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Die meisten Stoffwechseluntersuchungen hinsichtlich intrazelluldrer Metaboliten fiir Corynebacterium glutamicum-Stam-
me wurden bisher mit Biomassekonzentrationen < 10gL™" durchgefiihrt. Innerhalb der vorliegenden Arbeit konnte
gezeigt werden, dass Untersuchungen bis Konzentrationen von 32 g L™ moglich sind. Die Modifikation einer automatisier-
ten Schnellfiltration weist den Weg zu weiteren zeitlichen Verkiirzungen auf. Auflerdem konnte mithilfe der Filtration der
Einfluss einer genetischen Modifikation der Aspartokinase zur Unterdriickung der Inhibierung im Aspartatstoffwechsel

quantifiziert werden.
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Automated Fast Filtration for the Analysis of Intracellular Metabolites at Higher Biomass
Concentrations

Studies of intracellular metabolites of Corynebacterium glutamicum mostly were done at levels of biomass concentrations
below 10gL™". In this work we could show that it is also possible up to 32 g L™ biomass concentration. Hereby we could
point towards a faster filtration process with a modification of the already established automated fast filtration. We also

could quantify the influence of a genetic modification of the lysine feedback inhibited asparto kinase in the aspartate

metabolism with the automated fast filtration at higher biomass concentrations.
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1 Einleitung

Metabolische Stoffwechseluntersuchungen von mikrobiellen
Kultivierungen, also die quantitative Bestimmung intrazel-
luldrer Stoffwechselprodukte, bendtigen eine schnelle und
verlustfreie Probenentnahme aus der Fermentationsbriihe.
Dabei haben sich zwei Verfahren etabliert, das sogenannte
Quenchen und die Filtration. Beide wurden separat als Ver-
fahren fiir die Probenentnahme methodisch behandelt,
modifiziert, verbessert [1-3], automatisiert und gegentiber-
gestellt [4-9]. Nachteilig wirkt sich beim Quenchen das Ver-
lustverhalten (cell leakage) der Organismen aus, bei dem
Stoffwechselprodukte in undefinierter Menge aus dem Zell-
inneren in die Umgebung abgegeben werden [3, 10]. Erkla-
rungen hierfiir finden sich wahrscheinlich in strukturellen
Veranderungen innerhalb der Membran [5,10,11], tber-
exprimierten Proteinen [12], in diffusiven Effekten [13] und
auch im Wachstumsstadium der Zellen [12]. Eine ausfiihr-
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liche Behandlung der Hintergriinde ist bei Schédel et al.
[14] zu finden.

Hauptursachen fiir das cell leakage sind thermischer und
osmotischer Stress oder die Verwendung von organischen
Losungen [15], wobei sich die physikalisch-chemischen
Eigenschaften der Phospholipide innerhalb der Zellmem-
bran und somit deren Stabilitit &ndern. Dies kann wiede-
rum zu einer Schiadigung oder Zerstérung der Membran
fuhren, was das Gleichgewicht von intra- und extrazellula-
ren Ionen stort und zu unspezifischem Diffusionsverhalten
fiihren kann [3].

Um zu verhindern, dass der festgestellte Verlust an Meta-
boliten einen Einfluss auf die Bestimmung der Stoffkon-
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zentrationen hat, tritt die Filtration in den Fokus [3,16,17].
Dabei werden Biomasse und Medium getrennt, der Filter
gespilt, um das noch vorhandene Restmedium zu entfer-
nen, und der Stoffwechsel im Anschluss durch Quenchen
gestoppt. Um einen Verlust an intrazelluldren Stoffen wih-
rend des Waschvorganges zu unterbinden, wird die Wasch-
l6sung angepasst. Der ausschlaggebende Parameter ist hier
die Ionenstirke (I), die ausgehend vom Grundgeriist des
osmotischen Drucks zusitzlich den Einfluss der Dissozia-
tion auf die Eigenschaften der Losung beschreibt [1,18].
Fir das Stoppen des Stoffwechsels, also den Schritt des
Quenchens, hat sich fliissiger Stickstoff etabliert. Mit diesem
Verfahren und einer vorab entwickelten automatisierten
Schnellfiltration innerhalb von 65 sollen in dieser Arbeit
intrazelluldre Konzentrationen von Aminosduren bei Bio-
massekonzentrationen bis zu 32gL™" von Corynebacterium
glutamicum bestimmt werden. Bisherige Untersuchungen
mittels einer Schnellfiltration wurden bisher nur bis maxi-
mal 10 gL' Biomassekonzentrationen des genannten Orga-
nismus durchgefiihrt.

