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Zusammenfassung

Im Rahmen des Projekts wurden zunachst Oberflachenmodifikationen auf Grundpartikeln aus Talk,
und SiO, mittels der Layer-by-Layer Technologie hergestellt. Diese Partikel wurden hinsichtlich
Zetapotential, pH-Wert, GroRRenverteilung, Porositat und Aggregationsverhalten charakterisiert und
der Herstellungsprozess verbessert. Die modifizierten und unmodifizierten Partikel wurden in
folgenden Prozessen zur Produktion von Sekundarmetaboliten eingesetzt (angegeben ist jeweils der

Organismus und das Zielprodukt):

e Lechevalieria aerocolonigenes DSM 44217 (Rebeccamycin)
e Streptomyces coelicolor M145 (Actinorhodin)

e Saccharopolyspora erythraea GHS13 (Erythromycin A)

e Saccharopolyspora erythraea K1 (Erythromycin A)

e Amycolatopsis mediterranei W126 (Rifamycin W)

e Acremonium chrysogenum W42-1 (Cephalosporin C)

e  Penicillium chrysogenum DSM 1075 (Penicillin G)

Im Rahmen des Screenings filamentdser Bakterien konnten positive Effekte durch den Zusatz von
Partikeln auf das Wachstum und die Produktbildung von Sekunddarmetaboliten bestimmt werden.
Mit unbehandelten Talkpartikeln konnte beispielsweise die Rebeccamycinproduktion mit
Lechevalieria aerocolonigenes um den Faktor drei gesteigert werden. Mit drei der modifizierten Talk-
Partikeln wurde eine weitere Produktivitatssteigerung gemessen. Es konnte eine 5- bis 8-fache
Steigerung der Produktkonzentration erzielt werden. Hierbei handelte es sich um Partikel mit einem
negativen Zetapotential, die Hydrophilie hat dabei eine untergeordnete Rolle gespielt. Weiterhin
konnte durch den Zusatz von unmodifizierten Glasperlen mit einem Durchmesser von 0,25-0,5 mm
eine ca. 20-fache Steigerung der Rebeccamycinkonzentration erzielt werden. Bei der Produktion des
Antibiotikums Actinorhodin mit Streptomyces coelicolor haben zwei der Partikel, die bei der
Kultivierung von L. aerocolonigenes positive Effekte hervorgerufen haben, wiederum zu einer
erhohten Produktivitat gefuhrt. Ebenfalls konnten bei dem Zusatz von Partikeln zu Kulturen von
Saccharopolyspora erythraea zur Produktion von Erythromycin A und dem Rifamycin W Produzenten
A. mediterranei jeweils positive Effekte in der Produktion der Antibiotika festgestellt werden. Die
Produktion von Erythromycin A wurde in der zweiten Projektphase erfolgreich in den Bioreaktor
Ubertragen. Hier konnten wiederum positive Effekte auf die Produktion des Antibiotikums erzielt
werden, die Produktionsrate konnte hier um ca. 150 % gesteigert werden. Im Rahmen diese
Untersuchungen wurden weiterhin mittels Genexpressionsanalysen Targets flir eine gezielte
molekularbiologische Optimierung des Produktionsorganismus identifiziert. Es wurde ebenfalls die
gezielte Adsorption und Desorption verschiedener Zielmolekiile an die Partikel untersucht, damit
konnte die Basis fiir einen Einsatz der Partikel im Sinne einer in-situ Produktabtrennung gelegt
werden. Die Effekte der Partikel-Zugabe auf die Prozess-Okonomie und —Okologie wurden

abschlieRend bewertet.



Einleitung

Ziel des Forschungsvorhabens war die Verbesserung der Okobilanz und der Wirtschaftlichkeit
biotechnologischer Wirkstoffproduktionen mit filamentdésen Mikroorganismen. Die Produktion von
Antibiotika und anderen naturbasierten pharmazeutischen Wirkstoffen mit filamentdsen
Mikroorganismen stellt mengenmaRig und wirtschaftlich betrachtet eines der Kerngebiete der
industriellen Biotechnologie dar (1). Fir die fermentative Produktion von pharmazeutischen
Wirkstoffen sollte eine malRgeschneiderte Technologie entwickelt werden, die auf dem Einsatz von
Mikropartikeln/Partikeln im Kulturmedium basiert. Die Arbeiten wurden modellhaft an pro- und

eukaryotischen Antibiotikaproduzenten durchgefiihrt.

Der ,Mikropartikeleffekt” wurde vom DECHEMA-Forschungsinstitut erstmals am Beispiel der
Biomassebildung und Enzymsekretion des filamentdsen Pilzes Caldariomyces fumago publiziert (2)
und in der Folge durch andere Wissenschaftler auch fiir weitere Enzymproduktionen mit
filamentésen Pilzen bestatigt (3, 4). Bisher wurde das Potential der Technologie jedoch nicht
systematisch hinsichtlich der Sekunddrmetabolitproduktion filamentéser Mikroorganismen
untersucht. Vorarbeiten am DFIl zeigten jedoch, dass Mikropartikel auch einen positiven Effekt auf die

Metabolitsekretion von Pilzen und Streptomyceten besitzen.



Methoden

Surflay - Partikelmodifikationen

Bei Surflay wurden verschiedene Partikel mittels der Layer-by-Layer Technologie hergestellt. Diese
Technik erlaubt das Aufbringen von wenigen Nanometer dicken Schichten von funktionalisierten
Polymeren auf Partikel. Dadurch ist es moglich, die Oberflicheneigenschaften breit zu modifizieren

ohne das Partikel selbst zu verdndern (Abbildung 1).

A
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1. Polyanion 3. Polykation
—_— _— >
2. Waschen 4. Waschen
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Abbildung 1: Prinzip und Durchfiihrung der Layer-by-Layer (LbL) Technologie

Durch Eintauchen einer geladenen Oberfliche in eine Polyelektrolytlosung scheidet sich selbstlimitierend eine
nanometerdicke Polymerschicht ab und ladt die Oberfliche um. Nach dem Waschen mit Wasser kann die nachste Schicht
mit einem entgegengesetzt geladenen Polymer (Polyelektrolyt) aufgebracht werden. Dieser Prozess kann beliebig oft

wiederholt werden.

Die Analytik der unbeschichteten und beschichteten Partikel erfolgte mittels Zetasizer (Zetapotential)

und Konfokaler Laser Scanning Mikroskopie (CLSM).

DFI/W42 - Kultivierung von filamentdsen Mikroorganismen

Die filamentdsen Mikroorganismen wurden hauptsdchlich in 50-500 ml Schittelkolben mit und ohne
Schikane kultiviert. Das Fillvolumen variierte, je nach Organismus und Protokoll, zwischen 10 bis
40%. Es wurden definierte Minimalmedien, Komplexmedien ohne feste Mediumsbestandteile und
Komplexmedien mit festen Mediumsbestandteilen verwendet. Als Inokulum wurden Sporen,
Biomasse aus Vorkulturen oder Biomasse von Agarplatten eingesetzt. Sporenkonzentrationen
kénnen mithilfe einer Zahlkammer bestimmt werden. Kultivierungen im Schittelkolben (25-30°C;
100-240 rpm) kdnnen bis zu 3 Wochen andauern. Es wurden in der Regel ein Mal taglich Proben fir
Produktkonzentrationsbestimmungen und  Morphologieuntersuchungen entnommen oder
Endpunktbestimmungen durchgefiihrt. Manche der filamentésen Mikroorganismen wurden

ebenfalls im Mikrotiterplattenreader (Biolector) oder in Bioreaktoren kultiviert.



DF1/W42 - Produktanalytik

Die Produktanalytik erfolgte fiir die meisten Produkte (z.B. Erythromycin, Cephalosporin C) per HPLC-
Analyse. Es wurden sowohl isokratische Methoden als auch Gradientenmethoden verwendet.
Gegebenenfalls war eine Extraktion mit Ethyl- oder Butylacetat oder Butanol vor der HPLC-Analytik
notwendig. Im Fall von Actinorhodin wurde die Zunahme an blauen Pigmenten im Kulturiiberstand
photometrisch bestimmt. Produktbildung konnte ebenfalls mithilfe von Hemmbhoftestplatten

Uberpruft werden.

DFI/W42 - Morphologieuntersuchungen
Morphologieuntersuchungen erfolgten in der Regel mikroskopisch. Wenn zu grofle Pellets
entstanden, wurde dies fotografisch festgehalten. Anderungen in der PelletgroRe konnten iiber

Bildanalyse mit ImagelJ verdeutlicht werden.

DFI - Parallelfermentation von Saccharopolyspora erythraea zur Erythromycin-
Produktion

Die parallele Fermentation von Saccharopolyspora erythraea erfolgte im DasGip-Kultivierungssystem
in Bioreaktoren mit 1300 mL Nennvolumen bei einem Fillvolumen von 400 mL. Die Vorkulturen
wurden, entsprechend der vorhergehenden Versuche, im Schittelkolben angezogen. Analog zur
Kultivierung im Schiittelkolben betrug die Kultivierungstemperatur 28°C. Der eingestellte Soll-Wert
an geldstem Sauerstoff von 30% wurde von der Anlage durch Regulierung von Rihrerdrehzahl und
Luft-Begasung gehalten. Der pH-Wert wurde wahrend der Kultivierung lediglich beobachtet und nicht
durch Zugabe von Saduren oder Basen kontrolliert. Die Partikelkonzentration in den mit Partikeln
versetzen Kulturen betrug, wie in den vorangegangenen Schiittelkolbenversuchen, 10 g/L. Die
Analytik erfolgte tGber LC-MS/MS. Erythromycin A wurde ohne vorgeschaltete Chromatographiesaule
mit einer ,Multiple-Reaction-Monitoring“(MRM-)-Methode analysiert. Der MRM-Modus ermaoglicht
auch ohne den Faktor der Retentionszeit eine spezifische und eindeutige ldentifizierung des
Erythromycin A, da zum einen gezielt nach der Masse des Analyten gefiltert wird und zum anderen

das charakteristische Fragmentierungsmuster des Molekiils betrachtet wird.

DFI - Analyse der Genexpression der Erythromycin-Synthese in Saccharopolyspora

erythraea

Zur Untersuchung der Genexpression der Erythromycin-Synthese in S. erythraea in Gegenwart von
Mikropartikeln wurden Proben wahrend einer Fermentation im DASGIP-Kultivierungssystem gezogen
und die RNA sofort mittels ,,RNAprotect Bacteria Reagent” stabilisiert und bei -80°C gelagert. Der

Zellaufschluss von S. erythraea erfolgte mittels zweier Auftau- und Einfrier-Zyklen in Kombination mit



einem Aufschluss in der Zellmihle. Die RNA wurde mittels ,RNeasy Plant Mini Kit“ isoliert und DNA
mittels DNase | verdaut. Die aufgereinigte RNA wurde mit ,,iScript cDNA Synthesis Kit“ in cDNA
umgeschrieben und diese in die qPCR eingesetzt. Hierzu wurde der ,iQ SYBR Green Supermix”

verwendet und die Expression einzelner Gene mit der AAct-Methode untersucht.



Ergebnisse

Die Darstellung der Ergebnisse orientiert sich an geplanten Arbeitspaketen des Antrages. Da in den
Arbeiten bei den Projektpartner DFI und W42 Partikel eingesetzt werden, die von dem Partner

Surflay hergestellt werden, wurden diesen an den Anfang des Berichtes gestellt.

Surflay — 1: Partikelscreening

Fur die Auswahl der Basis-Partikel, an denen der MPEC-Effekt ndher untersucht werden soll, wurden
16 verschiedene Partikel (Tabelle 1) hinsichtlich ihrer Eigenschaften (pH-Verhalten,
GroRenverteilung, Oberflachenladung, Porositdt) charakterisiert. Da in Vorarbeiten je nach Art der
Partikel positive wie auch negative Effekte auf das Wachstum und die Produktion von
Primarmetaboliten in Aspergillus -und Trichoderma-Kulturen festgestellt wurden, wurde
systematisch untersucht, ob zwischen den Eigenschaften der Partikel und der Wirkung ein
Zusammenhang besteht. Dazu wurden die Basis-Partikel hinsichtlich Zetapotential, pH-Wert,

GroRenverteilung, Porositat und Aggregationsverhalten untersucht.

Tabelle 1: Ubersicht iiber die fiir die Voruntersuchung getesteten Partikel

®-stark positiver ®-leicht positiver, ®-kein, ®- negativer MPEC-Effekt, ®-kein Wachstum

Probe | Substanz MPEC MPEC Bemerkungen
Aspergillus | Trichoderma
niger atroviridae
1 Calciumsilikat ° ° Antipilzbaustoff, alkalisch
2 Florisil Vorw. sehr groRe Partikel > 500 um
3 Cellulose Vivapur MCG ° Hochstes Zetapotential -45 mV
591 PCG
4 Aluminiumoxid Vorw. groRe Partikel > 70 um
Cellulose Arbocel UFC ° Geringstes Zetapotential -12,3 mV
M8
6 Eisen(ll,11)oxid ° Wenig poros, feines Material, aber auch gr.
Aggregate
7 Eisen(lll)oxid ° Wenig porés, feines Material, aber auch gr.
Aggregate
8 Talk 40 pum ° Keine 40 um Partikel, eher 70-100 um und
<1lum
9 Titansilikat ° pH-Verschiebung ins Saure
10 Cellulose Arbocel M80 | e ° Vorw. groRe Strukturen, oberflachlich sehr
pords
11 Aluminiumtitanat ° ° Enge Verteilung, sehr dichtes Material
12 Kaolin ° ° GrofRtenteils sehr feines Material < 1um
13 Silica ° ° Pordsestes Material
14 Nanoclay ° ° Alkalisch, sehr poros
15 Talk 10 um ° ° Enge PartikelgroRenverteilung, sehr porés
16 Aluminiumsilikat ° ° Enge PartikelgroRenverteilung, wenig poros




Sowohl aus dem pH-Verhalten, als auch der Porositdt konnten keine eindeutigen Riickschlisse
getroffen werden. Ein basischer pH >9 war in den meisten Fallen negativ, im Fall von Nanoclay aber
positiv. Hier konnte eine etwaige negative Wirkung eventuell auch durch andere sehr positive
Eigenschaften kompensiert und damit kaschiert werden. Leicht saures pH-Verhalten sorgte in keinem
Fall fur eine Verschlechterung. Eine Differenzierung beim Zetapotential war dadurch erschwert, dass
sich alle Proben im Bereich von -12 bis -45 mV befanden und damit der Bereich von positiven bis
ungeladenen Oberflachen nicht betrachtet werden konnte. Fir Porositatsuntersuchungen wurden
die oberflachlich durchgangig leicht bis stark negativ geladenen Partikel mit einem positiv geladenen
Fluoreszenz-gelabelten Polykation (Polyallylamin, MW 40.000, Fluoreszenzfarbstoff Rhodamin B)
beschichtet und lber Konfokale Laser Scanning Mikroskopie die Porositdat bewertet. Auch hier fallt
eine Einordnung anhand der Partikel schwer, da sowohl stark pordse (Abbildung 2B), als auch
weniger stark porose Partikel (Abbildung 2C) deutlich positive Einflisse auf beide Pilzarten aufzeigen.
Ebenso verhalt es sich mit den Partikeln die negativen Einfluss auf die Produktivitdt besitzen
(Abbildung 2A).

