine Kinetik nach Michaelis-Menten
bestimmt. Wéhrend einer Fermentation @ndert sich der physiologische Zustand der Zellen
gegenuber Fructose in Abhangigkeit der Fructosekonzentration. Diese Hypothese muf3 durch
weitere Versuche untermauert werden. Die vorliegenden Ergebnisse deuten jedoch bereits in
die beschriebene Richtung. Das Modell liefert zusdtzlich Abschézungen Uber die
intrazelluldre Konzentration von ATP und den C-Kérpern. Diese konnen als
Diskussionsgrundlage und zur Weiterentwicklung physiologischer Modelle dienen.
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6 Zusammenfassung

Brotteig wird seit langer Zeit gesauert. Ohne Kenntnis der Vorgange, die zur Sduerung
fuhren, und ohne die Grinde fir die positiven Wirkungen der Sauerung zu kennen, wurden
bereits frih leistungsfahige Verfahren auf empirischem Wege entwickelt. Heute ist bekannt,
welche Organismen fur die Sduerung verantwortlich sind und worauf die Verbesserung der
Teigqualitét beruht.

Traditionell wurde Teig durch spontane Sauerung oder durch Anfrischen mit Sauerteig aus
der letzten Fuhrung hergestellt. Diese Methoden sind bis heute gebrauchlich. Eine
Verbesserung erzielt man indem man Reinzuchtkulturen verwendet. Dadurch wird die
biologische Sicherheit erhdht und eine hohe Fermentations eistung garantiert. Da bekannt ist,
dal3 die wichtigsten Aspekte der Sauerteigbereitung auch durch Zugabe von Milchsaure
erreicht werden konnen, wird heute auch ein Verfahren angewandt, bei dem in Form von
getrockneten Sauerteigprdparaten die Milchsdure zugefuhrt wird. Dadurch kann die
zeitaufwendige und risikobehaftete Fermentation zentral in grof3en Fermentern ablaufen, und
das Endprodukt einfach gelagert und transportiert werden.

In diesen als Typ Il-Fermentationen bezei chneten Fermentationen haben sich im wesentlichen
zwei  Gruppen von Mikroorganismen etabliert. Diese konnen nach ihrem jeweiligem
Hauptstoffwechselweg als homofermentative und heterofermentative Organismen bezeichnet
werden. Je ein reprasentativer Vertreter der beiden Gruppen wurde in der vorliegenden Arbeit
ndher untersucht. Diese waren der heterofermentative L. pontis TMW 1.109 und der
homofermentative L. amylovorus TMW 1.661.

Eine neue Methode wurde entwickelt mit der wesentliche Vorgange wahrend einer derartigen
Fermentation beobachtet werden konnten. Mit dieser Methode wurden Verschiebungen des
Stoffwechsels festgestellt. Zum einen konnte eine Zunahme des homofermentativen
Stoffwechsels bei steigender Temperatur beobachtet werden. Zum anderen zeigte sich ein
Rickgang des homofermentativen Stoffwechsels wéhrend einer Fermentation. Um einen
genaueren Einblick in diese Fermentationen zu erhalten wurden daraufhin die Reaktion der
Organismen auf einzelne Einflussfaktoren néher untersucht.

Die Untersuchung der Organismen auf ihr Verhaten gegentber Nahrstoffen zeigte in beiden
Falen eine hohe Affinitdt gegentber dem Haupt-Energielieferanten Glucose. Parameter
wurden ermittelt, um das Wachstum der Organismen in Abhéngigkeit von der
Glucosekonzentration zu beschreiben. Es wurde nachgewiesen, dal3 Pentosen nur in sehr
geringem Ausmal3 verwertet werden. Diese Stoffgruppe kann fur die dynamische Betrachtung
der Vorgdnge in den Fermentationen vernachlassigt werden. Fructose beeinfluld das
Wachstum beider Stamme kaum. Der Stoffwechsel der heterofermentativen Organismen wird
jedoch durch Fructose stark beeinfluf3t, da der Zucker als Elektronenakzeptor verwendet wird
und sich das Produktspektrum der Fermentation andert. Dieser V organg wurde untersucht und
Mdoglichkeiten zur quantitativen Beschreibung entwickelt. Die Organismen in den
beobachteten Fermentationen sind auf komplexe Nahrmedienzuséize angewiesen. In den
Experimenten konnte nachgewiesen werden, dal3 die Affinitét zu den fur ein nachhaltiges
Wachstum benttigten Stoffen gering ist, und daher auf eine ausreichende Versorgung der
Organismen geachtet werden mul3.
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Desweiteren  wurde die Hemmung der Organismen durch die entstehenden
Stoffwechsel produkte untersucht. Ethanol konnte dabei vernachl&ssigt werden, da es in dem
relevanten Bereich keine mef3bare Auswirkung auf die Organismen zeigte. Anders bei den
gebildeten Séuren. Diese haben eine hemmende Wirkung auf die Organismen. Dabei war
jedoch eine differenziertere Betrachtung notwendig. Sowohl fir Milchséure as auch
Essigsdure konnte nachgewiesen werden, dal3 die hemmende Wirkung im dissoziierten
Zustand vernachlassigt werden kann. Um die Hemmung durch die undissoziierten S&uren
beschreiben zu kénnen, muld der pH-Wert mit berticksichtigt werden. Verschiedene Modelle
wurden getestet, die dies beschreiben kdnnen. Polynomische Modelle sind in den meisten
Falen zu bevorzugen.