Mittels mikrobieller Kultivierung wird eine Reihe wichti-
ger Aminosduren industriell hergestellt. Da liegt es auf der
Hand, die involvierten Stoffwechselwege zu optimieren und
gezielt auf einzelne Stoffe auszurichten. Auf dem klassischen
Weg funktioniert dies tiber initiierte zufillige Mutationen
(random mutations), die im Hinblick auf eine erhohte
Lysinproduktion weitestgehend gute Resultate beziiglich der
Lysinkonzentration zeigen, gleichzeitig aber mit einer nied-
rigeren Substrataufnahme, geringerem Wachstum und
ungewollten, sich akkumulierenden Nebenmutationen im
Hintergrund [19] sowie einer geringeren Robustheit des
modifizierten Stamms einhergehen [20]. An diesem Punkt
setzt das sogenannte System metabolic engineering an, des-
sen Strategie auf einem genombasierten Ansatz fufit und zu
minimal mutierten Stimmen fiithrt [19,21]. Dabei wurden
neben der Uberexpression aller Gene im Zielstoffwechsel-
weg oder von Schliisselenzymen in den Stoffwechselwegen
(Aspartokinase, Pyruvatcarboxylase, Phosphoenolpyruvat-
carboxylase) [22] die NADPH-Versorgung [23] oder auch
die Sekretion des Lysin durch verstirkte Genexpression des
Lysin Carriers (LysE) erhoht [24]. Im Falle der Lysinpro-
duktion zeigt die Modifikation der Aspartokinase (LysC)
die beste Erfolgsquote und gilt somit als Schliisselenzym fiir
diesen Stoffwechselweg [25]. Die Aspartokinase bewerkstel-
ligt den Schritt der Phosphorylierung des Aspartats zu L-3-
Aspartylphosphat, von dem aus die Synthesewege tiber Dia-
minopimelat zu Lysin und iiber Homoserin zu Threonin
beginnen. Uber den Zwischenschritt Homoserin werden
auch Methionin, Glycin und Isoleucin synthetisiert. Aber
nur Threonin und Lysin haben eine hemmende Wirkung
auf das Enzym Aspartokinase [26]. Bei dieser Art von Hem-
mung liegt eine sogenannte Feedback-Inhibierung vor. End-
produkte eines Synthesewegs reduzieren bei Anwesenheit
ihre weitere Bildung. Ein Ansatz zur Modifikation fiir einen
Lysin-produzierenden Stamm ist somit die Authebung die-
ser Produktinhibierung der Aspartokinase.
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien und Stamme

Soweit nicht anderweitig benannt, wurden alle verwendeten
Chemikalien von Sigma-Aldrich (Deutschland), Carl Roth
(Deutschland) oder Merck (Deutschland) bezogen. Die
Reinheit der Chemikalien war stets von Analysegrad. Meta-
bolitenstandards fir die Analytik wurden ausschlieSlich
von Sigma-Aldrich bezogen. Der Wildstamm C. glutami-
cum ATCC 13032 stammt von der DSMZ (Deutsche Samm-
lung von Mikroorganismen und Zellkulturen, Braun-
schweig, Deutschland). Durch die genetische Modifikation
dieses Wildstamms wurde der Lysin-produzierende Stamm
mit der Bezeichnung C. glutamicum LC298 erzeugt
[21,26]. Die Modifikation beruht auf einer Punktmutation
des Enzyms Aspartatkinase, das im Wildstamm fiir die
katalytische Umsetzung von Aspartat zu Aspartyl-Phosphat
verantwortlich ist.

2.2 Kultivierung und Medium

Die Kultivierung wurde in einem kontrollierten Bioreaktor-
system mit 2,5L Arbeitsvolumen (Bioengineering, Switzer-
land) durchgefiihrt. Die Kultivierungstemperatur betrug
30°C. Die Anfangswerte der Rithrerdrehzahl von 800 UPM
und der Begasungsrate von 0,5vv"' wurden fortlaufend
angepasst, um einen Sauerstoffpartialdruck (pO,-Wert) von
mindestens 40 % zu gewihrleisten Die Kontrolle des pH-
Wertes von 7,2 erfolgte mittels Titration von 2 M Phosphor-
sdaure und 25% Ammoniakwasser. Zur Minderung des
Schaumvorkommens im Bioreaktor wurde als oberflichen-
aktives Polymer Struktol® J673 A eingesetzt. Das Medium
fiir den Satzbetrieb wurde von da Luz et al. [27] ibernom-
men, wobei die anfingliche Substratkonzentration 30 gL™
Glucose betrug. Das fiir die Fiitterungsphase verwendete
Medium unterschied sich davon in der Glucosekonzentra-
tion von 500 g L™, der fehlenden Salzlosung und der Zugabe
von 45g L™ (NH,),HPO,.

2.3 Schnellfiltration

Die Schnellfiltration wurde nach der von da Luz et al. [28]
entwickelten automatisierten Schnellfiltration durchgefiihrt.
Es wurde keine Verdnderung der dabei verwendeten Filter-
kombination, des Ablaufs sowie der Berechnung der Ionen-
stirke der Waschlosung vorgenommen. Fiir die darauf
aufbauende Filtration wurde der in der Mischlésung ver-
wendete interne Standard L-Arabinose in einer Konzentra-
tion von 2 gL' bei der Berechnung der Ionenstirke beriick-
sichtigt.
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2.4 Analytik

Fiir die Extraktion intrazellulirer Metabolite und deren
anschlieflende Bestimmung wurde die von Luz et al. [27]
entwickelte Methode als Protokoll benutzt. Die Biomasse-
konzentrationen wurden durch die Messung der optischen
Dichte bei einer Wellenldnge von 660 nm mit dem Spektro-
photometer V-1200 der Firma VWR (Deutschland) be-
stimmt, die Biotrockenmasse gravimetrisch. Die Bestim-
mung und Quantifizierung von Alkoholen, organischen
Sduren, Zuckern und Glycerin wurde mit einer HPLC-Ana-
lyse durchgefiihrt.

