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KAPITEL 1

Einleitung und Zielsetzung

Erdöl zählt zu den wichtigsten Energieträgern weltweit und ist zudem der meist
verwendete Rohstoff für die chemische Industrie. Aufgrund der Endlichkeit dieses
fossilen Rohstoffes, eines steigenden Umweltbewusstseins, einem stetigen Bevöl-
kerungswachstum und somit einer steigenden Nachfrage an Energie, Rohstoffen
und Nahrungsmitteln, muss eine Umstellung auf erneuerbare und nachwachsende
Ressourcen erfolgen.

Gerade die Polymerchemie basiert weitestgehend auf Erdöl. Eine umweltver-
träglichere Herstellung von chemischen Grundstoffen für Kunststoffe bieten u. a.
biotechnologische Verfahren. Im biotechnologischen Bereich werden zur Herstel-
lung dieser Grundstoffe häufig reine Zucker in Form von Glucose oder Saccharose
verwendet, um hohe Titer und Produktivitäten erzielen zu können. Dabei ba-
siert Glucose meist auf Stärkehydrolysaten aus Mais, Kartoffeln oder Weizen
und zur Saccharoseproduktion werden Zuckerrohr oder Zuckerrübe verwendet.
Alle diese verwendeten Rohstoffe und die dafür genutzten landwirtschaftlichen
Flächen stehen daher in Konkurrenz zur Nahrungs- und Futtermittelindustrie.
Alternativ können nachwachsende ungenutzte landwirtschaftliche Nebenprodukte
und Reststoffe für biotechnologische Verfahren genutzt werden, wie beispielsweise
Weizenkaff, Stroh oder Abfälle aus der Lebensmittelweiterverarbeitung. Diese Bio-
masse ist größtenteils CO2-neutral, kostengünstig und steht nicht in Konkurrenz
mit der Nahrungs- oder Futtermittelindustrie.
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Itaconsäure zählt zu den chemischen Grundstoffen für die Polymerindustrie, die
auf Basis von nachwachsenden Rohstoffen hergestellt werden können. Seit Mitte
des 20. Jahrhunderts wird Itaconsäure biotechnologisch mit dem filamentösen
Pilz Aspergillus terreus industriell hergestellt. Die Nachfrage für die organische
Säure ist aufgrund der hohen Produktionskosten im Vergleich zu alternativen
petrochemisch hergestellten Grundstoffen gering. Die hohen Produktionskosten
begründen sich auf einem niedrigen Titer von etwa 90 g/L (Batti and Schweiger,
1963; Kuenz et al., 2012). Zwar konnte die Endkonzentration im Labormaßstab
auf 129 g/L gesteigert werden (Hevekerl et al., 2014b), dieser Titer liegt aber
immer noch deutlich unter dem Titer der vergleichbaren industriellen Produktion
von Citronensäure mit Aspergillus niger mit durchschnittlich 200 g/L (Roehr
et al., 1996). Zusätzlich basiert die Itaconsäureproduktion auf der Nutzung reiner
Zucker, aufgereinigten Melassen oder Stärkehydrolysaten, da der Pilz sehr sensitiv
auf Störstoffe im Kultivierungsmedium reagiert. Somit stellt der Einsatz von nach-
wachsenden agrarischen Reststoffen neue Herausforderungen in der Prozessführung
und Kultivierung des sehr empfindlichen filamentösen Pilzes Aspergillus terreus. Es
sind jedoch auch robustere Mikroorganismen, wie Ustilago maydis, in der Lage, die
organische Säure zu bilden. Aufgrund von zu geringen Titern und Produktivitäten
werden diese Mikroorganismen industriell nicht genutzt.

Ziel dieser Arbeit ist es, die Itaconsäureproduktion basierend auf nachwach-
senden Reststoffen unterschiedlicher Mikroorganismen mit Aspergillus terreus zu
vergleichen und die Vor-und Nachteile der einzelnen Organismen herauszuarbei-
ten. Dazu soll eine systematische Studie durchgeführt und die unterschiedlichen
Störstoffe aus Hydrolysaten und deren Effekt auf die Itaconsäureproduktion
beschrieben werden. Abschließend soll der effektivste Organismus ausgewählt,
unterschiedliche Kultivierungsstrategien und Aufreinigungsverfahren miteinan-
der verglichen und die Itaconsäureproduktion auf Basis agrarischer Reststoffe
optimiert werden.

Neben der Produktion von Itaconsäure auf alternativen nachwachsenden Roh-
stoffen, soll auch die Kultivierung von Aspergillus terreus auf reinem Zucker weiter
untersucht werden, um den Titer zu erhöhen. Um das mögliche Potenzial der
Itaconsäureproduktion mit diesem Organismus aufzuzeigen und die Beeinflus-
sung durch Störstoffe zu verringern, soll Glucose verwendet werden. Speziell soll
dazu der Einfluss des pH-Wertes auf die Kultivierung untersucht und nach der
Prozessoptimierung die Kultivierung in einen größeren Maßstab überführt werden.
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KAPITEL 2

Theorie

2.1 Biomasse

Als Biomasse wird das gesamte organische Material bezeichnet, welches von Pflan-
zen und Tieren erzeugt wird (Geitmann, 2005). Dabei beläuft sich die jährliche
weltweite Produktion auf etwa 146 · 109 bis 170 · 109 Tonnen (Eggersdorfer
et al., 1992; Demirbaş, 2001). Schätzungsweise sind davon 245 · 106 Tonnen nicht
genutzte agrarische Reststoffe, die nicht mit der aktuellen Lebens- und Futtermit-
telherstellung konkurrieren (Perlack et al., 2011) und könnten daher als alternative
nachwachsende Polysaccharide in vielen biotechnologischen Anwendungen genutzt
werden.