Abbildung 2: CLSM-Aufnahmen ausgewahlter Partikel mit Rhodamin B gelabeltem PAH beschichtet
(A) Florisil, (B) Talk 10 um und (C) Aluminiumsilikat - Bildbreite entspricht 733 um (A) sowie 117 um (B) und (C).

Anhand der GroRenverteilung konnte ein tendenzieller Zusammenhang zwischen MPEC-Effekt und
den getesteten Partikeln festgestellt werden. Eine enge GroRenverteilung bei einem Durchmesser
< 80 um war durchweg positiv, wahrend breite Verteilungen bei PartikelgréBen >120 um sich eher
negativ oder kaum merkbar auf die Produktivitit auswirkten. Fir die weiteren
Beschichtungsversuche wurde Probe 15 ausgewahlt, da diese im Vergleich zur Probe 14 (viele

Nanopartikel) und 16 (schwacheres Zetapotential) eine bessere Beschichtbarkeit zeigt.

Surflay — 2: Optimierung der Partikeleigenschaften wie Porositat, GroRe und Form

Flr weiterflihrende Ergebnisse hinsichtlich des GroRenparameters wurden Partikel verschiedener
GroRe und Porositat an die Projektpartner verschickt (



Tabelle 2). Als Material wurde Siliziumdioxid aufgrund der Inertheit und der Verfiigbarkeit der

Materialien ausgewahlt.



Tabelle 2: Ubersicht iiber die verschiedenen eingesetzte SiO,-Template

Probe Template GroRe [um] Porositat tcat.

SiliCycle L60 120-200 poros R100608B
SiliCycle B150 250-500 poros R10072H
SiliCycle PB100-45 sio, 45 100 nm Poren $10030T
SiliCycle PB30-10 10 30 nm Poren $S10007M
Fuso SP-01B 1 nicht poros AN-2716
Fuso SP-04B 4-8 nicht pords MS-9602

Surflay — 3: Beschichten der ausgewdhlten Partikel mit Polyelektrolytschichten

Fiir die erste Herstellungsrunde wurden zehn verschiedene Layer-by-Layer-Beschichtungen mit
Dicken von wenigen Nanometern (Tabelle 3) auf dem Talk-Template (Probe 15, Tabelle 1)
aufgebracht, welches laut Literaturrecherche und Untersuchungen des DFl bei vielen
Mikroorganismen einen MPEC-Effekt hervorruft. An diesen Partikeln sollten die Einflisse der
Oberflachen-Funktionalitdit wie Zetapotential, biokompatible Oberfliche und Hydrophobizitat
anhand einer Partikelsorte mit gleichbleibender GroRenverteilung untersucht werden. Biokompatible
Polymere wie Alginat sind biologisch gut abbaubar und stellen keine synthetischen Polymere wie
Polyallylamin dar, wahrend bioaktive Polymere wie Polydopamin vielfdltige Wechselwirkungen mit

Organismen ermoglichen.

Tabelle 3: Ubersicht iiber die Beschichtungen der Talkum-Partikel und Beschreibung der Eigenschaften

Name | Material Eigenschaften Zetapotential [mV]

Talk 3MgO0 4Si0, H,0, Talk 10 um (Sigma-Aldrich) - unbeschichtet -35,1+1,3

02.06 3MgO0 4Si0, H,0, Talk (PAH/PSS);, negatives Zetapotential, etwas -54,8+1,2
hydrophob, synthetische Polymere

03.06 3MgO 4Si0, H,0, Talk (PAH/PSS),PAH/Nafion, negatives -1,9+2,5
Zetapotential, starker hydrophob Schlechte Mobilitit

04.06 3MgO 4Si0, H,0, Talk (PAH/PSS),PAH/PMAA, negatives -52,8+0,9
Zetapotential, etwas hydrophiler

05.06 3MgO0 4Si0, H,0, Talk (PAH/PSS),PAH/PAA, negatives -53,2+3,0
Zetapotential, hydrophil

06.06 3MgO0 4Si0, H,0, Talk (PAH/PSS),PAH, positives Zetapotential +32,9+3,3

07.06 3MgO0 4Si0, H,0, Talk (Chit/Alg)s, schwaches negatives -54,5 + 1,3 (bei pH 5.6)
Zetapotential, biokompatibel -56,6 + 2,7 (bei pH 7)

08.06 3MgO0 4Si0, H,0, Talk (Chit/Alg),Chit, positives Zetapotential bei +31,7 £ 0,2 (bei pH 5.6)
pH<6.3, pH> 6.3 zunehmend hydrophob, -0,3+ 1,0 (bei pH 7)
biokompatibel

09.06 3MgO0 4Si0, H,0, Talk (PDA/Carr);, negatives Zetapotential, teils -54,7 +1,7
biokompatibel

10.06 3MgO 4Si0, H,0, Talk PDop negatives Zetapotential, hohe -45,9 + 3,3 (bei pH 5,6)
Bioaktivitat -59,0 + 4,3 (bei pH 7)

11.06 3MgO0 4Si0, H,0, Talk PAH/PVA, sterische Stabilisierung, +3,8+0,7
hydrophil, Zetapotential 0 mV Schlechte Mobilitdt




Eine schlechte Mobilitat ist auf die Wanderung der Partikel im elektrischen Feld bezogen.

Um etwaige Auswirkungen der Sterilisation auf die LbL-Schichten zu erfassen, wurden die beim DFl in
MilliQ-H,0 autoklavierten Proben (20 min bei 121 °C) erneut hinsichtlich der Zetapotentiale

vermessen und mit Riickstellproben und den urspriinglichen Werten verglichen.

Tabelle 4: Ubersicht iiber die Anderungen des jeweiligen Zetapotentials durch den Autoklavierprozess

Probe Beschichtung Zetapotential vor Zetapotential nach Rickstellprobe [mV]
Autoklavieren [mV] Autoklavieren [mV]

Talk / -35,1+1,3 (pH 7,0) -57,6 £ 5,1 [3x] -42,1+1,6

02.06 (PAH/PSS); -54,8 +1,2 (pH 7,0) -70,5+ 0,6 [3x] -52,6+1,4

03.06 (PAH/PSS),PAH/Nafion | -1,9 2,5 (pH 7,0) -26,8+8,3 -20,9+4,5

04.06 (PAH/PSS),PAH/PMAA -52,8+0,9 (pH 7,0) -64,9 £ 2,5 [3x] -49,5+2,1

05.06 (PAH/PSS),PAH/PAA -53,2+ 3,0 (pH 7,0) -61,0+ 4,9 [3x] -51,0+0,7

06.06 (PAH/PSS),PAH +32,9+ 3,3 (pH 7,0) -13,5+6,8 +37,7+2,8

07.06 (Chit/Alg); -54,5+ 1,3 (pH 5,6) -43,3+2,4 (pH 7,0) -55,5+0,5 (pH 7,0)
-56,6 + 2,7 (pH 7,0)

08.06 (Chit/Alg),Chit +31,7+0,2 (pH 5,6) -38,6 + 3,4 (pH 7,0) -0,2+1,9 (pH 7,0)
-0,3+1,0 (pH 7,0)

09.06 (PDA/Carr); -54,7 +1,7 (pH 7,0) -55,8+1,7 -54,7+1,0

10.06 PDop -45,9 + 3,3 (pH 5,6) -54,2+2,8 -56,3+3,4
-59,0+ 4,3 (pH 7,0)

11.06 PAH/PVA +3,8+0,7 (pH 7,0) -28,3+2,4 +8,0+0,4

Neun von elf Proben besitzen nach dem Autoklavieren ein deutlich verdndertes Zetapotentential

(> £ 10 mV), wobei eine Probe auch bei der Riickstellprobe diese Veranderung zeigt (03.06). Die

meisten Zetapotentiale verdnderten sich in den negativen Bereich, mit einer Ausnahme (07.06).

Selbst die unbehandelte Talk-Probe zeigt verdndertes Zetapotential, gegeniliber den nicht

autoklavierten Proben. Es ist davon auszugehen, dass sich beim Autoklavieren die PE-Schichten

umorientiert haben. Derartige Annealingsprozesse bei hoherer Temperatur sind aus der Literatur

bekannt. Daher kann man nicht mehr in jedem Fall von einer definierten AuRenschicht sprechen. Fir
die Probe (06.06) wurde deshalb eine neue Probe (PZD003) hergestellt, die auch nach dem
Autoklavieren ein positives Zetapotential besitzen sollte. Hierfiir wurde der Autoklaviervorgang in

den Beschichtungsprozess integriert, indem die letzte AuRenschicht fiir 60 min bei 110 °C

aufgebracht wurde. Ein anschliefend durchgefiihrter weiterer Autoklaviervorgang bei gleichen
Parametern in MilliQ-H,0 bestatigte die Stabilitdt der AulRenschicht (
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Tabelle 5). Die neue Variante der Probe 06.06 (PZD003) zeigte nach dem Autoklavierprozess in
Beschichtungslosung gesteigerte positive mV-Werte und blieb auch bei weiterem Sterilisieren stabil.

Diese Methode wird bei zukiinftigen Herstellungsprozessen eingesetzt.
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Tabelle 5: Vergleich neue und alte Beschichtung (PAH/PSS),PAH.

Messung 06.06 PZD003 Messung
(PAH/PSS),PAH | (PAH/PSS),PAH
vor Autoklavieren +32,9+3,3 +33,5+2,4 vor Autoklavieren
nach Autoklavieren -13,5+6,8 +42,5+1,9 nach Autoklavieren in PAH
(20 min 121 °C) (60 min 110 °C)
2. Autoklavieren / +47,4£0,9 2. Autoklavieren in MilliQ
(60 min 110°C)

Surflay - 4 Beschichten der ausgewahlten Partikel mit Variationen der

vielversprechendsten LbL-Kombination

Fir die zweite Herstellungsrunde wurden zwei Polyelektrolytkombinationen der ersten Herstellungs-
runde ausgewadhlt und diesmal in der Anzahl ihrer Doppelschichten variiert, um deren potentiellen
Einfluss zu erfassen. Es handelt sich hierbei um die Beschichtungskombinationen 02.06 und eine
leicht gednderte Variante von 04.06 aus (Tabelle 3), die positive Effekte sowohl bei Lechevalieria
aerocolonigenes als auch Streptomyces coelicolor zeigten (vgl. Tabelle 9 A). Weiterhin wurden 0,25-
0,5 mm groRe Glaskugeln die unbeschichtet einen positiven Effekt auf Lechevalieria aerocolonigenes
zeigten (vgl. Tabelle 9B). ebenfalls mit der 02.06 Beschichtung fiir weitere Untersuchungen

ausgestattet.

Tabelle 6: Zweite Herstellungsrunde von beschichteten Talkpartikeln und Glasperlen

Probe Template Beschichtung

PZD004_1 (PAH/PSS),

PZD004 2 (PAH/PSS),
Talk 10 um

PZD004 3 (PAH/PSS)s
Sigma —Aldrich

PZD004_4 (PAH/PMAA);
#243604

PZD004 5 (PAH/PMAA),

PZD004_6 (PAH/PMAA)s

PzD004_7 Glasperlen (PAH/PSS);3

PZD004_8 0,25-0,5 mm (PAH/PSS)s

PzD004_9 Roth #A553.1 (PAH/PSS),

Fir die dritte Herstellungsrunde wurden die Beschichtungskombinationen 07.06 und 08.06, sowie
Variationen davon préapariert (
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Tabelle 7), da diese positive Effekte bei der Kultivierung von Amycolatopsis mediterranei zeigten (vgl.
Abbildung 24A).
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Tabelle 7: Dritte Herstellungsrunde von beschichteten Talkpartikeln

Probe Template Beschichtung
PZD008_1 Chit/Alg
Talk 10 um .
PZD008_2 (Chit/Alg),
Sigma —Aldrich
PZD008_3 (Chit/Alg);
#243604
PZD008_4 (Chit/Alg)/Chit

Surflay - 5 Adsorption und Desorption von Rifamycin an LbL-beschichtete
Silika-Partikel

Adsorption

Zur Untersuchung der Adsorptionsfahigkeit von Rifamycin an Partikel zur Abtrennung des Wirkstoffs
aus den Kulturmedien wurden verschiedene Beschichtungen auf 10 um Silika-Partikel mit 30 nm
Poren hergestellt (Tabelle 8) und mit dem kommerziell erhaltlichem Rifamycin SV als Modellmolekail
getestet. Darauf aufbauend sollten dann Riickschliisse zur Adsorption von Rifamycin W geschlossen

werden.