Zur Bestimmung von intrazelluldren Aminosduren der
Filterextrakte mittels HPLC wurde eine Derivatisierung der
Aminogruppen mit der AccQ-Tag-Methode der Firma
Waters (USA) durchgefiihrt. Das Handling der Proben zur
Derivatisierung erfolgte dabei nach den Vorgaben des Her-
stellers. Als HPLC-System diente eine Dionex Ultimate-
3000 der Firma Thermo Scientific (Deutschland). Zur Mes-
sung von Glycerin im Konzentrationsbereich von 0,01 gL
bis 0,1 gL™" wurde eine amperometrische Detektion mittels
Ionenchromatographie herangezogen.

Als HPIC-System diente ein ICS-3000 Ionenchromato-
graphie System (Dionex, Thermo Scientific, Deutschland)
mit einer CarboPac PA 100 Siule (Dionex, Thermo Scientif-
ic, Deutschland).

3 Ergebnisse

3.1 Schnellfiltration (Ausgangspunkt)

Die automatisierte Schnellfiltration erfolgte mit der von da
Luz et al. [28] entwickelten Anlage am Institut fiir Biopro-
zess- und Biosystemtechnik der TUHH. Die Anlage wurde
zuerst fiir die Probennahme bei zunehmenden Biomasse-
konzentrationen {iber 10gL™" charakterisiert. Aus den zu
erreichenden Biomassekonzentrationen ergeben sich Unter-
schiede zu den bisher abgebildeten Kultivierungsszenarien
innerhalb der Anlage, die ihrerseits wiederum Einfluss auf
den Filtrationsvorgang darstellen konnen. Dazu gehoren
morphologische Verdnderungen der Organismen durch
Stresssituationen und Veridnderungen der Umgebung durch
das Exprimieren von Metaboliten. Die Ergebnisse dieser
Charakterisierung zeigten eine Abnahme der Volumina von
Probenmenge und Waschlosung mit zunehmender Kultivie-
rungsdauer. Ob und welcher Einfluss daraus auf die Validi-
tit bei der Bestimmung intrazellulirer Metaboliten mit der
Schnellfitration entsteht, musste somit vorab geklart wer-
den.

Es konnte wahrend der Fermentationen ein starker An-
stieg der Schaumbildung innerhalb der Kultivierungsbriihe
beobachtet werden, so dass hier ein Ansatzpunkt fir die
Uberpriifung der Anlage bestand. Stabiler Schaum inner-
halb der Probe kann zu Lufteinschluss in der Filterstruktur
filhren und den Membranwiderstand erhoéhen. Neben
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einem grofleren Anteil an Luftblasen innerhalb der Probe
zeigte das verwendete chemische Antischaummitel Struk-
tol® J673 A ebenfalls einen Einfluss auf die Filtration (Daten
hier nicht aufgefithrt). Aufgrund verschiedener Viskositit
von Kulturbrithe und Waschlésung bei der Filterkuchenwa-
schung wihrend der Fermentation kommt es zu unter-
schiedlichen Stromungsgeschwindigkeiten wahrend des
Waschvorganges. Dieses als Fingerstromung bezeichnete
Phdnomen kann zur Physiosorption zwischen Partikeln
und Mutterflissigkeit fiihren und eine Entfernung des Me-
diums erschweren [27]. Die hohere Viskositit von Anti-
schaumpolymeren hat weiterhin einen relevanten Einfluss
auf den Kontaktwinkel zur Membran, die Tropfengréfien-
verteilung sowie die Adhdsion an das Membranmaterial.
Kleinere Tropfen des Antischaummittels konnen in die
Membran eindringen und zu einem hoheren Membran-
widerstand fithren [30]. Die ansteigende Biomasse auf dem
Filter kann ebenfalls zu einem hoheren Widerstand und
einer qualitativ schlechteren Filterkuchenwaschung fiihren,
was noch unterstiitzt werden kann durch die weiter oben
genannten morphologischen Verdnderungen, die zu einer
verdnderten Porositit des Filterkuchens fithren.