2.1.1 Lignocellulose

Die Biomasse photosynthesebetreibender Pflanzen besteht größtenteils aus Ligno-
cellulose. Diese setzt sich aus den drei Hauptbestandteilen Cellulose (30–50 %),
Hemicellulose (20–35 %) und Lignin (10–25 %) zusammen (Lynd et al., 2002;
Rowell, 2012). Die genaue prozentuale Zusammensetzung hängt jedoch von der
jeweiligen Pflanzenart und Umweltfaktoren ab.
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HemicelluloseCellulose

Lignin

Abbildung 2.1 – Schematischer Aufbau von Lignocellulose, bestehend aus Cellu-
lose, Hemicellulose und Lignin (modifiziert nach Lee and Shah (2012)).

Lignocellulose besteht aus unelastischen Cellulosefibrillen, die in eine vernetzte
Struktur aus Lignin und Hemicellulose eingelagert sind (Lee and Shah, 2012)
(Abbildung 2.1).

Die Cellulosefibrillen bestehen aus einer Vielzahl an parallel angeordneten
Cellulosesträngen, die Polymere aus Glucose-Monomeren sind. Die Monomere sind
über β-1,4-glykosidische Bindungen miteinander verknüpft, gegeneinander um
180◦ gedreht und bilden so eine lineare, unverzweigte Kette aus (Lynd et al., 1999;
Wyman et al., 2005). Die Celluloseketten sind durch inter- und intramolekulare
Wasserstoffbrückenbindungen und Van-der-Waals-Kräfte verbunden (Pizzi and
Eaton, 1985) und bilden so eine dichte, kristalline Packung aus, welche nur
sehr schwierig in ihre Monomere zerlegt werden kann (Dadi et al., 2006). Diese
kristallinen Bereiche werden durch ungeordnete, amorphe Bereiche regelmäßig
unterbrochen.

Hemicellulose ist ein amorphes Polysaccharid, das sich hauptsächlich aus den
Pentosen D-Xylose und L-Arabinose, den Hexosen D-Galactose, D-Glucose und
D-Mannose, sowie Glucuronsäure zusammensetzt (Ebringerová et al., 2005; Jäger
and Büchs, 2012). Dabei sind Nadelhölzer im Vergleich zu Laubhölzern reicher an
Mannose. Laubhölzer bestehen stattdessen zu einem höheren Anteil aus Xylose.
Zwischen der Hemicellulose und den Cellulosefibrillen bilden sich Wasserstoff-
brückenbindungen aus. Zudem ist die Hemicellulose über kovalente Bindungen
mit Lignin verknüpft, welches ein stark verzweigtes phenolisches Makromolekül
ist. Lignin besteht aus den drei phenolischen Hauptkomponenten p-Cumaryl-,
Coniferyl- und Sinapylalkohol (Rubin, 2008).
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Der komplexe Aufbau der Cellulose und der Verbund mit Hemicellulose und
Lignin machen Lignocellulose zu einer mechanisch sehr stabilen Struktur, welche
den Abbau durch Enzyme oder Chemikalien erschwert (Lee and Shah, 2012; Jäger
and Büchs, 2012).

2.1.2 Weizenkaff

Bei der Weizenernte fällt beim Dreschen des Getreides Weizenkaff an, das auch als
Weizenspreu bekannt ist (Perlack et al., 2011). Dieses Weizenkaff verbleibt meist
ungenutzt auf dem Feld und fällt in einer Menge von 1–2 Tonnen pro Hektar an
(Beneke and Rumpler, 2013). Neben der Spreu können im Weizenkaff auch Spelzen,
Hülsen, Stängelteile oder Grannen enthalten sein (Duguid et al., 2007). Die drei
Hauptbestandteile des Weizenkaffs sind 32 % Cellulose, 24 % Hemicellulose und
15 % Lignin (Duguid et al., 2007; Anders, 2014). Somit zählt Weizenkaff zu den
ungenutzten, kostengünstigen, agrarischen Reststoffen aus Lignocellulose, die nicht
in Konkurrenz mit Lebens- oder Futtermitteln stehen und sich zur Verwendung
als Substrat für eine Biokonversion anbieten.

2.2 Biokonversion

Das globale Interesse, nachwachsende lignocellulosehaltige Biomasse zu Biokraft-
stoff oder hochwertigen Grund- und Plattformchemikalen umzuwandeln, steigt
stetig an und bietet eine Alternative zu klassischen chemischen Verfahren (Lynd
et al., 2002; FitzPatrick et al., 2010; Menon and Rao, 2012). Werpy et al. (2004)
identifizierte 2004 erstmals zwölf Plattformchemikalien, die auf Basis von Bio-
masse erzeugt und in eine Reihe von hochwertigen biobasierten Chemikalien oder
Materialien umgewandelt werden können. Bereits etablierte biotechnologische
Verfahren sind die Ethanol- und Milchsäureproduktion (Wyman, 1995; John et al.,
2007).

Die Biokonversion teilt sich grob in vier Hauptschritte auf (Mosier et al., 2005;
Huber et al., 2006; Menon and Rao, 2012):

• eine effektive Vorbehandlung der Biomasse

• die Produktion von saccharolytischen Enzymen (Cellulase, Hemicellulasen)
und die damit verbundene enzymatische Hydrolyse
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• die Fermentation der Hexosen und Pentosen

• Aufreinigung und Veredelung des Produktes

Die Vorbehandlung der Biomasse und die enzymatische Hydrolyse sind in
Abbildung 2.2 schematisch dargestellt und werden im Folgenden weiter betrachtet.
Auch werden mögliche Prozessstrategien zur Biokonversion in Kapitel 2.2.3 (S. 9)
detaillierter beschrieben.