Tabelle 8: Beschichtete Silika-Partikel zur Adsorption von Rifamycin

Probe Template Beschichtungen

PzZD006_1 PAH

PZD006_2a PEI/PSS/PEI

PZD006_2b Silika PB-30-10 PEI/PMAA/PEI

PZD006_3a Silicycle #510007M PVBTMAC/PSS/PVBTMAC
PzD006_3b PVBTMAC/PMMA/PVBTMAC
PZD006_4 unbeschichtet
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PEI/PSS/PEI, keine signifikante Verbesserung
gegeniiber einer Monoschicht bietet (Abbildung

3 und Abbildung 4)
1.0 +
o PVBTMAC
0.8 -
0.7 - = Silica/PVBTMAC
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(43 min)
0.2 -
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Abbildung 3: Rifamycinspektren nach Inkubation mit PVBTMAC-beschichteten (links) und unbeschichteten porésen

Silika-Partikeln

v PVBTMAC/PSS
0:8 i e PVBTMAC/PSS (Start)
0.7 - = PVBTMAC/PSS (185 min)

0.6
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Abbildung 4: Rifamycinspektren nach Inkubation mit pordsen Silika-Partikeln mit Zweischichtsystem mit negativer

AuBenladung (links) und Dreischichtsystem mit positiver Auenladung (rechts)
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Desorption

0.010 - Silika/PEI

0.008 -

0.006 -

M Adsorption an
Partikel

0.004 -
H Desorption vom

Partikel bei pH
0.002 -

Masse adsorbiertes Rifamycin SV pro
Masse Partikel [mg/mg]

0.000 -
pH 2 pH5 pH8,5 pH11,6 Referenz

Abbildung 5
Abbildung 5: Adsorbiertes Rifamycin SV gegeniiber desorbiertes Rifamycin SV von PEl-beschichteten pordsen Silika-

Partikeln bei bestimmten pH-Werten

Surflay - 6 Adsorption und Desorption von Rifamycin W

Zur Untersuchung der Sorption von Rifamycin W wurde entsprechendes Kulturmedium des Partners
W42 verwendet. Dabei zeigte sich, dass auch nach Aufreinigung durch Zentrifugation und Filtration
des Mediums, kein klares Absorptionspektrum aufgenommen werden konnte und damit keine
eindeutige ldentifikation des Rifamycin W bei Surflay moglich war. Der Reinstoff selbst ist zudem
nicht kommerziell verfiigbar. Trotzdem konnte gezeigt werden, dass PElI bzw. PVBTMAC-beschichtete
porose Silika-Partikel nach Inkubation mit dem zentrifugierten und filtrierten Kulturmedium mit
Substanzen beladen werden, da eine deutliche Farbanderung ins Braune auftrat. Diese konnten auch
durch pH-Anderung ins basische zum Teil wieder freigesetzt werden. Zusitzlich wurden bei Surflay
entwickelte Polyvinylpyrrolidon-Partikel mit dem Kulturmedium inkubiert, wobei sich eine noch
stirkere Beladung mit Material aus dem Kulturmedium zeigte (Abbildung 6). Sowohl die
Polyelektrolytbeschichteten Silika-Partikel, als auch die Polyvinylpyrrolidon-Partikel wurden den
Projektpartnern fiir genauere Untersuchungen der Sorptionseigenschaften hinsichtlich der

relevanten Wirkstoffe zur Verfligung gestellt (siehe W42-4).
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Abbildung 6: Polyvinylpyrrolidonpartikel mit adsorbiertem Material aus der Rifamycin W Kulturbriihe (oben links), vom

Adsorptionsiiberstand abgetrennte Partikel (oben rechts), nach der Desorption iiber pH-Anderung (unten links) und vom

Desorptionsiiberstand getrennte Partikel (unten rechts)

DFI - 1: Selektion auf positiv wirkende Partikelgrundtypen an Antibiotika-

produzierenden Aktinomyceten

Fir die Untersuchungen der Partikelgrundtypen auf Antibiotika-produzierenden Aktinomyceten
wurden aufgrund einer Literaturstudie Talk und Siliciumdioxid sowie Glaskugeln als Startmaterial fir
die Versuche ausgewahlt. Der positive Einfluss von Talkpartikeln auf filamentdse Pilze wurde in
mehreren Publikationen beschrieben (5-8). Die Untersuchungen wurden mit sechs Organismen, die
verschiedene Antibiotika bzw. Sekundarmetabolite produzieren, durchgefiihrt. In Tabelle 9 sind die
Einflisse der Partikel auf einige filamentdose Bakterien gezeigt. Die Versuche mit Lechevalieria
aerocolonigenes wurden in Kooperation mit der AG Krull am Institut fiir Bioverfahrenstechnik, TU
Braunschweig, durchgefiihrt. Neben Streptomyces viridochromogenes wurden ebenfalls die Stamme
Streptomyces pristinaespiralis und Streptomyces ghanaensis bei der AG Wohlleben, Uni Tiibingen,
untersucht. Da in diesem Fall die Effekte auf die Morphologie weniger ausgeprdgt waren, wurden

diese Mikroorganismen in der Tabelle nicht aufgefiihrt.
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Tabelle 9: Ubersicht iiber den Einfluss von Partikeln mit unterschiedlichen Oberflicheneigenschaften auf die
Produktbildung (¢ = positiv, ® = negativ) oder Morphologie (¢) verschiedener filamentos-wachsender Bakterien. A)
Einfluss von Talkpartikeln mit modifizierten Oberflachen. B) Einfluss von Glaskugeln verschiedener GroBe und Partikeln
aus Siliziumdioxid. Die Farbintensitit der Kisten sowie einfache und doppelte +/- -Zeichen zeigen die Stirke des
Einflusses an, bei 0 konnte kein Einfluss festgestellt werden. P->p steht fiir Pelletverkleinerung, *Ergebnisse miissen
wegen einzeln auftretenden Abweichungen in unabhédngigen Experimenten noch einmal wiederholt werden.
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Es konnten fiir verschiedene Mikroorganismen klare positive Effekte des Partikelzusatzes auf die
Produktivitat festgestellt werden. Auf diese Effekte wird im Folgenden ndher eingegangen (siehe

auch W42-1).

Lechevalieria aerocolonigenes - Rebeccamycinproduktion und Morphologie-

Verianderungen
Rebeccamycin ist ein schwacher Topoisomerase | — Inhibitor, der antitumorale Eigenschaften besitzt.

Die Kultivierung von L. gerocolonigenes zur Produktion dieses Wirkstoffes wurde als
Dreifachbestimmung in 250 ml-Schikanekolben mit 50 ml Fillvolumen durchgefiihrt. Es wurde mit
einer 3 Tage alten Vorkultur angeimpft und 8 Tage im Dunkeln bei 120 rpm und 28°C kultiviert. Die
PelletgroBenverteilung wurde durch Bildanalyse mithilfe des Computerprogramms Imagel und die
Produktkonzentration nach einer Ethylacetatextraktion mithilfe einer HPLC-Analytik bestimmt.
Eingesetzt wurden die Partikel, die von Surflay hergestellt wurden (Tabelle 3) bzw. unmodifizierte

Glaspartikel, um den Effekt der GroRenverteilung ndher zu untersuchen.
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Abbildung 7: Rebeccamycinkonzentrationen nach 8 Tagen Kultivierung ohne Partikel, mit unbehandeltem Talk (uTalk)
und Talkpartikeln mit modifizierter Oberflache (Partikel 02.06-11.06, siehe auch Tabelle 3).

Abbildung 7 zeigt den Einfluss der unterschiedlichen Oberflaichenmodifikationen der Talkpartikel auf
die Rebeccamycinproduktion. Den gréRten Effekt hinsichtlich der Produktbildung trat bei den
Partikeln 09.06, 02.06, und 04.06 auf. Hier konnten ca. 5- bis 8-fache Steigerung der Produktivitat
erzielt werden. Mit unbehandeltem Talk wurde eine ca. 3-fache Produktsteigerung nachgewiesen.
Die Partikel 08.06, 11.06, 07.06 hatten einen ahnlichen Einfluss auf die Produktbildung wie der
unbehandelte Talk. Kein oder ein negativer Einfluss wurde bei den Partikeln 10.06, 03.06 und 06.06
festgestellt. Generell fihrte die Zugabe von Talkpartikeln zu einer Verengung der
PelletgroBenverteilung, jedoch konnten sowohl eine PelletvergréRerung (02.06) als auch
Pelletverkleinerungen (z.B. 05.06, 06.06) beobachtet werden. Die Diskussion der Ergebnisse erfolgt
im Rahmen des AP DFI - 3.
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Abbildung 8: Rebeccamycinkonzentrationen (A) und die Verdnderung der Pelletgr6Benverteilung (B) nach 8 Tagen
Kultivierung mit Glaskugeln von 0,5-5 mm im Durchmesser.
In der Boxplot-Darstellung entspricht die Box dem Bereich, in dem die mittleren 50 % der Daten liegen, durch die

Antennen werden Extremwerte beriicksichtigt. ¢ oberes Quartil, ® unteres Quartil, dazwischen der Median.
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Glasperlen von 0,5-5 mm Durchmesser (G0,5 - G5) wurden ausgewahlt, um bei gleichbleibendem
Material und gleichbleibender Form den Partikeleffekt zu untersuchen. Bei Streptomyces coelicolor
wurde eine deutlich Verkleinerungen der PelletgrofRe bei Zugabe von Glasperlen > 2mm beobachtet
(9), bei Streptomyces geldanamycininus hatten 0,5 mm-Glasperlen einen positiven Einfluss (10).
Abbildung 8 =zeigt den Einfluss der Glasperlen auf L. aerocolonigenes und Produktion an
Rebeccamycin. Durch die Zugabe von 4 g Glasperlen/Kolben mit 0,25-0,5 mm im Durchmesser (GO,5)
wurde eine ca. 20-fache Steigerung der Rebeccamycinkonzentration erreicht. Der Einfluss der
anderen GlaskugelgroRen auf die Produktbildung war gering bis negativ (Abbildung 8A). Interessant
war der Einfluss der Glaskugeln auf die Morphologie. In dem Versuch in Abbildung 8B fiihrte die
Zugabe von Glaskugeln mit 0,5-2 mm Durchmesser (G0,5-G2) zu einer Verengung der
PelletgroBenverteilung. Dabei blieb der Median der PelletgroRen zwischen der Kontrolle ohne
Partikel und G1 annahernd gleich. Ab G2 verfeinerte sich die Morphologie deutlich. In G2 waren die
Pellets kleiner. G3 und G5 sind in Abbildung 8B nicht aufgefiihrt, da hier myzelartiges Wachstum
auftrat. Myzelartiges Wachstum scheint einen negativen Effekt auf die Produktion von Rebeccamycin
zu haben. Im weiteren Verlauf des Projektes sollen jetzt die am Beispiel der modifizierten Talkpartikel
positiv bewerteten funktionalen Beschichtungen auf die Glaspartikel Gbertragen werden, um eine

weitere Steigerung des Partikeleffektes fiir die Rebeccamycin-Synthese zu ermdoglichen.

Streptomyces coelicolor - Produktbildung und Morphologieveranderungen

Die Kultivierungen von Streptomyces coelicolor zur Produktion des Antibiotikums Actinorhodin
wurden in einem Komplexmedium durchgefiihrt. Das Actinorhodin wurde 1947 als erster Vertreter
der Benzoisochromanchinone aus Streptomyces coelicolor isoliert und ist antimikrobiell und antiviral
wirksam. Dieser Organismus kann weiterhin als Plattformorganismus angesehen werden, da
verschiedene Antibiotika mit dem Organismus produziert werden konnen. Abbildung 9 zeigt den
Einfluss der modifizierten Talkpartikel auf die Produktion der blauen pigmentierten Substanzen
(Actinorhodin). Besonders zu Beginn der Produktbildung nach ca. 5 Tagen wirkte sich eine geeignete
Oberflachenmodifikation positiv auf die Produktbildung aus. Zum Ende der Kultivierung nach ca. 12
Tagen wurden in allen Proben ahnliche Werte erreicht. Daraus ldsst sich ableiten, dass die
Produktivitat durch den Zusatz der Partikel gesteigert werden kann, aber die Endkonzentrationen
vergleichbar sind. Die Oberflachenmodifikationen der Partikel 02.06, 04.06 und 05.06 schienen einen
besonders positiven Einfluss zu haben (Abbildung 9A). Negativ wirkende Partikel, mit denen weniger
Produkt als in der Kontrolle ohne Partikel produziert wurde, sind in Abbildung 9B gezeigt. Die Zugabe
der 11.06-Partikeln schien die Produktbildung sogar zu unterdriicken. Die ndhere Diskussion der

Ergebnisse erfolgt im Rahmen des AP DFI — 3.
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Abbildung 9: Einfluss verschiedener Partikel auf die Produktion von Actinorhodin (blaue Pigmente).

Die Werte mit Partikeln wurden auf Werte der Kontrolle ohne Partikel normiert: A) Modifizierte Talk-Partikel (Partikel
02.06, 03.06, 04.06, 05.06 und 06.06) mit einem positiven Einfluss und B) Modifizierte Talk-Partikel (Partikel 07.06, 08.06,
09.06, 11.06 und unbehandelter Talk) mit einem negativen Einfluss auf die Produktbildung (erste Probenahme bei t = 5
d).

Es wurde ebenfalls der Einfluss von Glaspartikeln verschiedener GrofRe auf die Produktbildung in
S. coelicolor untersucht (Abbildung 10). Es konnte in der Regel eine Verdopplung bis Verdreifachung
der Produktmenge erreicht werden. Bei G3 und G5 fand kein Pelletwachstum mehr statt, wobei G3
kaum von der Kontrolle zu unterscheiden war und bei G5 vermutlich mechanische Beanspruchung
zur Zellbeschadigung fiihrte. Die Beobachtung, dass sich die Morphologie mit Glasperlen ab 3 mm
Durchmesser verkleinert, wurde bereits von Sohoni et al. (2012) in Mikrotiterplattenexperimenten
gemacht. Die gemessenen Produktmengen nach 7 Tagen fiir G1 und G2 (Abbildung 10A) liegen bei
ca. 200%, ebenso wie die Produktmenge von GO,5 (Abbildung 10B). Partikel mit einem Durchmesser
von 45 pm oder gréRer (PB100, L60 und GO,5) schienen einen geringfligig starkeren Einfluss als
kleinere Partikel zu haben (PB30, SP-01 und SP-04) (Abbildung 10B).
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Abbildung 10: Einfluss von Glaskugeln (1 um bis 5 mm) auf die Bildung von Actinorhodin/blauer Pigmente in S. coelicolor.
Die Produktbildung in der Kontrolle ohne Partikelzugabe wurde 100% gesetzt. A) Produktbildung mit Glaskugeln von 1-
5 mm im Durchmesser (G1-G5) nach 5-7 Tagen Kultivierung. B) Produktbildung mit den Glaspartikel PB100 (d = 45 um,
spharisch), L60 (d = 120-200 um, gebrochen), G0,5 (d = 250-500 um, spharisch), PB30 (d = 10 um, spharisch), SP-01 (d =
1 um, sphdrisch) und SP-04 (d = 4-8 um, spharisch) nach 7 Tagen Kultivierung.