Um diese Einfliisse zu minimieren, wurde die Anlage mit
einer Adaption versehen. Deren Ziel war die Verringerung
der Probenmenge nach der Entnahme aus dem Bioreaktor,
was zu einer Verringerung des Gasgehaltes, der Konzentra-
tion des chemischen Antischaumpolymers und der Biomas-
se in der verwendeten Filterstruktur fithren sollte. Eine wei-
tere Verringerung der Probenmenge aus dem Reaktor war
innerhalb der Anlage technisch nicht realisierbar, so dass
die Probe wihrend der Entnahme aus dem Bioreaktor auf
dem Stromungsweg zur Filtration mit einer weiteren Fliis-
sigkeit vermischt wurde, der sogenannten Mischlésung.
Diese sorgte fiir eine Abnahme des Probenvolumens aus
dem Reaktor in Abb. 1 und zeitgleich fiir die Reduzierung
der méglichen Einflussfaktoren. Die Anpassung der Misch-
losung zur Vorverdiinnung der Probe erfolgte parallel zur
Anpassung der Waschlosung mithilfe des Parameters der
Ionenstirke. Dieser Parameter wurde an die Ausgangsitua-
tion des Fermentationsmediums angepasst und wihrend

1,0
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__ 0,84 I Mischlésung F
—
£
c 0,61 +
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S i}
3
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S 0,2 F
O'O etabliertes set-up modifiziertes set-up

Abbildung 1. Probenvolumina der beiden Methoden zur
Schnellfitration.
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der Kultivierung nicht kontinuierlich angepasst, wie bei den
bisherigen Publikationen zu diesem Thema. Der Kontakt
von Organismen mit einer Fliissigkeit einer abweichenden
Tonenstirke fiihrt zum Verlust intrazelluldrer Metaboliten.
Dabei reagieren gram-positive Organismen nicht so stark
auf den Unterschied wie gram-negative [1,31]. Dass die
Leitfdhigkeit der Losung inklusive der Bakterien ebenfalls
ansteigt, kann darauf zuriickgefithrt werden, dass bei an-
steigender Leitfahigkeit der Umgebung ebenfalls die Leit-
fahigkeit der Zellwand erhoht wird [32].

3.2 Automatisierte Schnellfiltration

Fiir den Vergleich der Modifikation mit dem etablierten Set-
up wurden Fed-Batch-Kultivierungen zweier grampositiver
C. glutamicum-Stimme durchgefithrt, dem Wildstamm
ATCC 13032 sowie dem daraus generierten Stamm mit der
Bezeichnung LC 298. Es ist erkennbar, dass der Probenloop
mit der Vorvermischung iiber den gesamten Zeitraum ge-
fillt wird, die Probenmenge auf 160 uL + 20 uL verringert
wurde und die Probe mit der kompletten Waschlésung
gesptlt wurde (s. Abb.1 und 2). Fiir das urspriingliche Fil-
trationssetup wiederholt sich die weiter oben schon ange-
sprochene Abnahme beider Volumina. In Abb.3 ist die
Konzentration des Restmediums auf dem Filter dargestellt.
Diese wurde anhand des benutzten internen Standards in
der Briihe bestimmt und beschreibt die Qualitit der Filter-
kuchenwaschung. Dabei befinden sich die Konzentrationen
fir den Bereich einer Biomassekonzentration bis 32gL™
bei beiden Methoden zwischen 4 und 5%. Durch die
Bestimmung der Menge an nicht ausgewaschenem Medium
auf dem Filter konnten die bestimmten intrazelluliren
Metaboliten in ihrer Konzentration korrigiert werden.

Waschvolumen [mL]

0-

etabliertes set-up

modifiziertes set-up

Abbildung 2. Waschvolumina der beiden Methoden zur
Schnellfiltration.

Die Konzentration an Restmedium auf dem Filter zeigt,
dass kein signifikanter Unterschied zwischen beiden Me-
thoden bestimmt wurde. Im Umkehrschluss bedeutet dies,
dass die Einfliisse der oben genannten Lufteinschliisse und
Polymerkonzentrationen zu vernachldssigen sind und beide
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Abbildung 3. Prozentualer Anteil an verbliebenem, nicht aus-
gewaschenem Restmedium der Probe auf dem Filter.

Methoden zur automatisierten Schnellfiltration bei héheren
Biomassekonzentrationen innerhalb der Wachstumsphasen
benutzt werden konnen. Von Kim et al. [33] und Meyer
et al. [34] wurde beschrieben, dass eine Erhohung des Ver-
haltnisses iiber 1:2 der Probe zur Waschlosung bei einer
manuellen Filtration keine Verbesserung der Filterkuchen-
waschung herbeifiihrt, was von da Luz et al. [27] bei einem
Verhiltnis von 1:3 innerhalb der benutzten Anlage zu einer
Restkonzentration von unter 4 % auf dem Filter quantifi-
ziert wurde. Die Restkonzentration liegt bei hoheren Bio-
massekonzentrationen zwischen 4,5 und 5 %, wéhrend der
Wachstumsphase etwas dariiber. Es bestitigt sich aber, dass
mit einer Erhchung des angesprochenen Verhiltnisses keine
signifikante Verbesserung der Filterkuchenwaschung er-
reicht wird. Fiir das etablierte Set-up lag das Verhiltnis bei
1:5, aufgrund der Vorvermischung und des kleineren Pro-
benvolumens lag es im modifizierten Set-up bei 1:15. Mit
dem beschriebenen maximal ndtigen Verhaltnis von 1:3 von
Probe zu Waschlosung wire aufgrund der Minimierung des
Probenvolumens eine weitere Reduzierung der Filtrations-
dauer fiir den Bereich kleinerer Biomassekonzentrationen
moglich, sollten sich die Ergebnisse fiir die Bestimmung int-
razellulidrer Metaboliten fiir beide Methoden nicht signifi-
kant unterscheiden.