Sauerstoff hemmt beide untersuchten Referenzorganismen. Der heterofermentative
Organismus kann jedoch Sauerstoff in geringen Konzentrationen verwerten und dadurch
dessen toxische Wirkung verringern. In industriellen Prozessen kann dies in den
Anfangsphasen der Fermentation eine Rolle spielen, wenn durch Mischvorgénge Sauerstoff
eingetragen wurde. Die erhdhte Energieausbeute durch die Verwertung von Sauerstoff kann
nicht nutzbar gemacht werden, da aufgrund dessen toxischer Wirkung auf die Organismen nur
sehr geringe Mengen in den Fermenter eingebracht werden kdnnen.

Die Temperaturabhangigkeit des Wachstums beider Organismen kann gut mathematisch
beschrieben werden. Dabei zeigt sich, dal3 der homofermentative Organismus ein hoheres
Temperaturoptimum besitzt als der heterofermentative.

Die Berticksichtigung der Stochiometrie der Hauptstoffwechselwege ermdglicht es, durch die
Messung einfach zu ermittelnder Grofen, Rickschltisse auf die Vorgange in eéinem Fermenter
zu ziehen, in dem ein Organismengemisch zum Einsatz kommt. Dadurch wird eine On-line-
Beobachtung moglich.

Der intrazelluldre ATP-Pool des heterofermentativen Stammes wurde beobachtet. Dadurch
konnte nachgewiesen werden, dal3 dieser nicht im Zusammenhang mit der aktuellen
Wachstumsrate steht. Der pH-Wert des Mediums beeinflufld den intrazellulédren pH-Wert
erheblich.

Ein komplexes Modell wurde entwickelt, in dem intrazelluldre Vorgange mit der
Beschreibung des Wachstums der Zellen kombiniert wurde. Dies ermdglicht ene
differenziertere Betrachtung der Vorgange in einem Fermenter. Die intrazellularen Vorgange
missen dabei zwar stark vereinfacht in das Modell einbezogen werden, dennoch kénnen
Hypothesen an einem derartigen Modell getestet werden.
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7/ Summary

The acidification of dough is known since very long time. Without a detailed knowledge of
the process leading to acidification and without knowing the reasons of the positive effects of
acidification mankind developed effective methods for dough acidification by empiric ways.
Today the organism responsible for acidification are well known as well as the chemica
effects caused by the acidification.

There are two traditional ways of producing sourdough. The spontaneous acidification by the
bacteria of the flour and the usage of an inoculum from the previous fermentation. These
methods are in use till today. An improvement of the sourdough-production is the usage of
starter-cultures. By means of this the biological security isimproved as well as the efficiency
of the fermentation. As it is known today that the most important effects of the sourdough-
production can be achieved by adding lactic acid, a new form of sourdough-production was
developed. This procedure uses dried material from cereal fermentations. By means of this
the time consuming and riskfull fermentation can be carried out in big fermentation vessels
where the process control is easier and the efficiency is better. The dried product of this
process can be stored for long time and easily be transported.

These fermentations are called type Il fermentations. Two types of organism are considered to
dominate in these fermentations. According to the respective main methabolic pathway the
groups are called homofermentative and heterofermentative organism. One represantative
strain of each group was selected and investigated in detail.

A new method was developed to examine the main processes in the above mentioned
fermentations. Using this method a metabolic shift could be observed. Increasing
temperature led to a shift towards heterofermentative metabolism. During a fermentation the
heterofermentative metabolism decreased. To gain a deeper insight to the fermentation the
reaction of the organismsto different parameters was investigated.

The effect of the concentration of different nutrients on the organism was examined. Both
strains show a strong affinity towards the main energy-supplier glucose. Parameters were
determined to describe the effect on the growth of the organism. It was shown, that pentoses
are consumed to a very low degree. This group of carbohydrates has not to be considered in a
dynamic description of the processes during the fermentations. The influence of fructose on
the growth of both strains is very low. Hence the metabolism of the heterofermentative strain
is affected deeply by fructose. This process was examined and a method was developed to
describe the quantities of the changes. The examined organism are strongly dependent to a
sufficient supply of complex ingredients of the media. The experiments show, that the affinity
of the organism to the supplements is not very high. Therefore a sufficient supply of the
organism is important.

In addition the inhibition of the organism by the products of the metabolism was examined. It
was shown, that the effect of ethanol can be neglected. The concentrations of ethanol used in
the experiments had no measurable effect on the organism. This was different with the
organic acids. These show a strong inhibitory effect on the organism. The inhibition is
depending on the degree of the dissociation of the acid and therefore depending of the pH-
value of the medium. For both, lactic and acetic acid it was shown that the inhibitory effect of
the undissociated acid on the organism can be neglected. Therefore a mathematical
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description of the effect of the organic acids has to consider the pH-value. Various models
were tested to describe this. In most cases simple polynomic models were superior.

Oxygen has a strong inhibitory effect on both considered organism. The heterofermentative
strain has got the ability to use oxygen as a electron-acceptor. This reduces the concentration
of oxygen and therefore its toxic effect. In industrial processes this may be important at the
beginning of fermentations. In this phase oxygen can be dissolved in the fermenter due to
mixing-processes. The higher gain of energy for the organism can not be used because of the
toxic effect of the oxygene which limits the concentration of oxygen at avery low level.

The effect of temperature on the growth of the organism can be described well by
mathematical equations. The homofermentative organism show a higher optimum compared
to the heterofermentative strain.

If the stoechiometry of the main metabolical pathways is considered, it is possible to get
information about the state of the fermentation by simple measurements. These measurements
can be made on-line.

Observations of the intracellular ATP-concentrations were made. These showed that there is
no relation between the actual growth-rate and the intracellular ATP-concentration. An effect
of the pH-value on the intracellular ATP-concentrations could be shown.

A complex model was developed which takes the intracellular processes into consideration.

This allows a sophisticated view on the intracellular processes. The intracellular processes
must be simplified for this purpose, but the model is useful to test hyotheses.
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