2.2.1 Vorbehandlung

Um Cellulose und Hemicellulose in biotechnologisch verwertbare Zuckermono-
mere, vorzugsweise mit einer enzymatischen Hydrolyse, umzuwandeln, ist eine
Vorbehandlung notwendig (Mosier et al., 2005). Dabei wird die komplexe Struktur
der Lignocellulose aufgebrochen und für Enzyme zugänglich gemacht, um so
die Zuckerausbeute der enzymatischen Hydrolyse zu erhöhen (Kim et al., 2016).
Zusätzlich sollte die Bildung von Zuckerabbauprodukten oder anderen hemmen-
den Bestandteilen für die nachfolgende Hydrolyse und Fermentation vermieden
werden (Kumar et al., 2009). Unter den harschen Bedingungen von hoher Tem-
peratur und meist niedrigem pH-Wert wird in der Vorbehandlung hauptsächlich
die Hemicellulose abgebaut, was zur Entstehung von Pentosen und Hexosen führt.
Diese Zucker können zu Zuckersäuren, aliphatischen Säuren (Ameisen-, Essig-
oder Lävulinsäure), sowie Furanaldehyden (5-Hydroxymethylfurfural (HMF) oder
Furfural) weiter abgebaut werden und hemmen die anschließende enzymatische
Hydrolyse und Fermentation (Jönsson et al., 2013; Palmqvist and Hahn-Hägerdal,

Abbildung 2.2 – Schematische Darstellung einer Lignocellulosevorbehandlung mit
anschließender enzymatischer Hydrolyse (modifiziert nach Mosier et al. (2005) und
Lynd et al. (2002)).
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2000). In geringeren Konzentrationen können zudem phenolische und aromatische
Komponenten aus herausgelöstem Lignin entstehen, die ebenfalls als Inhibitoren
bekannt sind (Jönsson et al., 2013; van der Pol et al., 2014).

Es sind unterschiedlichste Vorbehandlungsmethoden für Biomasse bekannt.
Sie reichen von einer physikalischen Vorbehandlung, wie Mahlen oder Zerkleinern
der Biomasse, über chemische Vorbehandlungen mit Säuren oder Basen, bis hin zu
physikalisch-chemischen Methoden, wie dem Dampfaufschluss. Auch biologische
Vorbehandlungsmethoden mit Braun- oder Weißfäulepilzen können eingesetzt
werden oder die Kombination der unterschiedlichen Methoden. Einen Überblick
über Vorbehandlungsmethoden und die Wirkung auf die Lignocellulose geben
Kumar et al. (2009), Hendriks and Zeeman (2009), Agbor et al. (2011) oder
Stichnothe et al. (2016).

Bei einer alkalischen Vorbehandlung wird größtenteils Natriumhydroxid, Am-
moniak oder Calciumhydroxid verwendet. Dabei liegt der Vorteil der alkalischen
Vorbehandlung in der niedrigeren Temperatur im Vergleich zu der säurekathalyti-
schen Vorbehandlung (Kim et al., 2016). Durch die Entesterung der intermole-
kularen Esterbindungen in der Lignocellulose werden Lignin und Hemicellulose
herausgelöst, der Polymerisationsgrad der Lignocellulose herabgesetzt, die Kristal-
linität der Cellulose nimmt ab und die Oberfläche der Biomassepartikel wird durch
Aufquellen vergrößert (Kim et al., 2016). Es kommt zur Bildung von Essigsäure
als Nebenprodukt durch die Abspaltung der Acetylgruppen der Hemicellulose
(Galbe and Zacchi, 2002). Verglichen mit anderen Vorbehandlungsmethoden ist die
Bildung von weiteren Zuckerabbauprodukten eher gering, jedoch können Nachteile
der basekatalytischen Vorbehandlung lange Verweilzeiten oder die Aufnahme von
Salzen in die Biomasse sein (Menon and Rao, 2012).

2.2.2 Enzymatische Hydrolyse

Auf die Vorbehandlung der Lignocellulose folgt meist eine enzymatische Hydrolyse.
Dabei werden die einzelnen Bestandteile der Lignocellulose durch spezifische
Enzyme aus der Struktur herausgelöst. Für die Spaltung der Cellulose in Glucose
werden Cellulase, für die Spaltung in die unterschiedlichen Monosaccharide der
Hemicellulose Hemicellulasen, wie beispielsweise Xylanasen, verwendet. Auch der
Abbau von Lignin mittels Laccasen ist möglich.
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ß-Glucosidase Exoglucanase I Exoglucanase II Endoglucanase
CellobioseGlucose

kristallin amorph kristallin

reduzierendes Ende nicht reduzierendes Ende

Abbildung 2.3 – Schematische Darstellung einer Cellulosehydrolyse mittels End-
und Exoglucanase sowie β-Glucosidase (modifiziert nach Lynd et al. (2002)).

Im Folgenden wird der enzymatische Abbau von Cellulose, dem Polymer mit
dem größten Anteil in der Biomasse, beispielhaft betrachtet. Die unterschiedlichen
Aktivitäten der einzelnen Cellulasen sind in Abbildung 2.3 schematisch dargestellt.
Exo- und Endoglucanasen können die Cellulose in immer kürzere Ketten schneiden,
bis hin zu Cellobiose. Diese kann anschließend zu Glucose mittels β-Glucosidasen
hydrolysiert werden. Somit sind insgesamt drei Cellulase-Gruppen notwendig um
Cellulose in Glucose-Monomere zu katalysieren (Lynd et al., 2002):

• Endoglucanasen (1,4-β-D-glucan-4-Glucanohydrolasen) hydrolysieren Cel-
lulose in den amorphen Bereichen der Polysaccharidkette und produzieren
Oligosaccharide unterschiedlicher Länge.