n _
Rati . 1 Cmod.,i
atiOFiltrationsmethode =

n i—1 Eembliert,i

(1)

Neben den Volumina der einzelnen Losungen und dem
Restmedium auf dem Filter erfolgte ein weiterer Vergleich
beider Methoden anhand gemessener intrazellulirer Ami-
noséduren. Der Vergleich erfolgte mittels Gl (1), bei der das
Verhiltnis von modifizierter Filtration zu etablierter Filtra-
tion bestimmt wird. Dabei bedeutet ein Wert von 1, dass
sich keine Unterschiede zwischen den Methoden finden.
Ein steigender Wert bedeutet eine hohere bestimmte Kon-
zentration anhand der Modifikation, ein kleinerer Wert ent-
spricht dem Gegenteil. Die Einteilung der Aminosduren
fand dabei aufgrund ihrer Polaritit statt. Es kann ausgesagt
werden, dass sich zwischen den Methoden tiber alle intra-
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zelluldr bestimmten Aminosduren sowohl fir den Wild-
stamm als auch fiir den modifizierten Stamm keine statis-
tisch signifikanten Unterschiede finden (p-Wert = 0,8). Ab-
weichungen finden sich jedoch bei den beiden
Aminosduren Thyrosin und Alanin, in Abb.4 dargestellt.
Die Stoffe wurden somit durch die Modifikation der Anlage
in einer hoheren Konzentration bestimmt als ohne Vorver-
diinnung. Eine direkte Ursache ldsst sich aus der Gruppie-
rung nach den Ladungseigenschaften der Aminosduren
nicht ableiten. Inwiefern die Extraktionsmethode oder die
Bestimmungsmethode mittels HPLC einen Einfluss auf die
Bestimmung hat, muss im Weiteren gepriift werden. Fiir
das polar positive Lysin wurde mit der Modifikation der
Filtration im Gegensatz zu den oben genannten Aminosau-
ren eine geringere intrazellulire Konzentration bestimmt,
hauptsichlich beeinflusst durch die Ergebnisse des fiir die
Lysinproduktion modifizierten Stamms LC 298. Ob der Ein-
fluss von verringertem Probenvolumen in Kombination mit
einer geringeren Effizienz der Metabolitenextraktion bei ho-
heren intrazelluldren Konzentrationen einhergeht, muss
nachgehend gepriift werden.

-
L
T

RatloFll(raﬂonsmethode [-]

& ??Q RN S S o W G QV\\Q'

Abbildung 4. Vergleich beider Methoden zur automatischen
Schnellfiltration bezuglich der bestimmten intrazelluldren Ami-
nosauren. Ratio (s. Gl. (1)) beschreibt dabei das Verhaltnis der
bestimmten Konzentrationen mit der modifizierten Filtrations-
methode zu etablierter Filtration in der Anlage. Ein Verhaltnis
<1 bedeutet eine héhere Konzentration bei der etablierten
Methode, > 1 eine hdhere Konzentration bei der modifizierten
Methode. Die Aminosduren sind anhand ihrer Ladungs-
eigenschaften gruppiert und stellen die Messungen die Mittel-
werte dar, von Probennahmen zweier Kultivierungen der Orga-
nismen C. glutamicum ATCC 13032 und LC298. Die Vergleiche
erfolgten innerhalb der Wachstumsphase bei vergleichbaren
Biomassekonzentrationen der Organismen. Pro Probennahme
wurden drei technische Replikate genommen. Es sind nur Ami-
nosauren gegenubergestellt, die bei beiden Stammen bestimmt
wurden.

3.3 Automatisierte Schnellfiltration fiir h6here
Biomassekonzentrationen

Fir die Anwendung der Anlage zur Bestimmung intra-

zelluldrer Aminosduren wurden Kultivierungen mit C. glu-
tamicum durchgefithrt. Dabei handelt es sich um den
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Wildstamm ATCC13032 und einen durch Chen et al
[21, 26, 37] modifizierten Stamm LC 298, dessen Modifika-
tion einen Ausgangspunkt fiir eine erhohte Produktion der
Aminosdure Lysin darstellt. Beide Fermentationen wurden
als Batch gestartet und nach 15h mit einer kontinuierlichen
Fiitterung fiir weitere 10 h weitergefiihrt.