DFI — 2: Selektion auf positiv wirkende Partikelgrundtypen an Antibiotika-

produzierenden héheren Pilzen

Der Mikropartikeleffekt wurde ebenfalls auf die filamentésen Pilze Acremonium chrysogenum,
Penicillium chrysogenum sowie Aspergillus niger getestet. Talkpartikel (10 um) mit und ohne
modifizierte Oberflaichen hatten keinen Einfluss auf die Bildung von Cephalosporin C mit
A. chrysogenum (Daten nicht gezeigt). Unbehandelte Talkpartikel, 0,5 mm-Glasperlen und
Glaskohlenstoffpartikel wurden auf ihren Einfluss auf die Penicillin G—Produktion mit Penicillium
chrysogenum getestet. Abbildung 11 zeigt, dass es keine morphologischen Unterschiede zwischen
der Kontrolle ohne Partikel und der Kultivierung mit 0,5 mm Glasperlen gab. Unbehandelte
Talkpartikel hatten hingegen einen positiven Einfluss und fihrten zur Pelletverkleinerung und einer

zwischenzeitlich erhéhten Biomassekonzentration.

Glaskohlenstoff;
Kontrolle Glas; 0,5 mm TaIO pm 10-20 pm
- : o = .

Abbildung 11: Morphologie von P. chrysogenum nach 3 Tagen Kultivierung mit und ohne Partikel.
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Auf A. niger konnte der positive Einfluss von Talkpartikeln und weiteren Partikeln auf die Produktion
von Aromakomponenten und Enzymen gezeigt werden. Weiterhin konnte in der AG Meyer der TU
Berlin der Sekundarmetabolit Enniatin heterolog in einem A. niger — Stamm exprimiert werden (11).
Da das DFI schon seit vielen Jahren mit der AG Meyer kooperiert und der Partikeleffekt bei diesem
Organismus bisher am besten untersucht ist (3, 5, 11, 12), wurden Untersuchungen zur gezielten
Beeinflussung von A. niger mittels MPEC weiter adressiert. Dazu wurden u.a. Glaskohlenstoff-Partikel

(10-20 um, sphérisch) eingesetzt und eine verbesserte Produktivitdt von Primarmetaboliten gezeigt.

DFI - 3: Identifizierung wesentlicher Partikeleigenschaften

Bei den Versuchen mit den filamentésen Bakterien L. aerocolonigenes und S. coelicolor hatten
insbesondere die Partikel 02.06, 04.06 und 05.06 einen positiven Einfluss auf die Produktivitat. Bei
diesen Partikeln ist das Grundgerist gleich, aber sie unterscheiden sich in der duReren Beschichtung.
Sie sind leicht hydrophob bis hydrophil und haben ein negatives Zetapotential. Der Partikel 09.06
hatte nur bei L. aerocolonigenes einen positiven Einfluss. Die Eigenschaften dieses Partikels dhneln
04.06 und 05.06. Ein positives Zetapotential oder ein schwach negatives Zetapotential scheinen
keinen positiven Effekt zu haben. Dies ist bei den Partikeln 06.06, 07.06, 08.06, 10.06 und 11.06 der
Fall. Des Weiteren scheinen extreme Hydrophobizitdit bzw. Hydrophilie nachteilig zu sein. Die
Versuche mit Glasperlen verschiedener GroRe ergaben fiir L. aerocolonigenes, dass verwendete
Partikel kleiner als 500 um sein sollten. Bei S. coelicolor sollten sie kleiner als 2 mm und groRer als

10 pm sein.

DFI — 4: Einfluss der Kultivierungsbedingungen auf den Partikeleffekt

Die gewahlten Kultivierungsbedingungen haben einen groRen Einfluss auf den Mikropartikeleffekt,
insbesondere die Art des Medium und die Art des Inokulums. Im ersten Zwischenbericht
(15.08.2014) wurde bereits der Einfluss verschiedener Medien auf die Produktbildung in S. coelicolor

gezeigt (Abbildung 12). Bei diesem Organismus hat sich ein Sporeninokulum bewahrt.
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Abbildung 12: Veranderung der Pigmentmenge im Kulturmedium bei der Kultivierung von S. coelicolor
im Komplexmedium (A), in Minimalmedium 1 (B) und Minimalmedium 2 (C). Als Inokulum wurden Sporen verwendet.

Zusatzlich sind fiir jedes Medium die charakteristische Mediumsverfarbung und Pelletmorphologie gezeigt.

Des Weiteren wird vermutet, dass ein Medium mit hohem Anteil an festen Substraten den
Partikeleffekt beeinflusst. In einem Versuch mit A. chrysogenum wurde daher in filtriertem Medium
ohne feste Substrate und in einem Minimalmedium kultiviert. In beiden Fallen wurde im Vergleich
zum feststoffhaltigen Produktionsmedium die Produktbildung negativ beeinflusst und besonders im
Minimalmedium veranderte sich die Morphologie stark. Die Untersuchungen haben gezeigt, dass der
Partikel-Effekt durch feststoffhaltige Medien beeinflusst werden kann. Bei stark mutagenisierten
Stammen von A. chrysogenum trat ebenfalls kein Partikeleffekt auf. Da dieser Stamm nicht weiter
untersucht werden soll (siehe W42-1 und Zusammenfassung), werden die beschriebenen Effekte

nicht naher charakterisiert.

Um die Ubertragbarkeit der partikelbasierten Kultivierung in den LaborfermentationsmaRstab zu
untersuchen, wurde der vom Industriepartner W42 verwendete Saccharopolyspora erythraea-Stamm
im von W42 optimierten Medium im DasGip-Parallelfermantationssystem  kultiviert.
Saccharopolyspora erythraea, friiher auch als Streptomyces erythraeus bezeichnet, ist ein
filamentoses Bakterium, das zur Ordnung der Actinomycetales gehort und das Makrolid-Antibiotikum

Erythromycin produziert.



In vielen Fallen, in denen Mikropartikel einen positiven Einfluss auf die Produktivitat filamentdser
Organismen haben, geht diese Produktionssteigerung mit einer morphologisch veranderten, oftmals
homogeneren Biomasse einher. Im Gegensatz zu vielen anderen filamentdsen Pilzen, die eine
inhomogene Morphologie und Biomasseagglomerate in der Submerskultivierung ausbilden, wachst
der hier eingesetzte Stamm im verwendeten Medium auch ohne Partikelzugabe in fein verteilten
Hyphen. Die hier eingesetzten Partikel ,,PZD008 4“ (Talkpartikel mit ca. 10 um Durchmesser und
einer Chitin/Alginat-Beschichtung mit Chitin als duRerster Schicht) bewirkten daher keine sichtbaren
Unterschiede in der Morphologie, beeinflussten die Produktion des Antibiotikums Erythromycin A
aber wesentlich. Wie in Abbildung 13 zu sehen ist, konnte die Produktivitdt vor allem in der friihen
Phase der Kultivierung maligeblich durch die Partikel-Zugabe gesteigert werden, so dass nach 72
Stunden eine dreimal hohere Konzentration an Erythromycin A als in der Kontrolle ohne

Mikropartikel vorhanden war.
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Abbildung 13: Erythromycin A-Konzentration der einzelnen Bioreaktoren wahrend der ersten Fermentation von S.

erythraea ohne Partikel (schwarz und grau) und mit modifizierten Talk-Partikeln (griin)

Diese Ergebnisse konnten in einem anschlieRenden, zweiten unabhangigen Versuch reproduziert

werden, wie Abbildung 14 zeigt.
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Abbildung 14: Erythromycin A-Konzentration der einzelnen Bioreaktoren wahrend der zweiten Fermentation von S.

erythraea ohne Partikel (schwarz und grau) und mit modifizierten Talk-Partikeln (griin)

Die Ergebnisse zeigen deutlich den positiven Einfluss der mit einer Alginat-Chitin-Beschichtung
modifizierten Partikel auf die Erythromycin-Produktion mit S. erythraea wahrend der Fermentation.

Da dies ein Beispiel fiir eine Produktivitatssteigerung ist, die nicht mit einer homogeneren oder
anderweitig veranderten Morphologie einhergeht, ist es in diesem Fall von besonderem Interesse,
den Einfluss der Partikel auf die Expression der fir die Erythromycinsynthese relevanten Gene

genauer zu betrachten.

DFI - 5: Untersuchung des Einflusses von Mikropartikeln auf die Genexpression der

Erythromycin-Synthese in Saccharopolyspora erythraea.

An der Synthese von Erythromycin sind insgesamt 19 Gene beteiligt (Tabelle 10). Aus einem Molekil
Propionyl-CoA und sechs Molekiilen Methylmalonyl-CoA wird zunachst das 6-Deoxyerythronolid B
aufgebaut. Dies geschieht durch die Erythromycin-Polyketid-Synthase, welche 6 Module besitzt, und
durch die Gene eryAl, eryA2 und eryA3, kodiert werden. Durch die 6-Deoxyerythronolid B
Hydroxylase (eryF) wird das 6-Deoxyerythronolid B in das Erythronolid B Uberfiihrt. Weitere sieben
Gene (eryB1, eryB2, eryB3, eryB4, eryB5, eryB6 und eryB7) sind fiir die Umwandlung des Erythronolid
B in 3-a-Mycarosylerythronolid B verantwortlich, welches anschlieRend durch die Gene eryC1, eryC2,
eryC3, eryC4, eryC5 und eryC6 in Erythromycin D tberfihrt wird. In zwei letzten Schritten erfolgt die
Umwandlung von Erythromycin D zu Erythromycin C liber die Erythromycin C-12 Hydroxylase (eryK)
und darauffolgend die Umwandlung von Erythromycin C zum Endprodukt Erythromycin A Uber die

Erythromycin C Methyltransferase (eryG).
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Tabelle 10: Ubersicht der Gene und Genprodukte, die an der Erythromycin-Synthese in S. erythraea beteiligt sind.

Gen Genprodukt

eryAl Erythromycin Polyketid Synthase Modul 1+2
eryA2 Erythromycin Polyketid Synthase Modul 3+4
eryA3 Erythromycin Polyketid Synthase Modul 5+6
eryB1 B-D-Glucosidase

eryB2 TDP-4-Keto-6-Deoxyhexose-2,3-Reductase
eryB3 NDP-4-Keto-2,6-Dideoxyhexose 3-C-Methyltransferase
eryB4 dTDP-4-Keto-6-Deoxy-L-Hexose-4-Reductase
eryB5 6-DEB-TDP-Mycarsoyl glycosyltransferase
eryB6 NDP-4-Keto-6-Deoxy-Glucose 2,3-Dehydratase
eryB7 TDP-4-Deoxyglucose 3,5-Epimerase

eryCl Erythromycin-Biosynthese Transaminase
eryC2 TDP-4-Keto-6-Deoxy-Glucose-3,4-Isomerase
eryC3 3-L-Mycarosyl-Erythronolide B Transferase
eryC4 NDP-6-Deoxyhexose 3,4-Dehydratase

eryC5 NDP-4,6-Dideoxyhexose 3,4-Enoylreductase
eryCé TDP-Desoamin-N-Diemthyltransferase

eryF 6-Deoxyerythronolid B Hydroxylase

eryG Erythromycin C Methyltransferase

eryK Erythromycin C-12 Hydroxylase

Zusatzlich gibt es im Genom von S. erythraea das Gen ermE, welches fir die N-6-Aminoadenin-N-
Methyltransferase kodiert und Erythromycin-Resistenz vermittelt. Desweiteren konnten auch
Regulatoren der Erythromycin-Synthese im Genom von S. erythraea identifiziert werden. Das Gen
SACE7301 kodiert fiir einen Regulator aus der TetR/AcrR-Familie, welcher die Erythromycin-Synthese
positiv beeinflusst. Der Regulator SACE3446 hingegen hemmt die Erythromycin-Synthese in S.
erythraea. Der Einfluss von Mikropartikeln auf die Genexpression der Erythromycin-Synthese in S.
erythraea wurde wie im Folgenden beschrieben zu verschiedenen Zeitpunkten zweier
Fermentationen in einem DASGIP-System, anhand ausgewdhlter Gene (eryAl, eryB1, eryCl, eryF,
eryK, eryG, ermE, SACE3446 und SACE7301), untersucht. Als Haushaltsgen diente eine
Glycosyltransferase (SACE5571).

Veranderung der Genexpression am 7. Tag nach Induktion

In einem Fermentationsversuch mittels DASGIP-System wurde S. erythraea mit und ohne Talkpartikel
(10%, w/v) kultiviert. Nach 24 h erfolgte die Induktion mit n-Propanol. Sieben Tage nach erfolgter
Induktion wurden Proben zur Untersuchung der Genexpression genommen. Zu diesem Zeitpunkt

wiesen die Ansdtze mit und ohne Talkpartikel sehr unterschiedliche Erythromycin A-Konzentrationen
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auf (Abbildung 15). Der Ansatz mit Talkpartikel hatte eine ca. 3-fach hohere Erythromycin A-
Konzentration als der Ansatz ohne Talkpartikel (zum Zeitpunkt 192 h).
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Abbildung 15: Probennahme von S. erythraea, kultiviert mit und ohne Talkpartikeln im DASGIP-System, sieben Tage nach
Induktion zur Untersuchung der Genexpression.