• Exoglucanasen (1,4-β-D-glucan-Cellobiohydrolasen) hydrolysieren reduzie-
rende (EX I) oder nicht-reduzierende (EX II) Enden der Polysaccharidkette
in amorphen und kristallinen Bereichen und spalten als Hauptprodukt Cel-
lobiose ab.

• β-Glucosidasen (β-D-glucoside-Glucohydrolasen) katalysieren größtenteils
die Hydrolyse der abgespaltenen Cellobiose zu Glucose.

Diese Cellulasemischungen werden von Bakterien und Pilzen produziert. Zur
industriellen Produktion wird häufig die Gattung Trichoderma verwendet, deren
Enzyme im pH-Bereich von pH 4–pH 6 und unter 70 °C effektiv zur Cellulosehy-
drolyse genutzt werden können (Wyman et al., 2005).

Die Spaltung von Hemicellulose ist im Vergleich zu Cellulose aufgrund der
amorphen Polysaccharidstruktur sehr komplex und es werden basierend auf der
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jeweiligen Biomasse unterschiedlichste Enzyme benötigt, wie beispielsweise Xyla-
nasen, Arabinosidasen, Acetylxylanesterasen oder Glucuronidasen (Wyman et al.,
2005). Überblicke über den Hemicelluloseabbau geben unter anderem Coughlan
and Hazlewood (1993) und Sunna and Antranikian (1997).

2.2.3 Prozesskonfiguration

Die einzelnen Schritte der Biokonversion von Lignocellulose -

1. Vorbehandlung,

2. Produktion von Enzymen,

3. Hydrolyse der vorbehandelten Lignocellulose und

4. die Fermentation von Pentosen und Hexosen

können in unterschiedlichen Varianten durchgeführt werden (Lynd et al., 2002). In
Abbildung 2.4 sind drei mögliche Prozesskonfigurationen aufgeführt. Alle Prozesse
haben gemeinsam, dass die Lignocellulose zuvor vorbehandelt werden sollte, um die
Effektivität der enzymatischen Hydrolyse zu steigern. Wird die Hydrolyse getrennt
von der Fermentation durchgeführt, liegt eine sogenannte Separate Hydrolyse
und Fermentation (SHF, englisch - seperate hydrolysis and fermentation) vor.
Hierbei werden als erstes Cellulose und Hemicellulose in kürzere Zuckerketten und
Zuckermonomere von vorab produzierten oder kommerziell erworbenen Enzymen
gespalten. Die Hydrolyse läuft unter höchster Effektivität ab, da Temperatur und
pH-Wert optimal für die Enzyme gewählt werden können. Nachteilig an dieser
Prozessführung ist, dass es zu einer Produktinhibierung der Cellulasen durch
Cellobiose und Glucose kommen kann (Alfani et al., 2000). Nach der Hydrolyse
erfolgen die Fermentation der vorliegenden Zucker und die Bildung des Produktes
unter optimalen Bedingungen für den Mikroorganismus.

Bei einer Simultanen Verzuckerung und Fermentation (SSF, englisch - simul-
teneous saccharification and fermentation) laufen Hydrolyse und Fermentation
parallel in einem Bioreaktor ab (Lynd et al., 1999). Hierbei können die entstandene
Glucose und weitere Monosaccharide direkt zum Produkt umgesetzt werden, so
dass eine Inhibierung der zugesetzten Enzyme minimiert wird. Die optimalen
Temperatur- und pH-Wert-Bedingungen sind für Mikroorganismen und Enzyme
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Abbildung 2.4 – Schematische Darstellung unterschiedlicher Prozessstrategien für
die Biokonversion (modifiziert nach Lynd et al. (2002) und Jäger and Büchs (2012)).
SHF - Separate Hydrolyse und Fermentation, SSF - Simultane Verzuckerung und
Fermentation, CBP - Konsolidierter Bioprozess.

nicht identisch und stellen in einem SSF einen Kompromiss dar. Jedoch ist es trotz-
dem möglich, dass ein SSF im Vergleich zum SHF höhere Ausbeuten und kürze
Verweilzeiten erzielt, wie bei der Ethanolproduktion mit Pichia stipitis (Marques
et al., 2008). Insgesamt betrachtet liegt der Vorteil eines SSFs gegenüber einem
SHFs in der Kostenreduktion, da zwei Prozessstufen zu einer zusammengelegt
werden (Alfani et al., 2000).

Optimal wäre es die Produktion von Enzymen, Hydrolyse der vorbehandelten
Lignocellulose und die Fermentation in einem einzigen Prozessschritt durchzu-
führen, den sogenannten Konsolidierten Bioprozess (CBP, englisch - consolidated
bioprocessing). So könnten die Kosten weiter gesenkt werden, da für die En-
zymproduktion die vorhandene Lignocellulose eingesetzt werden kann (Lynd
et al., 2005). Natürliche Mikroorganismen mit diesen kombinierten Eigenschaften
sind nicht bekannt, könnten aber durch genetische Veränderungen, wie für die
Ethanolproduktion, erzeugt werden (Olson et al., 2012).
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2.3 Itaconsäure