Die Wachstumsrate beider Organismen ist im Satzbetrieb
vergleichbar. Sie verringert sich jedoch bei LC 298 wihrend
der Zufiitterung, bei der die Substratkonzentration von Glu-
cose zu keiner Zeit eine Limitierung darstellte. Die hohere
durchschnittliche Substrataufnahme von ATCC 13032 fiihrt
zu einer hoheren maximalen Biomassekonzentration von
32 gL’1 (s. Tab. 1).

n —

Rati 1 CLC 298,i
atlogenetische Modifikation — 7~ =

n =1 CATCC 13032,i

)

Tabelle 1. Wachstumsraten sowie Substrataufnahme- und Pro-
duktbildungsraten der beiden C. glutamicum-Stamme
ATCC 13032 und LC298.

ATTC 13032 LC 298
i [07] 0,31 0,25
BTMpax [gL7] 32 23
Yexssm [887'] 0,34 0,34
qsm [gg h7'] 0,65 0,56

Fiir die Kultivierungen aus Abb. 5 sind Probenentnahmen
wiahrend der Wachstumsphase fiir beide Organismen bei
vergleichbaren Biomassekonzentrationen in Abb.7 darge-
stellt. Mithilfe von Gl (2) wird ein direkter Vergleich der
Stoffe realisiert. Angeordnet sind die Aminosduren dabei
nach den jeweiligen Stoffwechselwegen aus Abb. 6. Es han-
delt sich um die Stoffwechselwege von Aspartat- und
Lysinstoffwechsel, den Glutamatstoffwechsel, den Pyruvat-
stoffwechsel und den Phosphoenolpyruvatstoffwechsel.
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Abbildung 5. Wachstumsverlaufe der beiden C. glutamicum-
Stamme ATCC 13032 und LC298, dargestellt als optische Dichte
(OD) Uber die Kultivierungsdauer.

Chem. Ing. Tech. 2022, 94, No. 6, 864-872



Chemie
Ingenieur
Technik

Research Article

869

pathway

Fructose-1,6-dP
A

!

L-Tryptophan
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Dihydroxyacetone-P <—» Glyceraldehyd-3-P

Glycerate-3-P

L-Aspartyl-P
L-Methionine «—— L-Homoserine «—— L-Aspartyl-semialdehyde
L-Threonine

DL-Diaminopimelate

L-Isoleucine Glycine L-Lysine

L
L-Asparagine «<—» L-AspIrtate > Oxal?ac@\

Citrate

22 (BTM von 8gL™ in Abb.7)

D-Glucose
bei den Arbeiten von da Luz im
Zeitraum von 17-19h zu finden
Glucose-6-P . K R
sind und in der vorliegenden
o Arbeit bei 12-13 h (Abb. 5). Diese
L-Histidine === Pentose phosphate «-------- Fructose-6-P

Verschiebung des Wachstums
wurde schon von Chen et al. [21]
als Unterschied beschrieben und
auf eine erhohte Nutzung des
PEP zur Lysinsynthese anstelle
des  Zellwachstums zuriickge-
fuhrt.

Auflerdem weist der Mutant

L-Phenylalanine  Shikimate < = Phosphoenolpyruvate LC298 eine geringere intrazel-
LValine lulire Konzentration an Diami-

Lleutine &~ LAanine +— Pyruvate nopimelat um den Faktor 3 auf.

Der Vergleich zwischen den

Acetyl-CoA Kultivierungen des Wildstamms

ATCC 13032 zeigt in den Arbei-

ten von da Luz grofitenteils eine
hohere Konzentration, mit Aus-

Malate . A
nahme von Alanin, Tyrosin,
Fumarate . . i
) bsocitrate Threonin, Phenylalanin und Gly-
Succinate

L-Glutamine *——5 L-Glutamate <«—> L-Proline

cin. Da sich die Unterschiede teil-
weise bis zu Faktor 3 darstellen,
ist hier die Frage, woran diese
festgemacht werden konnen. Ne-
ben dhnlichen Biotrockenmassen
und Glucosekonzentrationen be-

Oxoglutarate

L-Arginine

Abbildung 6. Vereinfachter Auszug des Stoffwechsels von C. glutamicum.

Eine direkte Vergleichbarkeit der bestimmten Konzentra-
tionen mit gleichen Stimmen aus anderen Kultivierungen
ist nicht ganz unproblematisch, da sich die Kultivierungs-
bedingungen teilweise stark unterscheiden. So reicht die
Bandbreite von Schiittelkolbenversuchen iiber Satzfermen-
tationen bis hin zu der in dieser Arbeit beschriebenen Fed-
Batch-Kultivierung. Differenzen gibt es zudem auch bei den
verwendeten Medien. So unterscheidet sich das von Chen
et al. [26] verwendete Medium von jenem in dieser Arbeit
beziiglich der eingesetzten Konzentrationen der Kompo-
nenten des Mediums. Der Stamm mit der Bezeichnung
LP917 aus den Arbeiten von da Luz et al. [27,36] gehort
ebenfalls zur Reihe der von Chen et al. [26] beschriebenen
Modifikationen.