Die Genexpressionsanalysen zeigen, dass der Einsatz von Talkpartikeln wahrend der Fermentation zu
einer gesteigerten Expression verschiedener Gene fiihrt (Abbildung 16). Im Vergleich zum
Haushaltsgen (Threshold 1) ist die Expression der Stoffwechselgene eryK, eryG, eryF, eryAl und eryB1
deutlich erhoht, teils wie im Falle von eryF und eryB1 um das 27- bzw. 28-Fache des Haushaltsgenes.
Unklar ist jedoch warum die Stoffwechselgene so unterschiedlich stark hochreguliert wurden. Eine
mogliche Erklarung kénnte sein, dass die RNA-Level mancher Gene zum Zeitpunkt der Probennahme
schon wieder abgebaut wurden. Desweiteren konnte auch gezeigt werden, dass der positive
Regulator SACE7301, der die Erythromycin-Synthese stimuliert hochreguliert wurde. Passend dazu
wurde der negative Regulator SACE3446, der die Erythromycin-Synthese hemmt, nicht hochreguliert.
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Abbildung 16: Relative Verdanderung der Expressionsrate ausgewahlter Gene der Erythromycin-Synthese zum Zeitpunkt

der Probennahme (7 Tage nach Induktion).

Verdnderung der Genexpression am 3. Tag nach Induktion

In einem weiteren unabhadngigen DASGIP-Fermentationsversuch wurden die Proben zur Analyse der
Genexpression bereits am 3. Tag nach Induktion mit n-Propanol genommen. Zu diesem Zeitpunkt
wiesen die Ansdtze mit und ohne Talkpartikel wiederum unterschiedliche Erythromycin A-
Konzentrationen auf (Abbildung 17). Der Ansatz mit Talkpartikel hatte eine ca. 4.5-fach hoéhere
Erythromycin A-Konzentration als der Ansatz ohne Talkpartikel (zum Zeitpunkt 96 h).
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Abbildung 17: Probennahme von S. erythraea, kultiviert mit und ohne Talkpartikeln in einem zweiten DASGIP-Versuch,
drei Tage nach Induktion zur Untersuchung der Genexpression.
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Die Genexpressionsanalysen zeigen, dass es am 3. Tag nach Induktion bei den meisten Genen noch
nicht zu einer gesteigerten Genexpression gekommen ist (Abbildung 18). Die Gene eryAl1, eryC1 und
eryG sind nur minimal Gber dem Threshold des Haushaltsgenes von 1. Etwas starker hochreguliert
sind die Gene SACE7301 und das Resistenz-Gen ermE. SACE7301 ist ein positiver Regulator der
Erythromycin-Synthese, der die Synthese des Antibiotikums auf Gen-Ebene stimulieren kann. Durch
die Hochregulation des Gens ermE wird S. erythraea vor dem selbstproduzierten Antibiotikum

Erythromycin geschitzt und resistenter.
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Abbildung 18: Relative Verdanderung der Expressionsrate ausgewahlter Gene der Erythromycin-Synthese zum Zeitpunkt
der Probennahme 3 Tage nach Induktion.

DFI - 6: In situ Produktentfernung (Testen der Eignung von beschichteten
Polyvinylpyrrolidon-Partikeln zur in-situ-Abtrennung von Erythromycin A wahrend

der Fermentation von S. erythraea)

Die vom Projektpartner entwickelten pordsen, beschichteten Polyvinylpyrrolidon-Partikel zeigten in
abiotischen Versuchen eine hohe Adsorptionskapazitat. Um zu Gberprifen, inwiefern sich die Zugabe
dieser Partikel auf die Kultivierung von S. erythraea, die Erythromycin A-Produktion und die
Konzentration im Medium auswirkt, wurden die Partikel fiir eine Parallelfermentation im DasGip-
System verwendet. Die Kultivierungen erfolgten unter zu den vorhergehenden Fermentationen mit
modifizierten Talkpartikeln analogen Bedingungen. Die Fermentation mit 10 g/L der beschichteten
Polyvinylpyrrolidon-Partikel wurde, genauso wie die Kontrollkultivierung ohne Partikel, in

Doppelbestimmung durchgefiihrt.

Wahrend der Fermentation wurden zuséatzlich abiotische Adsorptionsversuche durchgefiihrt, um die
Adsorptionskapazitdt der Partikel fiir Erythromycin A zu bestimmen. Dazu wurde dasselbe Medium

verwendet, das fir die Kultivierung von S. erythraea genutzt wird. Dieses wurde mit einer definierten
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Konzentration von reinem Erythromycin A versetzt und anschliefend fiir vier Stunden bei 30°C unter
Schitteln mit 10g/L der Polyvinylpyrrolidon-Partikel inkubiert. Ein dquivalentes Experiment ohne
Partikel diente zur Kontrolle. Beide Versuchsansatze, sowohl mit, als auch ohne Partikel, wurden in
Dreifach-Bestimmung durchgefihrt. Die Analyse der Erythromycin A-Konzentration erfolgte nach

Zentrifugation im Uberstand. Das Ergebnis des Adsorptionsversuchs zeigt Abbildung 19.
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Abbildung 19: Erythromycin A-Konzentrationen im mit Erythromycin A versetzten Medium: zum Zeitpunkt t=0 (schwarz),
nach vierstiindiger Konzentration ohne Partikel (griin) und nach vierstiindiger Inkubation mit 10 g/L beschichteten

Polyvinylpyrrolidon-Partikeln (griin)

Die Verringerung der Erythromycin A-Konzentration im Medium durch Adsorption an die Partikel ist
minimal und kann aufgrund der Schwankungen nicht als signifikant bezeichnet werden. Dies kann
einerseits an einer kaum vorhandenen Adsorptionskapazitat fiir Erythromycin A liegen, andererseits
aber auch durch die Mediumszusammensetzung und die eventuelle Adsorption anderer
Mediumskomponenten begriindet sein. Fir die Verwendung zur in situ Abtrennung von
Erythromycin A im Produktionsmedium sind die Partikel nicht geeignet. Trotz der Tatsache, dass sich
die beschichteten Polyvinylpyrrolidon-Partikel nicht zur in situ-Produktabtrennung eignen, sollte eine
Auswertung der Parallelfermentations-Versuche zeigen, ob die Partikel eine Produktivitatssteigerung
bewirken. Dazu wurden die Konzentrationen in den Kultivierungsansatzen (ber den

Versuchszeitraum bestimmt (Abbildung 20).
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Abbildung 20: Erythromycin A-Konzentration der einzelnen Bioreaktoren wahrend der Fermentation von S. erythraea

ohne Partikel (schwarz und grau) und mit beschichteten Polyvinylpyrrolidon-Partikeln (griin)

Es konnte lediglich eine minimale Steigerung der Erythromycin A-Konzentrationen in den Kulturen
mit Partikeln gegeniber Kontrollkulturen festgestellt werden. Auf eine Desorption des Produktes von
den Partikeln wurde verzichetet, da die abiotischen Adsorptionsversuche gezeigt haben, dass keine
signifikante Menge Erythromycin A von den Partikeln adsorbiert wird. Die positiven Effekte der

Polyvinylpyrrolidon-Partikel bleiben somit weit hinter denen der beschichteten Talkpartikel zurtick.

W42 — 1: Charakterisierung der Partikeleffekte bei industriellen Stammen und

Fermentationsprotokollen

Mikropartikel Uben einen positiven Einfluss auf die Produktbildung durch filamentdse
Mikroorganismen aus (siehe Vorarbeiten DFI), wobei es zu einer direkten Beeinflussung der
Morphologie der Stamme und damit indirekt zu verbesserten Bedingungen z.B. Nahrstoff- und O,-
Versorgung kommt, die sich dann auch in einer erhéhten Produktbildung zeigen kann. Bisherige
Versuche wurden mit Wildtyp-Stammen durchgefihrt. Der Einfluss von Mikropartikeln auf die
Wirkstoffproduktion industrieller Stdamme wurde bisher nicht untersucht. Filamentdse
Mikroorganismen in der industriellen Anwendung haben in der Regel einen mehrjdhrigen
Optimierungsprozess aus sich wiederholenden Zyklen von chemischer Zufallsmutagenese und
anschlieRendem ,screening’ auf optimierte Wirkstoffproduktion durchlaufen. Diese klassische
Stammoptimierung resultiert in der Produktion des gewilinschten Naturstoffes im deutlich
zweistelligen g/l Bereich, fuhrt aber gleichzeitig zu einer grundlegenden Verdnderung des vielfach
mutierten Stammes im Vergleich zum natirlichen Ausgangsstamm. Daher sind morphologische,

physiologische und biochemische Daten, die mit den urspriinglichen Wildtyp-Stammen erzielt
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werden, auf die industriellen Hochleistungsstamme in der Regel nicht tUbertragbar. Die W42 GmbH
hat in der ersten Halfte des Projekts folgende industrielle Stamme hinsichtlich eines moglichen

Partikeleffektes untersucht:

e Acremonium chrysogenum W42-| — Cephalosporin C Produzent, 28 g/I*
e Saccharopolyspora erythraea K1 — Erythromycin A Produzent, 8 g/I*
e Amycolatopsis mediterranei W126 — Rifamycin W Produzent > 10 g/I*

*Die angegebenen Produktionsraten werden im Fermenter erzielt.

Der Einfluss auf die Produktbildung durch die von Surflay entwickelten Partikel wurde systematisch
analysiert. Dabei kamen die stammspezifischen industriellen Kultivierungsbedingungen zum Einsatz
(SOPs der W42 GmbH). Die verwendeten Medien fir die Produktionsphase zeichnen sich durch einen
hohen Anteil unléslicher Bestandteile (Sojamehl, Maisquellwasser, Pharmamedia ,traders protein“)
aus, so dass sie einen hohen Triibungsgrad aufweisen. Bei der Analyse/Auswertung stand daher die
Produktbildung im Vordergrund. Aufgrund der hohen Konzentration unloslicher Bestandteile war
eine mikroskopische Analyse der Morphologie und deren Beeinflussung durch die eingesetzten

Mikropartikel schwer moglich.

Cephalosporin C (CPC)
Neben der signifikant erhéhten Produktion von Cephalosporin C zeichnet sich der Stamm
A. chrysogenum W42-1 durch eine stark gednderte Morphologie aus. Anstelle eines verzweigten,
durch lange und feine Hyphen bestimmten Myzels (WT) weist W42-1 stark verkiirzte und
komprimierte Zellen auf. Sogenannte ,yeast like cells, die kennzeichnend fir die CPC
Produktionsphase sind und im WT erst in der stationdren (spaten) Wuchsphase als multizellulére
Arthrosporen auftreten, werden bei dem Stamm W42-I bereits in der frihen Wachstumsphase in
hoher Anzahl gebildet. Eine ausgepriagte morphologische Anderung im Verlauf einer Kultivierung
findet bei W42-1 im Vergleich zum WT somit nicht mehr statt. Die fir viele myzelartig wachsende
Mikroorganismen typische Pelletbildung ldsst sich daher ebenfalls nicht feststellen. Es kommt nur
ansatzweise zu einer ,Aggregatbildung” wahrend des Wachstums, wie sie in der Abbildung 21 fir

den Stamm W42-| exemplarisch gezeigt ist.
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Abbildung 21: Typisches Wachstum des Stammes W42-| in Fliissigmedium,
40-fache mikroskopische Aufnahme nach dreitédgiger Inkubation bei 27°C und 210 rpm (Schiittelkolben) in CCM Medium.

Im Rahmen dieses Projektes wurde die Produktbildung unter Einfluss reiner Talkpartikel (Probe 15,
Tab. 1), des Partikel L60 und der beschichteten Talkpartikel 02.06, 03.06, 10.06 und 11.06 in
Schiittelkolbenversuchen untersucht. Die Probenaufarbeitung und HPLC-Analytik erfolgte mit den
standardisierten Methoden von W42. Als Standardverbindungen wurde gereinigtes CPC und
Deacetyl-CPC (DAC) verwendet. DAC stellt die Hauptnebenkomponente in industriellen
Fermentationen dar. Neben der Steigerung der CPC Produktion stellt die Verminderung der DAC
Konzentration in der Fermentation ein wichtiges Ziel von Stammoptimierungsprogrammen dar, da es
aufgrund der sehr dhnlichen chemischen Strukturen zu hohen Verlusten von CPC wéahrend der
Reinigung kommt. Fir keinen der getesteten Partikel konnte allerding reproduzierbar ein Effekt auf
die CPC- oder DAC-Produktion nachgewiesen werden. In einzelnen Schiittelkolbenversuchen kam es
in Gegenwart von Partikeln zu einer erhéhten CPC-Bildung. Dieser Effekt konnte nicht reproduziert
werden. Es handelte sich somit um ,normale“ Schwankungen bezlglich CPC-Titer, die bei
Kultivierungen im Schiittelkolben auftreten kdnnen und nicht durch Partikel induziert worden sind.
Eine Erklarung des negativen Ergebnisses fliir den Stamm A. chrysogenum W42-| kénnte in der oben
beschriebenen morphologischen Anpassung an die CPC-Optimierung liegen. Da dieser Stamm eine
morphologische Veranderung hin zu den multizelluldren Arthrosporen nicht mehr durchlaufen muss,
kénnte das ,target’ flr die Mikropartikel bei diesem Stamm nicht mehr vorhanden bzw. durch die
intensive Stammoptimierung ein Potential flir weitere, morphologisch induzierte CPC
Produktionssteigerungen nicht mehr gegeben sein. In parallelen Versuchen am DFl wurden die

Partikel 03.06 bis 11.06 an A. chrysogenum W42-| getestet und vergleichbare Ergebnisse erzielt.