Itaconsäure (IA, englisch - itaconic acid) zählt aufgrund ihrer chemischen Struk-
tur zu den hochwertigen biobasierten Chemikalien, die aus Biomasse erzeugt
werden können (Werpy et al., 2004). Die dreifach funktionale Struktur mit ei-
ner ungesättigten Doppelbindung und zwei Carboxylgruppen ermöglicht eine
Vielfalt an Reaktionen und Anwendungen (Abbildung 2.5). So kann Itaconsäure
petrochemisch basierte Methacrylsäure oder Acrylsäure ersetzen (Robert and
Friebel, 2016; Magalhães et al., 2017). Aufgrund der zwei Carboxylgruppen hat
die Itaconsäure zwei pKS-Werte, die für 20 °C bei pKS1=3,84 und pKS2=5,55
liegen, somit ist der Dissoziationsgrad der Säure stark vom herrschenden pH-Wert
abhängig (Rychtera and Wase, 1981). Bei pH-Werten < pH 2 liegt hauptsächlich
die nicht-dissoziierte Säure vor, wobei bei einem pH-Wert > pH 7 zum größten
Teil das zweifach-dissoziierte Itaconat vorliegt. Im Bereich von pH 2–pH 7 kommt
es zu einem Gemisch aller Dissoziationsformen. Alle Eigenschaften der Itaconsäure
sind in Tabelle 2.1 zusammengefasst.
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Abbildung 2.5 – Strukturformel der Itaconsäure und die Möglichkeit der Poly-
kondensation.

Tabelle 2.1 – Wichtige Eigenschaften der Itaconsäure (Willke and Vorlop, 2001).

Summenformel C5H6O4

Molare Masse 130,1 g/mol
Aggregatzustand fest
Erscheinungsbild weißes kristallines Pulver
Dichte 1,63 g/cm3

Schmelzpunkt 162-167 °C
Siedepunkt 268 °C
pKS-Werte 3,84 und 5,55
Löslichkeit in H2O 83 g/L (20 °C)
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2.3.1 Itaconsäureproduktion und Anwendungen

Itaconsäure ist chemisch und biotechnologisch herstellbar und wurde erstmals von
Baup (1837) als Produkt der Thermolyse von Citronensäure und einer anschlie-
ßenden Hydrolyse der entstandenen Anhydride beschrieben. Auch die Gewinnung
von Itaconsäure über die Decarboxylierung von Aconitsäure (Luskin, 1974) und
die Oxidation von Isoprenen zu Citraconsäure gefolgt von einer Isomerisierung
(Berg and Hetzel, 1978) sind bekannt.

Die erste biotechnologische Produktion von Itaconsäure beschrieb Kinoshita
(1932) mit Aspergillus itaconicus. Höhere Itaconsäurekonzentrationen konnte Ca-
lam et al. (1939) mit Aspergillus terreus als Oberflächenkultur erzielen. Charles
Pfizer Co. meldete 1945 das erste Patent zu einem industriellen Produktions-
prozess von Itaconsäure durch submerse Kultivierung von A. terreus an (Kane
et al., 1945) und errichtete 1955 die erste Produktionsanlage in Brooklyn (USA).
Weitere Produktionsanlagen befanden sich in Japan, England und Frankreich,
diese wurden aber aufgrund der Forderungen nach möglichst geringen Produk-
tionskosten verstärkt in den Asien-Pazifik-Raum verlegt (Weastra, s.r.o., 2013;
Okabe et al., 2009). Die aktuellen Hauptproduzenten von Itaconsäure sind Qing-
dao Kehai Biochemical Co.,Ltd und Zhejiang Guoguang Biochemistry Co., Ltd.
in China mit jeweils 10.000–15.000 t jährlich (Tsao et al., 2010; Weastra, s.r.o.,
2013). Die geschätzte Itaconsäureproduktion weltweit lag 2011 bei 41.400 t mit
einem Marktwert von 74,5 Millionen US$ (Weastra, s.r.o., 2013). Dabei schwankt
der Preis pro Kilogramm Itaconsäure zwischen 1,80–2,00 US$ je nach Hersteller
und Qualität des Produktes.

Aufgrund der stetigen Optimierung der Itaconsäureproduktion mit A. terreus
seit den 60er Jahren, ist das biotechnologische Produktionsverfahren im Vergleich
zu den chemischen Prozessen wirtschaftlicher und die chemischen Verfahren können
nicht mit dem biotechnologischen Verfahren konkurrieren (Tate, 1981).

Itaconsäure kann aufgrund der zwei Carboxylgruppen und der Doppelbindung
als Monomer oder Comonomer eingesetzt werden, somit ist die Bildung unterschied-
lichster Polyester möglich (Delidovich et al., 2015; Robert and Friebel, 2016; Kumar
et al., 2017). Aber auch Itaconsäurederivate, wie beispielsweise 3-Methylpyrolidin,
2-Methyl-1,4-Butanandiamin, Itaconsäurediamid, 3-Methyltetrahydrofuran oder
ungesättigte Ester sind vielfältig einsetzbar. Angewendet werden Itaconsäure und
deren Derivate in
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• Styrol-Butadien Kautschuk,

• synthetischem Latex,

• superabsorbierenden Polymeren,

• ungesättigten Polyesterharzen oder

• Detergenzien.

Auch das Einsatzgebiet dieser Produkte ist weit gestreut und reicht von der
Farb-, Lack- und Papierindustrie über Hygiene- und Medizinprodukten bis hin
zum Bausektor, auch der Einsatz in Beschichtungen, Weichmachern, Chemiefasern
oder anderen Kunststoffen ist bekannt (Willke and Vorlop, 2001; Okabe et al.,
2009; Klement and Büchs, 2013; Magalhães et al., 2017). Sollte es gelingen die
Kosten der Itaconsäureherstellung weiter zu senken, könnte die Itaconsäure breiter
eingesetzt und bestehende Anwendungen ausgebaut werden. So wäre in Zukunft
beispielsweise ein Einsatz der Itaconsäure für die Methylmethacrylat-Herstellung
(thermoplastische Kunststoffe) denkbar und die Itaconsäureproduktion in 2020
könnte so auf knapp 407.000 t jährlich ansteigen mit einem Marktwert von etwa
500 Millionen US$ (Weastra, s.r.o., 2013). Dabei sollten die Produktionskosten für
Polyitaconsäure basierend auf Biomasse von 3 US$/kg auf ≤ 1,50 US$/kg sinken,
um die petrochemisch-basierte Polyacrylsäure zu ersetzen (Durant, 2009).