Dabei findet sich fir LP 917 bei vergleichbaren Biomasse-
konzentrationen ein nahezu konstanter Verlauf der Lysin-
konzentration zwischen 43,8-55,9 pm gBTM’l. Ein Verweis
innerhalb dieser Arbeit auf die Untersuchungen eines eben-
falls modifizierten Stamms zur hoheren Lysinproduktion
von Kromer et al. [37] zeigt, dass die jeweils beschriebenen
Daten mit denen fiir LC298 kongruent sind. Lediglich die
erzielten Biomassekonzentrationen beziiglich der Fermenta-
tionsdauer unterscheiden sich leicht zwischen LP 917 und
LC298, so dass die korrelierenden optischen Dichten von

Chem. Ing. Tech. 2022, 94, No. 6, 864-872
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steht eine deutliche Differenz der
Wachstumsraten, so dass davon

30+ -

20 -

Ratlogenetische Modifikation [-]

7 Q0 ® & 7 ¢ R Q‘\a <$

BF P

Abbildung 7. Vergleich beider Stdmme (ATCC 13032 und
LC298) bezogen auf das Verhaltnis der bestimmten intrazellula-
ren Aminosauren. Ratio (s. Gl. (2)) beschreibt dabei das Verhalt-
nis der bestimmten Konzentrationen des modifizierten Stamms
zum Wildstamm. Ein Verhaltnis < 1 bedeutet eine héhere Kon-
zentration beim Wildstamm, > 1 eine hohere Konzentration
beim genetisch modifizierten Stamm. Die Aminosauren sind an-
hand ihrer Stoffwechselwege gruppiert und stellen die Messun-
gen der Mittelwerte beider Methoden bei vergleichbaren Bio-
massekonzentrationen der Organismen dar. Pro Probenahme
wurden drei technische Replikate je Filtrationsmethode genom-
men Es sind nur Stoffe gegenubergestellt, die bei beiden Stam-
men bestimmt wurden. Die Stoffe werden bei den Biomasse-
konzentrationen von 8gL™", 16 gL' und 23 gL™" verglichen, von
links nach rechts.
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ausgegangen werden kann, dass sich die geringeren intrazel-
luldren Konzentrationen von Aminoséduren durch das stér-
kere Wachstum begriinden lassen.

Beginnend beim Aspartat- und Lysinstoffwechsel zeigt
sich als erstes Merkmal ein zunehmender Trend bei allen
dargestellten Stoffen dieses Zweiges. Das hat zwei verschie-
dene Bedeutungen. Fiir alle Ratio unter 1 bedeutet ein zu-
nehmender Trend, dass sich die Konzentration des Stoffes
im modifizierten Stamm der Konzentration des Stoffes im
Wildstamm angleicht. Der Trend beschreibt also eine rela-
tive Anndherung der Werte zueinander. Dies trifft fiir die
ersten beiden Stoffe in der Abb. 7, Aspartat und Diaminopi-
melat, zu. Fiir Lysin ist dieser zunehmende Trend ebenfalls
zu beobachten, mit dem Unterschied, dass er sich deutlich
tiber dem Ausgleichswert von 1 befindet. Die zweite Bedeu-
tung ist somit, dass sich die Konzentration im Verhéltnis
zur Konzentration im Wildstamm um weitere Vielfache
erhoht. Im Fall von Lysin ist dies eine Steigerung vom
6-fachen auf das 23-fache der Aminosdure Lysin. Threonin
zeigt eine dhnliche Steigerung fiir die intrazelluldre Kon-
zentration, wobei sich bei einer Biomassekonzentration
unterhalb von 10gL™ nur ein geringfiigiger Unterschied
zwischen den Stimmen darstellt und erst oberhalb davon
eine deutlich hohere Threoninkonzentration bestimmt wur-
de. Bei Glycin ist erst iiber einer Biomassekonzentration
von 20 gL' eine relative Steigerung erkennbar.