Erythromycin A (EryA)
Fir das Vorhaben standen anfanglich zwei Stammvarianten zur Verfliigung, mit den Bezeichnungen
GHS13 und K1. In ersten Vorversuchen, auch unter Verwendung von Mikropartikeln (L60 und Talk),
wurde der Stamm Sac. erythraea K1 aufgrund der héheren Produktivitat fir die weiteren Arbeiten
ausgewahlt. Fur den Stamm K1 war eine Erythromycin A Produktion von 8 g/l beschrieben, wobei als

unerwinschte Nebenkomponenten Erythromycin B (0,25 g/I) und Erythromycin C (0,45 g/l) gebildet
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werden (Kunde der W42 GmbH, pers. Mitteilung). Ziel der Prozessoptimierung ist eine Erhéhung der
EryA Ausbeuten, bei moglichst geringer Produktion von EryB und EryC. Im Rahmen des Projektes
wurde die Produktbildung unter Einfluss reiner Talkpartikel, des Partikel L60 und der beschichteten
Talkpartikel 02.06, 03.06, 04.06, 05.06, 06.06, 07.06, 08.06, 09.06, 10.06 und 11.06 in
Schittelkolbenversuchen untersucht. Die Probenaufarbeitung und HPLC-Analytik erfolgte zunachst
mit der Methode die W42 von einem Kunden zur Verfligung gestellt worden war. Als
Standardverbindungen wurden gereinigtes Erythromycin A, B und C verwendet. Die HPLC-Analytik
erwies sich als problematisch, da keine reproduzierbaren Ergebnisse erzielt werden konnten. Eine
Trennung und Darstellung der Erythromycine war grundsatzlich moglich, allerdings kam es nach
Analyse einer geringen Anzahl von Proben zu einer bisher nicht geklarten ,Veranderung” des HPLC-
Systems (Saule/Laufpuffer), die zu einer massiven Reduzierung des Erythromycin-Signals, bis hin zum
volligen Verschwinden, flihrte. Dies galt fir Proben aus Schittelkolbenversuchen und auch fir die
definierten Standards (EryA, B, C). Im Rahmen des Vorhabens wurden fiinf verschiedene HPLC-
Methoden (C8 und C18 Saulen, verschiedene Laufpuffer) getestet, es konnte aber kein stabil
funktionierendes System etabliert werden. Zur Analyse der Proben aus Schiittelkulturen, wurde
daher alternativ ein Bio-Assay mit dem Indikatorbakterium Micrococcus luteus etabliert. Diese
Methode kann reproduzierbar fir die Bestimmung von antibiotischen Substanzen, Uber die
konzentrationsabhangige Entwicklung von Hemmhofen, verwendet werden. Allerdings kann nicht
zwischen den verschiedenen Erythromycinen unterschieden und der zusatzliche Einfluss von anderen
inhibitorisch wirkenden Substanzen in der Kulturbriihe nicht ausgeschlossen werden. Da der Stamm
K1 Erythromycin A in sehr hoher Konzentration und auf jeden Fall als absolut dominierende
antibiotische Substanz bildet, kénnen die Ergebnisse aus dem Bio-Assay trotzdem fir die
Bestimmung des Partikeleffektes genutzt werden. Beispielhaft ist die Auswertung eines Bio-Assays in
der Abbildung 22 dargestellt.
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Abbildung 22: Entwicklung von Hemmhoéfen in einem Bakterienrasen (M. Iluteus) durch Proben aus
Schiittelkolbenversuchen von Sac. erythraea K1 zu drei verschiedenen Zeitpunkten. Es wurde der Einfluss von fiinf
Mikropartikeln im Vergleich zu einer Kultivierung ohne Partikel untersucht. Als Standard wurden definierte Mengen

Erythromycin A verwendet.

Eine erhdhte inhibitorische Aktivitat kann in den Proben aus Kulturen mit verschiedenen Partikeln im
Vergleich zur Kontrolle (Kultivierung ohne Partikel) festgestellt werden. In diesem Versuch erscheint
der erzielte Effekt vermittelt durch die Partikel 07.06 (Nr. 6) und 08.06 (Nr. 7) signifikant zu sein. Zur
weiteren Analyse des Partikeleffekts auf die Erythromycin Produktion in Sac. erythraea wurden

parallele Fermentationen am DFI durchgefiihrt (siehe oben).

Rifamycin W (RifW)
Amycolatopsis mediterranei W126 ist eine Variante des natirlichen Rifamycin B Produzenten, der im
Rahmen einer industriellen Stammentwicklung entstanden ist und die Verbindung Rifamycin W

(Abbildung 23), ein Intermediat der Rif B Biosynthese (13), in hoher Konzentration (> 10 g/l) im
Kulturiiberstand anreichert.

i (o] On

Rifamycin B

Abbildung 23: Chemische Struktur von Rifamycin W als Vorstufe der pharmakologisch bedeutenden Substanz
Rifamycin B. Der Stamm A. mediterranei W126 produziert Rif W.
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Im Rahmen dieses Projektes wurde die Produktbildung unter Einfluss verschiedener Partikel in
Schittelkolbenversuchen untersucht. Die Probenaufarbeitung und HPLC-Analytik erfolgte mit der
beschriebenen Methode (14). Als Standard wurde gereinigtes Rif W verwendet, welches W42
exklusiv zur Verfligung steht. Es kamen folgende Partikel zum Einsatz:

a) Reiner Talkpartikel PZD003

b) Beschichtete Talkpartikel 02.06, 03.06, 04.06, 05.06, 06.06, 07.06, 08.06, 09.06, 10.06 und

11.06 (siehe Tabelle 3)

c) Mit Chitosan/Alginat beschichtete Partikel, 008_1 — 008_4
Die bendétigte Menge an Partikeln wurde mit H,0 auf 4 ml aufgefillt und in den Schiittelkolben vor
Zugabe des sterilen Mediums autoklaviert. Bei einigen der beschichteten Talkpartikeln kam es dabei
zu einem ,Verkleben” der Partikel bzw. bildete sich ein fester Belag auf dem Kolbenboden, der nur
schwer wieder suspendiert werden konnte. Die Versuche wurden bei 24°C und 180 rpm (@#50mm)
oder bei 28°C und 230 rpm (@25mm) in 30 ml Volumen in Glaskolben (250 ml) mit einer Schikane
durchgefiihrt. Ausgehend von einer dicht bewachsenen Vorkultur wurden die Produktionskulturen

8%ig angeimpft.

Zu a + b) Der Einsatz von unmodifizierten Talkpartikeln beeinfluRte die Rif W Produktion nicht
(Ergebnis Zwischenbericht). Zur Untersuchung des EinfluR der unterschiedlich modifizierten
Talkpartikel wurden 12 Schittelkolbenversuche durchgefiihrt, wobei Partikel aus zwei unabhangigen
Chargen verwendet wurden. In der Abbildung 24 ist beispielhaft die Auswertung fir einen der ersten

Schittelkolbenversuche dargestellt.
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Abbildung 24: Einfluss von modifizierten Talkpartikeln auf die RifW Produktion in A. mediterranei W126 in

Schiittelkolbenversuchen. Ranking, Partikel = 6, 5, 7, ohne, 1 (ndhere Erlduterung jeweils im Text).

Eine erhohte Rif W Produktion kann in den Proben aus Kulturen mit verschiedenen Partikeln im

Vergleich zur Kontrolle (Kultivierung ohne Partikel) festgestellt werden. Signifikant erscheint der
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erzielte Effekt vermittelt durch die Partikel 06.06 (Nr. 5), 07.06 (Nr. 6) und 08.06 (Nr. 7) zu sein. Der
Effekt der unterschiedlich modifizierten Partikel auf die Rif W Produktion sollte in unabhangigen
Experimenten bestatigt werden. Allerdings wurde die Auswertung durch Schwankungen der
absoluten Rif W-Produktion in den einzelnen unabhangigen Versuchen erschwert. Die erzielten
maximalen Rif W-Konzentrationen schwankten zwischen 7g/l und 1, g/l. Diese grundséatzliche
Schwankungsbreite in der maximalen Produktivitat ist aus den Abbildungen ersichtlich. Auch konnte
in den durchgefiihrten Experimenten kein reproduzierbarer Effekt fiir einen der verwendeten
Partikel festgestellt werden. Dies ist exemplarisch in zwei Versuche in Abbildung 26 und Abbildung 26
dargestellt. In weiteren Versuchen wurden in den Kulturen ohne Partikelzugabe sogar die hdchsten
Rif W Konzentrationen gemessen (Daten nicht gezeigt). Zusammenfassend kann auf Basis der
erzielten Daten, keine reproduzierbare Produktsteigerung durch den Zusatz der hier verwendeten
modifizierten Talkpartikel postuliert werden. Die Untersuchungen wurden aber durch die stark
schwankenden Rif W Ausbeuten in parallel durchgefiihrten Schittelkolbenexperimenten extrem
erschwert. Dies ist vermutlich begrindet in der komplexen Regulation der Biosynthese, die in dem
,undefinierten” Medium FBR42, mit hohem Anteil nicht 16slicher Medienbestandteile, grundsatzlich
starken Schwankungen unterliegt. Inwieweit der durch intensive Mutagenese erzeugte
,Hochproduktions-Phanotyp” eine weitere Steigerung der Rif W Produktion durch Partikelzugabe

grundsatzlich ausschliefSt, konnte im Rahmen des Projektes nicht geklart werden.

250 -
Rifamycin W [g/1]
2,00 ~
1,50
1,00
050 | - /
0,00 shake flask[h] . ‘
40 90 140
=+=\W126 + par. 1 =m=\\126 + par. 2 ==\W126 + par. 4 ===\\/126 + par. 5
==\\126+ par. 6 =o=\W126 + par. 7 W126 + par. 8 W126 + par. 9
W126 + par. 10 W126 - par.

Abbildung 25: Einfluss von modifizierten Talkpartikeln auf die RifW Produktion in A. mediterranei W126 in
Schittelkolbenversuchen. Ranking, Partikel =2, 4,5, 6, 1, 7, 10, 9, ohne, 8.
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Abbildung 26: Einfluss von modifizierten Talkpartikeln auf die RifW Produktion in A. mediterranei W126 in
Schiittelkolbenversuchen. Ranking, Partikel = 10, ohne, 7,4, 2,5, 1, 2.

Zu c) In einer zweiten Versuchsreihe wurde der Einfluss von Partikeln mit Varianten von
Alginat/Chitosan Beschichtungen auf die Rif W Produktion untersucht. Es standen vier verschiedene
Partikel zur Verfliigung (008 _1 — 008_4, Tab. 7). Zur Untersuchung des Einflusses der unterschiedlich
modifizierten Alginat/Chitosan Partikel wurden 5 Schittelkolbenversuche durchgefuhrt. Ein
exemplarischer Versuch ist in der Abbildung 27 dargestellt. Wie auch schon bei Einsatz der
modifizierten Talkpartikel beobachtet, unterliegen die produzierten Mengen an Rif. W starken
Schwankungen, die nicht mit zugesetzten Partikeln korrelieren. Es konnte somit in den
durchgefiihrten Experimenten kein reproduzierbarer Effekt fir einen der verwendeten

Alginat/Chitosan Partikel festgestellt werden.
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Abbildung 27: Einfluss von unterschidlichen Alginat/Chitosan Partikeln auf die Rif W Produktion in A. mediterranei W126
in Schittelkolbenversuchen. Fiir jeden Partikel wurde eine Doppelbestimmung (Parallelkultur) durchgefiihrt (Ranking,
Partikel = 4A, 3B, ohne A, ohne B, 2A, 3A, 2B, 1B, 1A, 4B).

Schlussfolgerung/Ausblick

Grundsatzlich konnte in den durchgefiihrten Versuchen mit Partikeln zur Produktionssteigerung kein
eindeutiges Ergebnis erzielt werden. In einigen der durchgefiihrten Versuche konnten modifizierte
Talk- bzw. Alginat/Chitosan Partikel eine erhéhte Rif W Produktion induzieren. Allerdings konnte fiir
diese Partikel dieser Effekt nicht reproduziert werden. Fiir einen eindeutigen Nachweis eines
moglichen Partikeleffekts sollten in der Zukunft weitere Untersuchungen zur Untersuchung folgender
Fragen/Probleme durchgefiihrt werden:

e Reproduzierbarkeit der Rif W Produktion in Schittelkolben Kultivierungen.

e Chargen bedingte Veranderung des Partikeleffekts.

e Veranderung der Partikeleigenschaften durch die Sterilisation im Autoklaven.

e Untersuchung des Partikeleffekts in der Fermentation.

W42 - 2: Molekularbiologische / Biochemische Untersuchungen

Hier sollte auf molekularbiologischer Ebene die Partikeleffekte auf die Produktion von natrlichen
Wirkstoffen durch filamentdse Mikroorganismen analysiert werden. In der Literatur finden sich dazu
keine Daten, so dass im Rahmen des Projektes die Basis flir solche Untersuchungen gelegt werden

sollte. Ziel war es mogliche genetische ,targets’ fir den Partikeleffekt zu identifizieren.

Diese Arbeiten wurden in enger Kooperation zwischen dem DFl und W42 durchgefiihrt, die

entsprechenden Ergebnisse sind unter DFI-5 beschrieben.

40



W42 - 3: Einfluss auf bioverfahrenstechnische Parameter

Die in den Schittelkolbenversuchen identifizierten Systeme aus Stamm/Wirkstoff/Partikel mussen
betreffend der gesteigerten Wirkstoffproduktion in Fermentationen unter industriellen Bedingungen
getestet werden. Ein Stamm der flr diese Untersuchungen in Frage kommt, ist der Erythromycin A
Produzent Sac. erythraea K1. Im Rahmen des Vorhabens wurde der Stamm mit der
Fermentationsvorschrift von W42 zum ersten Mal im Labor von W42 fermentiert. Das Ergebnis ist in
einer Ubersicht in der Abbildung 28 dargestellt.
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Abbildung 28: Fermentation von Sac. erythraea K1 mit SOP von W42. Dargestellt ist der Verlauf der Fermentation anhand
der Zellfeuchtmasse und der Produktion von Erythromycin A, B und C iiber den gesamten Verlauf. Bestimmung der
Erythromycin-Konzentration mittels HPLC. Die beobachteten groen Luftblasen aufgrund der Konsistenz der Kulturbriihe

sind mit roten Pfeilen markiert. Es wurden keine Partikel verwendet.