2.3.2 Itaconsäureproduzenten

Neben dem industriell verwendeten Stamm A. terreus sind auch andere Organis-
men, wie Ustilaginaceae, in der Lage Itaconsäure zu bilden (Haskins et al., 1955;
Guevarra and Tabuchi, 1990; Geiser et al., 2014). Weitere Hefen der Spezies Pseu-
dozyma (Levinson et al., 2006; Specht et al., 2014), Candida (Tabuchi et al., 1981)
oder die Pilze Rhodotorula (Kawamura et al., 1981) und Helicobasidium (Sayama
et al., 1994) bilden ebenfalls die Dicarbonsäure. Specht et al. (2014) erzielte mit
Pseudozyma tsukubaensis mit einer oszillierenden Gelöstsauerstoffkonzentration,
die einer Sinusfunktion folgte, die höchste erzielte Itaconsäurekonzentration von
75 g/L der alternativen Organismen. Die Gattung Ustilago erzielt maximal eine
Konzentration von 44,5 g/L Itaconsäure (Maassen et al., 2014). Beide Titer liegen
deutlich unter der erzielten Konzentration von 129 g/L Itaconsäure mit A. terreus
(Hevekerl et al., 2014b). Des Weiteren sind auch Cyanobakterien (Chin et al.,
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2015) und Säugetiermakrophagen (Strelko et al., 2011) in der Lage, Itaconsäure
in Spuren zu bilden.

Neben den natürlichen Itaconsäureproduzenten werden zunehmend genetisch
modifizierte Organismen erzeugt. Dabei werden häufig Plasmide mit Itacon-
säuresyntheseenzymen, wie dem Schlüsselenzym cis-Aconitatdecarboxylase, das
cis-Aconitat zu Itaconsäure katalysiert, in Mikroorganismen eingebracht. Auch
wichtige Transportersysteme für die Itaconsäureproduktion, die cis-Aconitat vom
Mitochondrium in das Cytosol transportieren (mttA) oder Itaconsäure aus der
Zelle heraustransportieren (mfsA), werden so in Organismen übertragen, die auf
natürlichem Wege keine Itaconsäure produzieren könnten. Einen Überblick über
unterschiedlichste itaconsäurebildende Organismen ist in Tabelle 2.2 gegeben.

Tabelle 2.2 – Übersicht über natürliche Itaconsäureproduzenten (oben) und gene-
tisch veränderte Organismen zur Itaconsäureproduktion (unten).

Organismus Itaconsäure Referenz
[g/L]

Aspergillus itaconicus k. A. Kinoshita (1932)
Aspergillus terreus ∼25 Kane et al. (1945)
Aspergillus terreus 129 Hevekerl et al. (2014b)
Candidia sp. 35 Tabuchi et al. (1981)
Helicobasidium sp. k. A. Sayama et al. (1994)
Pseudozyma antarctica 30 Levinson et al. (2006)
Pseudozyma tsukubaensis 75 Specht et al. (2014)
Rhodotorula sp. 15 Kawamura et al. (1981)
Synechocystis sp. 0,145 Chin et al. (2015)
Ustilago cynodontis 31 Guevarra and Tabuchi (1990)
Ustilago maydis 44,5 Maassen et al. (2014)
Ustilago rabenhorstina 16 Guevarra and Tabuchi (1990)
Ustilago spermophora 13 Guevarra and Tabuchi (1990)

Aspergillus niger 26,2 Hossain et al. (2016)
Corynebacterium glutamicum 7,8 Otten et al. (2015)
Escherichia coli 32 Harder et al. (2016)
Saccharomyces cerevisiae 0,168 Blazeck et al. (2014)
Yarrowia lipolytica 4,6 Blazeck et al. (2015)

14

Dieses Werk ist copyrightgeschützt und darf in keiner Form vervielfältigt werden noch an Dritte weitergegeben werden. 
Es gilt nur für den persönlichen Gebrauch.



2.4 Trichocomaceae

Die Familie der Trichocomaceae wird der Gruppe der Ascomyceten zugeordnet, die
wiederum der Gruppe der Eumycota untergeordnet ist. Aspergillus und Penicillium
zählen zu den bekanntesten filamentösen Pilzen der Trichocomaceae. Der Itacon-
säureproduzent A. terreus zählt zu der Gattung des Gießkannenschimmels. Die
Fortpflanzung erfolgt asexuell entweder über die Ausbildung von Konidiensporen
(Abbildung 2.6) oder über Chlamydosporen (Deak et al., 2009). Die Ausbildung
von Konidiensporen ist bei Oberflächen- und Submerskulturen beschrieben (He-
vekerl, 2016). Dabei bildet sich aus einer Fußzelle ein Konidophor aus, dessen
Spitze sich zu einem Vesikel verdickt. Am Vesikel entstehen Metulea, auf denen
jeweils ein Bündel Phyladien sitzen, an denen sich wiederum perlenschnurartig die
Konidiensporen aufreihen (Fuchs and Schlegel, 2006). Die Clamydosporen bilden
sich in submersen Kulturen. Dabei formt sich entweder an einer Hyphe oder an
einer Hyphenspitze eine Chlamydospore. Die Chlamydosporen sind mit 4–7 μm
doppelt so groß, wie die Konidiensporen mit 2–4 μm (Deak et al., 2009).