Bei der Betrachtung des Glutamatstoffwechselzweiges
stellt sich ein deutlich umgekehrter Sachverhalt dar. Zeigen
sich fiir niedrigere Biomassen noch vergleichbare intrazellu-
lire Konzentrationen fiir Prolin und Glutamat, nimmt de-
ren Synthese im modifizierten Stamm LC298 deutlich ab.
Bei Prolin entspricht der intrazellulire Level am Ende noch
21 % des Wildstamms, bei Glutamat sind es noch 57 %. Glu-
tamin liegt wahrend der gesamten Wachstumsphase fiir den
Mutanten bei einem mittleren Faktor von ca. 2,3 iiber der
Konzentration des Wildstamms. Fiir den Abgang des Pyru-
vatweges konnten nur Alanin und Valin bei beiden Stim-
men bestimmt werden, wobei beide durchgehend eine
hohere Konzentration zugunsten des Mutanten wiederge-
ben. Die Produkte des Phosphoenolpyruvatweges Tyrosin
und Phenylalanin zeigen, dass diese anfinglich beim Mu-
tanten in einer dhnlichen Konzentration wie beim Wild-
stamm vorliegen. Im weiteren Verlauf werden diese aber
verstarkt synthetisiert, so dass auch hier eine hdohere
Konzentration vorliegt. Wie bereits dargelegt, erfolgen der
Vergleich beider Stimme und die daraus resultierenden
Riickschliisse aufgrund der Einflisse der Punktmutation
der Aspartokinase zur allosterischen Regulierung bei ver-
gleichbaren Biomassekonzentrationen im Fermenter. Chen
et al. [26] konnten mit ihrer Deregulierung der Aspartoki-
nase eine Steigerung der Lysinproduktion provozieren, was
sich auch in den vorliegenden Ergebnissen bestitigt. Neben
Lysin zeigt sich der Einfluss der Mutation auch bei anderen
Aminosduren intrazelluldr. Dies ist an erster Stelle an einer
Steigerung der Threoninkonzentration erkennbar, wie zu
erwarten war, da die Mutation auch die Insensitivitit gegen-
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iiber Threonin reduziert. Fiir eine weitere Aminosdure des
Aspartatstoffwechsels, Glycin, zeigt sich eine Erhohung
gegeniiber dem Wildstammm erst im weiteren Verlauf der
Fermentation, einhergehend mit einer grofler werdenden
Akkumulation von Aspartat und Diaminopimelat, die sich
als Zeichen einer Flaschenhalssituation interpretieren ldsst.
Diese Stoffe hdufen sich an, weil die nachfolgende Synthese
der vorangehenden Versorgung von Oxalacetat unterliegt.
Ein Indiz, dass dies auf Kosten anderer Synthesewege er-
folgt, lasst sich im abnehmenden Trend von Prolin und
Glutamat sehen, was sich wiederum als Reduktion der Akti-
vitdt des Zitronensdurezyklus interpretieren lasst und sich
auch in der reduzierten Wachstumsrate widerspiegelt [38].
Dass sich die Konzentration von Glutamin im Gegensatz
dazu auf einem hoheren und gleichbleibenden Niveau be-
findet, ldsst sich als erhohter Bedarf von NADPH deuten,
das fiir die Synthese sowohl von Glutamat als auch von Pro-
lin notwendig ist. Aufgrund der Nutzung von ATP [39] trifft
dies nicht bei der Synthese von Glutamat zu Glutamin zu,
so dass schlussendlich eine zu geringe Versorgung und Be-
reitstellung von NADPH als Ursache herausgearbeitet wer-
den kann. Neben der logischen Schlussfolgerung, dass die
Mutation eine erhohte Lysinproduktion provoziert, kann
festgehalten werden, dass eine weitere Steigerung nur mit
einer Erhéhung der NADPH Versorgung moglich ist. Dies
konnte in den Arbeiten von Bommareddy et al. [23] mit
einer Manipulation des Pentosephosphat-Stoffwechselweges
als hauptsichliche Quelle fiir NADPH gezeigt und inner-
halb der Arbeiten von da Luz et al. [25] zusdtzlich mit
Untersuchungen zu intrazelluliren Metaboliten bestitigt
werden.

4 Zusammenfassung

Wir konnten zeigen, dass die Anlage zur Schnellfiltration
filtrierte Probenahmen bei Kultivierungen von C. glutami-
cum im Laborreaktor von Biomassekonzentrationen bis zu
32gL™" innerhalb von 6 verlisslich ermoglicht. Dabei hat
ein starkes Schaumvorkommen in der Fermentationsbriihe
keinen qualitativen Einfluss auf die Bestimmung intrazellu-
larer Metabolitenkonzentrationen. Dafiir wurden Fermenta-
tionen von zwei C. glutamicum-Stimmen durchgefihrt und
anhand der Probennahmen Unterschiede der beiden aufge-
zeigt. Diese basieren auf einer gentischen Modifikation der
Aspartokinase. Bestimmt wurden hierbei die Konzentratio-
nen intrazellulirer Aminosduren der beeinflussten Stoft-
wechselwege. Weiterhin zeigen die Ergebnisse, dass mit der
Anlage eine weitere Reduzierung der Filtrationsdauer durch
die Reduzierung der Probengréfle moglich ist und somit
die Filtration einer Probe innerhalb einer Sekunde niher
riickt.

Open Access Veroffentlichung erméglicht und
organisiert durch Projekt DEAL.
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I Formelzeichen

BTM.x g L maximale Biotrockenmasse-
konzentration

[ [pm gBTM'I] Mittelwert der Konzentration

qs [gg'h™] Substrataufnahmerate

Yexss) lgg™'] Ertrag (yield), Biomasse pro
Substrat

Um [h™ Wachstumsrate

I Indizes

m Mittelwert

S Substrat

X Biomasse

I Abkiirzungen

Ala Alanin

ASP Aspartat

DAP Diaminopimelat

Gln Glutamin

Glu Glutamat

Gly Glycin

Lys Lysin

NADPH Nicotinamidadenindinukleotidphosphat

Phe Phenylalanin

Pro Prolin

Thr Threonin

Tyr Tyrosin

Val Valin
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