In diesem ersten Versuch konnte bereits ein sehr gutes Ergebnis von 9 g/l Erythromycin A (HPLC-
Daten) erzielt werden. Die dargestellten starken Schwankungen der gemessenen EryA Konzentration
sind hauptsachlich in den bereits beschriebenen analytischen Schwierigkeiten begriindet (W42 — 1)
und bei den Proben zu den Zeitpunkten (d) 5.2, 5.8, 6.2, 7.2 und 7.8 kam es zu Fehlern bei der
Durchfiihrung des Extraktionsschrittes, so dass dort vermutlich zu geringe Werte in der HPLC erzielt
wurden. Auffillig sind die hohen Konzentrationen fiir EryB und EryC. Diese missen durch Anpassung
der Prozessparameter in zukinftigen Versuchen auf das angegebene Niveau (W42 — 1; Angaben
Kunde W42) gebracht werden. Aufgrund des mycelartigen Wachstums durchlauft die Kultur im
Fermenter eine Phase, die sich durch eine stark gelartige Konsistenz auszeichnet (Tag 4 — 6) und
durch das Auftreten grofRer Luftblasen mit langer Verweildauer gepragt ist. Dies lasst auf eine nicht
optimale Sauerstoffversorgung schlieen. Durch den Einsatz von Partikeln, soll dieser Morphologie
begriindete Effekt bei Sac. erythraea im Fermenter so verandert werden, dass diese vermutete

Limitierung aufgehoben und die EryA Produktion verbessert wird.
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Fermentation zur Rif W Produktion
Um den Einfluss ausgewahlter Partikel, die in Schittelkolben Versuchen eine Steigerung der Rif. W
Produktion bewirken, auf die industrielle Produktion zu untersuchen, wurde eine Fermentation
durchgefiihrt. Zum Einsatz kam ein modifiziertes Medium, welches sich von dem Produktionsmedium
fiir Schiittelkolbenversuche ableitet. Die Fermentation lief 5,8 Tage mit einem Standardprozess fiir
filamentose Bakterien (Streptomyceten). In den ersten beiden Nachten, kam es zu einer starken
Schaumbildung, die trotz automatischer Antischaum Zugabe zu einem Uberlaufen des Fermenters
flihrte. Die Biomasse in der Abluftflasche wurde dann jeweils wieder zurlick gepumpt. Es ist
allerdings davon auszugehen, dass die Zellen durch die mehrstiindige Verweilzeit ohne Belliftung in
ihrer biologischen Aktivitdt negativ beeinflusst worden sind. Trotzdem konnten zum Ende der
Fermentation 5 g/l Rif W gemessen werden. Weiterhin wurde die Morphologie des Mycels tber den
gesamten Fermentationsverlauf dokumentiert (Daten nicht gezeigt). Nach anfédnglich starker
Pelletbildung (Tag 1 — 3) konnte ab Tag 4 ein verstarktes Auftreten von ,feinem” Mycel beobachtet
werden. Es kommt somit im Verlauf der Fermentation zu einer grundlegenden Anderung der
Morphologie, die mit einer starken ,Schwarzfarbung” und Steigerung der Rif W Bildung verbunden
ist. Die gewonnen Daten/Informationen stellen eine gute Grundlage fir weitere Untersuchungen

zum Partikeleffekt in Fermentationen von A. mediterranei zur Optimierung der Rif W Produktion dar.

W42 — 4: In situ Produktentfernung durch Mikropartikel und W42 — 5: Minimierung

der Nebenprodukte

Im Rahmen des Projekts stand nicht nur die Entwicklung optimaler Partikel zur Steigerung der
Wirkstoffproduktion bei filamentésen Mikroorganismen im Mittelpunkt, sondern es sollte auch eine
mogliche Bindung der Wirkstoffe an spezifisch adsorbierender Partikeloberflichen wahrend der
Kultivierung ermdglicht werden. Die dadurch erzielte Verringerung der Wirkstoffkonzentration in der
Kultur kénnte zu einer hoheren Gesamtproduktion fiihren und gleichzeitig einen ersten effektiven

Reinigungsschritt darstellen.

Vorversuche zur Absorption von Rif W
Von surflay wurden zwei Partikeltypen zur spezifischen Bindung von Rifamycinen zur Verfigung
gestellt. Zur Bestimmung der Bindungskapazitat wurden die Partikel zu zellfreiem Kulturiiberstand
gegeben und die Rif W Konzentration mittels HPLC analysiert. Die Absorption fand unter
physiologischen Bedingungen (pH 5.0 — 7.5) statt. Die Desorption wurde durch einstellen des pH
Werts auf 12 mit NaOH herbeigefiihrt. Nach Abtrennung der Partikel und Rickstellung des pH

Wertes auf 7, konnte Rif W in der anschlieRenden Extraktion in die Butanol-Phase Uberfiihrt werden.

PZD009 | und PZD0OQ9 II: Die Partikel unterscheiden sich hinsichtlich der Beschichtung des SiO,
Grundkaorpers mit PEI (1) bzw. PVBTMAC (l1). An den Partikel PZD009_II konnten signifikante Mengen
Rif. W gebunden werden. Bei Zugabe von max. 80 mg in 500 ul zellfreiem Uberstand (2.2 g/I Rif W),

wurden 57% des Rif W von den Partikeln absorbiert. Allerdings war es unter den gewadhlten
Bedingungen nicht mdglich das gebundene Rif W vollstdandig von den Partikeln zu I6sen. Es konnten

nur 10% des gebundenen Rif W wieder freigesetzt werden. Eine anndhernd vollstandige Desorption
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konnte auch durch Einsatz von 1 M NaCl oder Isopropanol nicht herbeigefiihrt werden. Daher

wurden diese Partikel nicht fur Schittelkolbenversuche eingesetzt.

PVPFO01 9: Dieser unbeschichtete Partikel besteht aus Polyvinylpyrrolidon. An den Partikel
PVPFO01_9 konnten ebenfalls signifikante Mengen Rif W gebunden werden. Bei Zugabe von max. 80
mg in 500 pl zellfreiem Uberstand (1.5 g/l Rif W), wurden 68% des Rif W von den Partikeln
absorbiert. Allerdings war es unter den gewahlten Bedingungen auch mit diesem Partikel nicht
moglich das gebundene Rif W vollstandig von den Partikeln zu I6sen. Es konnten aber immerhin 59%
des gebundenen Rif W wieder freigesetzt werden. In einer Wiederholung, konnten ausgehend von
einem zellfreien Extrakt (2.2 g/l), 63% gebunden und 52% des gebundenen Rif W wieder desorbiert
werden. Somit erscheint dieser Partikel-Typ geeignet, um dessen Einfluss auf die Rif W Produktion in

Schittelkolbenversuchen zu untersuchen.

Absorption und Partikel-Effekt
MPEC: In dieser Versuchsreihe wurde der Einfluss des Partikels PCPFO01_9 (unbeschichtet,
Polyvinylpyrrolidon) auf die Rif W Produktion untersucht unter Berlicksichtigung der Bindung von Rif
W an diesen Partikel wahrend der Schiittelkolben Kultivierung. Es wurden 5 Schiittelkolbenversuche
durchgefiihrt, wobei Partikel aus drei unabhangige Chargen verwendet wurden. Zwei exemplarische
Versuche sind in den Abbildungen 29 und 30 dargestellt. Zu beachten ist dabei, dass in den beiden
Abbildungen die Rif W Menge im Uberstand gezeigt ist. Der Anteil gebundenes Rif. W wurde in

anschlieRenden Versuchen zur Desorption bestimmt (siehe unten, Abbildungen 31 und32
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Abbildung 29: Einfluss des Absorptionpartikel PVPF001-9 im Vergleich zu zwei unterschidlichen Alginat/Chitosan
Partikeln (008_3, 008_4) auf die RifW Produktion in A. mediterranei W126 in Schiittelkolbenversuchen. Fiir jeden Partikel
wurde eine Doppelbestimmung (Parallelkultur) durchgefiihrt. Es wurden 300 mg Partikel je Kultur eingesetzt (Ranking,
Partikel = 001_9A, 001_9B, 008_3A, 008_4A, ohne A, ohne B, 008_3B).

Im dem Versuch in Abbildung 29 verlauft die Rif W Produktion in den beiden Kulturen in Gegenwart
des Absorptionspartikel 001_9 nahezu identisch und es wurden im Vergleich zur Kontrolle und den
beiden Alginat/Chitosan Partikeln signifikant hohere Ausbeuten erzielt. Dieses sehr
vielversprechende Ergebnis konnte aber leider nicht reproduziert werden. Zum Vergleich zeigt die
Abbildung 30 die bereits beschriebene Partikel unabhadngige Streuung der Produktion in einem
Vergleich unterschiedlicher Partikel-Konzentrationen (001_9) im Schiittelkolben. In drei weiteren
Versuchen konnte der positive Einfluss des Partikels 001_9 ebenfalls nicht bestatigt werden (Ergebnis

nicht gezeigt).
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Abbildung 30: Einfluss des Absorptionpartikel PVPF001-9 in Abhéngigkeit von der eingestzten Menge auf die RifW
Produktion in A. mediterranei W126 in Schiittelkolbenversuchen. In einem Versuch wurden 500 mg Partikel nach 92
Stunden der Kultur zugefiigt (griiner Pfeil), Ranking, Partikel 001_9 = ohne(1), 200 mg, 500 mg (zugesetzt bei 92 h), ohne
(2), 400 mg, 100 mg, _300 mg, 500 mg).

Desorption
Ausgehend von den Schiittelkolbenversuchen in Gegenwart von Partikel PVPFOO01_9 wurde die
Menge an gebundenem Rif W bestimmt. Die Desorption wurde durch Erhohung des pH Wertes in der
Kultur auf 12 herbeigefiihrt. Nach Entfernung der Zellen und der Partikel (Zentrifugation) und
Rickstellung des pH Wertes auf 7, konnte Rif W in die Butanol-Phase in der anschlieRenden
Extraktion Giberfiihrt werden. Das Sediment aus Zellen und Partikeln konnte nach Zugabe von Wasser
(pH 12), dann fir eine zweite Desorption verwendet werden. Zur Untersuchung des Partikel-Effekts
auf die Rif W Produktion, wurden parallele Schittelkulturen mit unterschiedlichen Mengen des
Partikels PVPFO01_9 versetzt. Es kamen 100 — 500 mg pro Kultur (30 ml) zum Einsatz. Dabei wurden
die Partikel in der Regel dem Medium vor dem Beimpfen zugefiigt. In zwei Versuchen, wurde
Kulturen 72 bzw. 92 h nach Beginn der Kultivierung 300 bzw. 500 mg Partikel steril zugefigt.
Abbildung 31 zeigt das Ergebnis der Desorption ausgehend von dem oben beschriebenen
Schiittelkolbenversuch. Die Kulturen mit dem Partikel PVPV0O01_9 zeigen sowohl im Uberstand, als
auch in der Gesamtproduktion (total, Uberstand und Desorption) die héchste Produktivitat.
Allerdings wurden im Desorptionsschritt auch bei den Kulturen mit den Alginat/Chitosan Partikeln
bzw. in den Kulturen ohne Partikeln signifikante Mengen zusatzliches Rif W freigesetzt, so dass eine
in-situ Produktbindung an die Partikel nicht eindeutig nachweisbar ist. Auffallig war die schwarze
Farbung der Partikel zum Ende der Kultivierung, die sich auch in mehreren Desorptionszyklen (max.
drei) nicht wieder entfernen lieR. Ob diese Farbung von nicht wieder ablésbarem Rif W stammt oder

von anderen Produkten im Kulturlibertand, konnte im Rahmen des Projekts nicht untersucht werden.
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Abbildung 31: Rif W Produktion in A. mediterranei W126 in Schiittelkolbenversuchen in Gegenwart von 300 mg Partikeln.
Einfluss des Absorptionpartikel PVPF001-9 auf die Rif. W Produktion im Vergleich zu Kulturen mit Alginat/Chitosan
Partikeln bzw. Kontrollen ohne Partikel. Es ist die Gesamtproduktion (total), der Rif.W Gehalt im zellfreien Uberstand

(supernatant) und nach zwei Desorptionsschritten (Desorptionl + 2) gezeigt.

Abbildung 32 zeigt das Ergebnis der Desorption ausgehend von dem zweiten der oben beschriebenen
Schittelkolbenversuche. In diesem Versuch konnte kein grundséatzlicher Effekt nach Partikelzugabe
im Vergleich zu den beiden Ansidtzen ohne Partikel (no particle 1+2) festgestellt werden. Die
freigesetzte Menge Rif W nach Desorption wies, wie auch schon in Abbildung 31 gezeigt, keinen

Unterschied zwischen den Ansatzen , mit” bzw. ,,ohne” Partikel auf.
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Abbildung 32: Rif W Produktion in A. mediterranei W126 in Schiittelkolbenversuchen in Gegenwart von 100 - 500 mg
Partikeln. Einfluss des Absorptionpartikel PVPF001-9 in verschiedenen Konzentrationen auf die Rif. W Produktion. Es ist
die Gesamtproduktion (total), der Rif W Gehalt im zellfreien Uberstand (supernatant) und nach einem Desorptionsschritt

(Desorptionl) gezeigt.

Schlussfolgerung/Ausblick

Grundsatzlich konnte in den durchgefiihrten Versuchen mit Partikeln zur in-situ Produktentfernung
kein reproduzierbarer Effekt auf die Rif W Gesamtproduktion nachgewiesen werden. In zwei von flinf
Schuttelkolben Versuchen, wurde in Kulturen mit dem Partikel PVPFO01_9 eine signifikant hohere
Rif. W Produktion gezeigt, die aber nicht eindeutig bestatigt werden konnte. Nicht erwartet war die
signifikante Freisetzung von Rif W in den entsprechenden Desorptionsversuchen in den Ansdtzen
ohne Partikel-Zugabe, die sich von den Ansatzen mit Partikeln (PVPFO01-9 und Alginat/Chitosan)
kaum unterschieden. Fir einen eindeutigen Nachweis eines moglichen Partikeleffekts miissten
weitere Untersuchungen durchgefiihrt werden zur Untersuchung folgender Fragen/Probleme:

e Reproduzierbarkeit der Rif W Produktion in Schittelkolben Kultivierungen.

e Chargen bedingte Veranderung des Partikel-Effekts.

e Steigerung der Bindungskapazitat und Optimierung der Desorption.

e Veranderung der Partikeleigenschaften durch die Sterilisation im Autoklaven.

e Optimierung der Rif W Freisetzung bzw. Analyse der nicht abgelosten Substanzen nach pH

Shift.
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W42/DFl/Surflay: Abschitzung der 6kologischen und 6konomischen Auswirkungen

des Partikeleinsatzes

Um den Einfluss der Zugabe der Partikel auf die Umweltbelastung des Gesamtprozesses zu bewerten,
wurde der sogenannte E-Faktor verwendet. Der E-Faktor (enviromental factor, Umweltfaktor)

beschreibt die Menge des pro Produktaquivalent erzeugten Abfalls (Gleichung 1).