A B

C

Abbildung 2.6 – Konidienträger von A. terreus und Pelletwachstum in Submers-
kultivierung. A - schematische Darstellung eines Konidienträgers (modifiziert nach
Heiss and Eichner (2002)), B - mikroskopische Aufnahme eines submersen Koni-
dienträgers, 1000-fach vergrößert, C - mikroskopische Aufnahme von A. terreus als
Pellet in Submerskultur, 200-fach vergrößert.
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2.4.1 Stoffwechselweg

Rychtera and Wase (1981), Welter (2000) und Willke and Vorlop (2001) nahmen
an, dass eine Phosphatlimitierung der Auslöser der Itaconsäureüberproduktion
von A. terreus ist. Diese These wurde jedoch von Hevekerl et al. (2014b) widerlegt,
weder eine Phosphat- noch eine Stickstofflimitierung sind für eine Itaconsäure-
überproduktion notwendig. Der genaue Auslöser für die Überproduktion ist somit
weiterhin unbekannt.

Für die Bildung von Itaconsäure (Abbildung 2.7) werden Zucker, wie Glucose,
Xylose oder Arabinose, von A. terreus aufgenommen (Eimhjellen and Larsen,
1955; Saha et al., 2017) und über die Glycolyse und den Pentosephosphatweg im
Cytoplasma in Pyruvat umgewandelt. Das Pyruvat wird in das Mitochondrium
transportiert und über den Citratzyklus zu Citrat und weiter zu cis-Aconitat
katalysiert. Cis-Aconitat gelangt über einen Citrat-Malat-Antiporter bzw. mit-
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Abbildung 2.7 – Schematischer Biosyntheseweg von Itaconsäure in A. ter-
reus (Bonnarme et al., 1995; Jaklitsch et al., 1991; Li et al., 2011) und Gleich-
gewicht der schwachen Säuren im Medium und Cytoplasma (Lambert and
Stratford, 1999). EMPP Embden-Meyerhof-Parnas-Weg, PPP Pentosephosphat-
weg, 1 Citrat-Synthase, 2 Isocitrat-Dehydrogenase, 3 Citrat-Malat-Antiporter,
Mitochondrialer-Tricarboxylat-Transporter, 4 cis-Aconitat-Decarboxylase, 5 Major-
Facilitator-Superfamilie Protein, 6 H+-ATPase.
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ochondrialen Tricarboxylat-Transporter in das Cytoplasma und wird mittels der
cis-Aconitat-Decarboxylase (CAD) zu Itaconat umgewandelt (Bonnarme et al.,
1995; Jaklitsch et al., 1991; Steiger et al., 2013). Das Itaconat gelangt mittels eines
Transporters, der vermutlich zu der Gruppe der Major-Facilitator-Superfamilie-
Proteine gehört, in das Medium (Li et al., 2011). Somit kann bei der Umsetzung
von 1 Mol Glucose, Xylose oder Arabinose 1 Mol Itaconsäure gebildet werden.
Dies entspricht einer maximalen theoretischen Ausbeute von 72 % (Saha et al.,
2017).

2.4.2 Morphologie

Aus den Sporen von A. terreus bilden sich Keimschläuche, die zu Hyphen werden.
Das anschließende Wachstum der Hyphen erfolgt an der Spitze oder über die
Teilung der Spitze. Durch die Vermehrung und Fusion von Hyphen wird eine
netzartige Struktur ausgebildet, das Mycel (Kück et al., 2009). In Submerskul-
turen zeigt A. terreus aufgrund chemischer und physikalischer Einflussfaktoren
verschiedene morphologische Formen, von verzweigten Mycelfilamenten (filamen-
töses Wachstum) bis hin zu dicht verwobenen Mycelmassen (Pelletwachstum)
(Papagianni, 2004). Abbildung 2.6–C (S. 15) zeigt ein lockeres ausgefranstes Pellet
von A. terreus mit einem Durchmesser von etwa 150 μm in einer Submerskul-
tivierung. Ein solches lockeres Pellet mit einem Durchmesser von 0,1–0,5 mm
zeigt die höchste Produktivität und Ausbeute von Itaconsäure (Gyamerah, 1995a).
Aus diesem Grund werden diese Pellets bei der Kultivierung von A. terreus zur
Itaconsäureproduktion bevorzugt. Kompaktere oder größere Pellets führen im
Inneren der Pellets zu einer Unterversorgung an Sauerstoff und Nährstoffen, zudem
können Stoffwechselprodukte nicht vollständig abtransportiert werden. Speziell
eine Sauerstofflimitierung sollte bei der Itaconsäureproduktion vermieden werden,
da eine kurzzeitige Unterversorgung von 5 Minuten zu einem Stillstand der Pro-
duktion führt (Gyamerah, 1995b). Auch bei der Bildung von Mycelfilamenten
kommt es zu Stofflimitationen durch eine erhöhte Viskosität und eine daraus
resultierende schlechtere Durchmischung der Fermentationsbrühe.