Myyaste
E=—7"

Mproduct Gleichung 1: E-Faktor

Der E-Faktor gibt damit einen Hinweis auf die verbrauchten Ressourcen in Bezug auf das erzeugte
Produkt. Der E-Faktor schliel3t dabei allerdings weder den Energieverbrauch ein, noch unterscheidet
er zwischen verschiedenen Abfallqualititen wie harmlosen und toxischen Abfdllen. Da eine
vollstindige Bewertung der Umweltauswirkungen (Okobilanzierung) gerade in den frithen Stadien
der Prozessentwicklung sehr zeitaufwandig ist, kann der E-Faktor trotz der Unzuldnglichkeiten als ein
wertvolles Instrument fiir die Bestimmung der Nachhaltigkeit auf reiner Ebene der Materialbilanz
angesehen werden. SchlieRlich muss erwadhnt werden, dass das eingesetzte Prozesswasser
traditionell von der Berechnung des E-Faktors ausgeschlossen ist. Der Grund dafir ist, dass Wasser
allgemein als griines Losungsmittel akzeptiert wird, da es keine oder nur geringe Umweltbelastungen

verursacht.

Hier wurde der E-Faktor verwendet, um den oben beschriebenen Vergleich verschiedener Medien
sowie die Wirkung der Partikel-Zugabe beispielhaft in Bezug auf die verbrauchten Ressourcen zu
bewerten (siehe Abbildung 12).
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Tabelle 11 zeigt die erzeugten Konzentrationen an Actinorhodin, die Massenkonzentrationen im
Ausgangsmedium sowie die resultierenden E-Faktoren. Wahrend die Produktkonzentration in beiden
Minimalmedien mit Partikeln in einem vergleichbaren Bereich lag, unterschied sich der E-Faktor
deutlich. Dies kann durch die hohen Mengen an Glukose und Natriumglutamat im Wentzel-Medium
und die insgesamt erhohten Substratkonzentrationen erklart werden. Wie oben beschrieben, fihrt
die Partikel-Zugabe zu einer erhéhten Produktkonzentration. Die Berechnung des E-Faktors zeigt,
dass die Partikel-Supplementierung auch zu einem reduzierten E-Faktor in allen untersuchten
Medien flihrte. Dies zeigt, dass der Anstieg in der Produktmenge durch die Zugabe von Partikeln die
Massenbilanz des Gesamtprozesses verbessert. Um final zu entscheiden, welche Medien in
Okologischer und 6konomischer Hinsicht die beste Performance aufweist, miissen weitere Faktoren
bericksichtigt werden. Hochstwahrscheinlich sind die Komponenten des komplexen Mediums
glnstiger als u.a. die Vitamine in den Mininalmedien. Auf der anderen Seite kann die Verwendung
von komplexen Medien negative Auswirkungen auf die Produktreinheit und -riickgewinnung haben

und fiihrt daher haufig zu komplizierteren Downstream-Prozessen.
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Tabelle 11: Berechnete E-Faktoren zum Vergleich des Partikel-Effektes bei unterschiedlichen Kulturmedien

Cerodukt IN G L™ | Ceque in g LT | E-Faktor in [-]
Borodina Medium 0,154 27,38 178
Borodina Medium + Partikel 0,293 32,38 111
Wentzel Medium 0,082 96,01 1168
Wentzel Medium + Partikel 0,216 101,01 468
Complex Medium 0,431 72,00 167
Complex Medium + Partikel 0,738 77,00 104

Um ein tieferes Verstdandnis der Auswirkungen der verschiedenen Medienkomponenten auf den E-
Faktor zu erhalten, wurde der Beitrag der Komponenten zum gesamten E-Faktor untersucht
(Abbildung 33). Die Medienkomponenten wurden dabei in sechs Gruppen unterteilt; C-Quelle
(Glucose oder Maltose), komplexe Substanzen (z. B. Malzextrakt), Mineralien (z. B. NaCl oder MgS0),
Spurenelemente, Vitamine und ggf. zugegebene Partikel. In allen Experimenten zeigte sich, dass die
Kohlenstoffquelle einen wesentlichen Einfluss auf den E-Faktor hat (Anteil von 40% bis 73%). Die
zweithochsten Prozentzahlen ergeben sich fir die mineralischen oder komplexen Medien-
Komponenten. Der Einfluss der Vitamine oder Spurenelemente auf den E-Faktor war recht gering
(weniger als 0,3%). Die prozentualen Anteile der Partikel auf dem E-Faktor betrugen 15% in
Kombination mit dem Borodina-Medium, 5% unter Verwendung des Wentzel-Mediums und 6,5% in
den Kulturen mit komplexen Medien. Die entsprechenden absoluten E-Faktoren waren 17, 23 bzw. 7.
SchlieBlich kann davon ausgegangen werden, dass Silica-Partikel eine vernachlassigbare Wirkung auf
die Umwelt haben und im Sandfang einer Abwasserbehandlungsanlage entfernt werden kénnen. Flr

beschichtete Partikel miissen ggf. weitere Analysen durchgefiihrt werden.
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Abbildung 33: Verteilung mehrerer Medienkomponenten auf den gesamten E-Faktor
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Der E-Faktor wurde im Rahmen dieser Bewertung als Parameter des okologischen Einflusses der
Partikel-Zugabe verwendet. Aufgrund der Tatsache, dass die Partikel-Zugabe jeweils zu einem
erhohten E-Faktor fihrte, sollte in einem nachsten Schritt eine detailliertere Bewertung in Form

einer Lebenszyklusanalyse durchgefiihrt werden.

Fiir eine Abschatzung der dkonomischen Auswirkungen der Partikel-Zugabe wurde die Produktion
von Rebeccamycin (Abbildung 7, siehe auch die entsprechende Publikation J. Walisko, F. Vernen, K.
Pommerehne, G. Richter, J. Terfehr, D. Kaden, L. Ddhne, D. Holtmann, R. Krull (2015) Particle-based
production of antibiotic rebeccamycin with Lechevalieria aerocolonigenes) naher betrachtet.

Folgende Annahmen wurden fir diese Berechnung gemacht:

e Der Substratverbrauch wird nicht verandert (siehe Publikation)
e Biomassebildung wird nicht verandert (siehe Publikation)
e Produktionsdauer sowie Energie- und Wasserkosten fiir die Prozesse wurden ebenfalls als
konstant angenommen
e Als Produktpreis wurden 10% des Katalogpreises von Sigma-Aldrich angenommen
o Rebeccamycin (Artikelnummer R4900, laut Katalog 42,50 €/250 ug = 170,20 €/mg)
e Entsorgungskosten laut personlicher Mitteilung der Klaranlage Frankfurt Niederrad
e Hohere Produkttiter beeinflussen nicht die Aufarbeitung der Produkte

o Partikel-Kosten laut Projektpartner Surflay

Die weiteren Angaben und Berechnungen finden sich in
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Tabelle 11.

Tabelle 12: Abschadtzung der 6konomischen Auswirkungen der Partikel-Zugabe bei der Rebeccamycin-Produktion

Ohne Partikel Mit Partikeln

Reaktorvolumen 100 100 L
Produktkonzentration 20 100 mg/L
Produktpreis 170 170 €/mg
Wert des produzierten Produktes 3200 16000 k€
Partikel-Konzentration - 10 g/L
Preis der Partikel - 20 €/g
Kosten der Partikel - 20 k€
Feststoffanteil (Biomasse + Partikel) 10 20 g/L
Preis der Entsorgung der Feststoffe 0,6 0,6 €/kg
Entsorgungskosten 0,6 1,2 K€
Vergleich 3200 15980 k€
Faktor 5.0

In dem betrachteten Prozess hat sich die Kostenstruktur durch den Partikel-Einsatz deutlich
verbessert. Bei der Produktion des sehr hochpreisigen Rebeccamycin hat sich pro Fermentationslauf
der Wert des Produktes verflinffacht. Die Kosten fiir den Partikel-Einsatz und die entsprechende
Entsorgung haben hier nur eine untergeordnete Rolle auf die Kostenstruktur. Schlissel fiir diese
verbesserte Wortschopfung ist die Verfliinffachung der Produktkonzentration. Bei relativ glinstigen
Produkten wie Erythromycin reicht dagegen die Erhéhung des Produkttiters um ca. 150 % nicht aus,

um die Kosten fiir den Partikel-Einsatz aufzuwiegen.

Fazit

Der MPEC-Effekt konnte mit verschiedenen Produzenten von Sekunddrmetaboliten nachgewiesen
werden. Das generelle Vorgehen mit einem breiten Screening zu Projektbegin und eine Fokussierung
wahrend der Projektlaufzeit hat sich als zielfihrend herausgestellt. Als Herausforderung hat sich die
teilweise komplizierte Analytik der Stoffwechselprodukte sowie die Reproduzierbarkeit und
Zeitdauer der Kultivierungen herausgestellt. Die Ubertragung der Effekte auf Kultivierung in den
Bioreaktor-MaRstab wurde erfolgreich durchgefiihrt. Es konnten mittels der Expressionsanalyse
molekularbiologische Targets fiir weitere Optimierungen identifiziert werden. Es konnte weiterhin
erfolgreich die Adsorption und Desorption von Sekundarmetaboliten an Partikel gezeigt werden, so
konnte die Basis flr in-situ Abtrennungsverfahren gelegt werden. Es konnte allerding kein
allgemeingiiltiges Verfahren fir die Produktion von verschiedenen Sekunddrmetaboliten entwickelt
werden, hier sind weiterhin je nach Produzent und Produkt Anpassungen notwendig. Es konnten

Okologischen und 6konomischen Vorteile der partikel-basierten Prozesse gezeigt werden.
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Offentlichkeitsarbeit

Messeprasentationen

1.
2.

Darstellung des Projektes auf der Biotechnica 2013 (8. bis 10. Oktober 2013, Hannover)
Darstellung des Projektes im Rahmen der Hannover-Messe 2014 ,Mikropartikelbasierte
Kultivierung von filamentdsen Pilzen: Wie Schimmelpilze dank Mikropartikeln besser
arbeiten” (siehe http://biocorrosion.de/Hannover+Messe+2014.html, 7.-11. April 2014)
Kurzvorstellung im Rahmen der ACHEMA 2015, BMBF-Stand, Filamentése Mikroorganismen
und die Mikropartikel-basierte Kultivierung (MPEC)

Kurzvorstellung des Projektes im Rahmen der Woche der Umwelt, Berlin 07.06.2016 (siehe

https://www.woche-der-umwelt.de/index.php?menuecms=2708&programm id=201)

Beitrage im Rahmen von wissenschaftlichen Tagungen

=

Poster

Posterprasentation bei der Summer School ,Quantitative Biology”, Berlin, 21.7.-25.7.2015
»Microparticle-Enhanced Cultivation (MPEC) for Production of Antibiotic Compounds”
Posterprasentation bei ProcessNet-Jahrestagung, Aachen, 30.9.-2.10.2014,,Microparticle-
Enhanced Cultivation (MPEC) for Production of Antibiotic Compounds*

Posterprasentation auf dem Stiftungstag des DECHEMA-Forschungsinstituts, Frankfurt am
Main, 10.12.2014 ,Microparticle enhanced cultivation of filamentous microbes for antibiotic
production”

Posterprasentation auf dem Stiftungstag des DECHEMA-Forschungsinstituts, Frankfurt am
Main, 09.12.2015 , Microparticle enhanced cultivation of filamentous microbes for antibiotic
production”

Posterprasentation auf dem Stiftungstag des DECHEMA-Forschungsinstituts, Frankfurt am

Main, 07.12.2016, ,Microparticle based cultivation of filamentous organisms*

Vortrage

I. Huth, L. Baumann, D. Holtmann, J. Schrader, Cultivation of Aspergillus niger in microtiter
plates — gaining control of complex morphologies, ProcessNet-Jahrestagung und 32.
DECHEMA-Jahrestagung der Biotechnologen, Aachen, 12.-15. September 2016

D. Holtmann, F. Vernen, |. Huth, F. Mayer, Particles prevent pellets: microparticle enhanced

cultivation (MPEC) of filamentous microorganisms, Partec, Niirnberg, 19. -21. April 2016

Peer-reviewed Publiaktionen

J. Walisko, F. Vernen, K. Pommerehne, G. Richter, J. Terfehr, D. Kaden, L. Ddhne, D.
Holtmann, R. Krull (2015) Particle-based production of antibiotic rebeccamycin with
Lechevalieria aerocolonigenes, Process Biochemistry

D. Holtmann, F. Vernen, J.M. Miller, D. Kaden, J.M. Risse, K. Friehs, L. Ddhne, A. Stratmann,
J. Schrader (2015) Effects of particle addition to Streptomyces cultivations to optimize the

production of actinorhodin and streptavidin, Sustainable Chemistry and Pharmacy
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weitere Massnahmen

Kurzdarstellung des Projektes im Internet (http://dechema-

dfi.de/Mikropartikelbasierte+Kultivierung+f%C3%BCr+die+Pharmazie.html). Durch diese

MaRnahmen konnten gleichermaRen Fachkollegen als auch die breite Offentlichkeit tiber das

Projekt im Allgemeinen und die entsprechenden Ergebnisse informiert werden.
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