Besonders Eisen-, Zink- Calcium-, Cobalt-, Nickel- und Manganionen im Me-
dium können die Morphologie von A. terreus stark beeinflussen (Lockwood and
Reeves, 1946; Kobayashi, 1978; Gyamerah, 1995a; Welter, 2000; Kuenz et al., 2012;
Karaffa et al., 2015). So führen zum Beispiel zu geringe Calciumkonzentrationen zu
sehr kompakten Pellets, wohingegen zu hohe Konzentrationen zu einer knollenarti-
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gen Mycelstruktur führen (Kuenz et al., 2012). Im Hinblick auf Manganionen wird
von Karaffa et al. (2015) ein Medium mit einer Konzentration < 3 μg/L empfohlen.
Bei höheren Mangankonzentrationen geht das Pelletwachstum in ein lockeres stark
verzweigtes Mycelwachstum über, das zu einer reduzierten Itaconsäureausbeute
und -produktivität führt. Somit ähnelt die Itaconsäureproduktion mit A. terreus
in der Empfindlichkeit des Organismus sehr stark der Citronensäureproduktion
mit Aspergillus niger. Auch hier wird der Einfluss unterschiedlicher Schwerme-
tallionen auf die Morphologie und somit auf die Säureproduktion beschrieben
(Tomlinson et al., 1950; Clark et al., 1966). Neben der Morphologie werden durch
die Schwermetalle auch relevante Enzyme bei der Itaconsäureproduktion, wie das
Schlüsselenzym CAD, gehemmt (Dwiarti et al., 2002).

2.4.3 Substrate

A. terreus kann unterschiedliche Substrate wie Glucose, Xylose, Saccharose, aber
auch Glycerin oder Ethanol, für das Wachstum und die Itaconsäurebildung nutzen
(Eimhjellen and Larsen, 1955). Dabei werden die höchsten Ausbeuten mit Saccha-
rose und Glucose erzielt. Alternativ zu den reinen Zuckern wurden Zuckerrüben-
und Zuckerrohrmelassen (Kane et al., 1945; Batti and Schweiger, 1963) oder
Stärkehydrolysate (Cros and Schneider, 1993; Yahiro et al., 1997; Petruccioli et al.,
1999; Dwiarti et al., 2007) erfolgreich für die Itaconsäureproduktion verwendet.
Auch die Nutzung von alternativen und nachwachsenden Polysacchariden in Form
von Hydrolysaten für die Itaconsäureproduktion rückt verstärkt in den Fokus der
Forschung (Tippkötter et al., 2014; Li et al., 2016; Pedroso et al., 2017; Wu et al.,
2017). Solche alternativen Zucker müssen im Gegensatz zu den reinen Zuckern vor
der Verwendung über Aktivkohle, Ionentauscher oder Ferrocyanide aufgereinigt
werden, da der Pilz sehr sensitiv auf Verunreinigungen reagiert (s. Kapitel 2.4.2)
(Batti and Schweiger, 1963; Von Fries, 1966; Kobayashi, 1978). Diese Verunreini-
gungen können über eine Verringerung der Ausbeute und Produktivität bis hin
zur Hemmung der Itaconsäurebildung führen. Aus diesen Gründen wird neben
einer komplexen Aufreinigung auch die Erzeugung von A. terreus Mutanten, die
robuster gegenüber diesen Störstoffen sein sollen, in Betracht gezogen (Li et al.,
2016; Wu et al., 2017).
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2.4.4 pH-Wert

Der Start-pH-Wert (pH 2-pH 4) der Kultivierung hat auf die Itaconsäurepro-
duktion keinen Einfluss (Batti and Schweiger, 1963; Hevekerl et al., 2014b).
Typischerweise fällt der anfängliche pH-Wert unabhängig vom Start-pH während
der Auskeimung der Sporen auf einen pH-Wert unter pH 2 und verbleibt bis zum
Ende der Kultivierung auf diesem Niveau. Diese pH-Absenkung in der Auskeim-
und frühen Wachstumsphase des Pilzes ist äußerst relevant, da nur Mycel in der
Lage ist, hohe Itaconsäurekonzentrationen zu erzielen, das bei einem niedrigen
pH-Wert von < pH 2,1 angewachsen ist (Eimhjellen and Larsen, 1955; Hevekerl
et al., 2014b). Eimhjellen and Larsen (1955) vermuten, dass unter diesem geringen
pH-Wert relevante Enzymsysteme für die Itaconsäureproduktion aktiviert wer-
den. Nach Beginn der Itaconsäureproduktion führen unterschiedliche Strategien
bezüglich des pH-Wertes zu einer ähnlichen Endkonzentration von ca. 90 g/L
Itaconsäure. Kuenz (2008) stellte den pH-Wert zu Beginn der Kultivierung auf
pH 3,1 ein und regelte im weiteren Verlauf den pH-Wert nicht, sodass dieser auf
unter pH 2 absank. Dagegen hoben Batti and Schweiger (1963) den pH-Wert nach
5,8 Tagen auf pH 3,2 mit Ammoniakwasser einmalig an. Eine deutliche Steigerung
der Endkonzentration auf 129 g/L konnte durch Hevekerl et al. (2014b) erzielt
werden, indem der pH-Wert nach 2 Tagen auf pH 3 mit einer Ammoniaklösung
angehoben und geregelt wurde. Die Erhöhung der Konzentration wurde von He-
vekerl et al. (2014b) mit einer erhöhten Löslichkeit der Itaconsäure bei höheren
pH-Werten in der Fermentationsbrühe begründet.

Der intrazelluläre pH-Wert von A. terreus ist vergleichbar mit dem intrazel-
lulären pH-Wert von A. niger mit pH 6,6–pH 7,6 (Hesse et al., 2002), wobei
außerhalb der Zelle der pH-Wert, wie beschrieben, unter pH 3,1 sinkt. Somit ist es
möglich, dass Verunreinigungen in Hydrolysaten, wie schwache Säuren, in die Zelle
diffundieren und im Cytoplasma, aufgrund des höheren intrazellulären pH-Wertes,
in Säureanion und Proton dissoziieren. Das Proton kann unter ATP-Verbrauch
mittels H+-ATPase aus der Zelle transportiert werden, um dem Absinken des
intrazellulären pH-Wertes entgegen zu wirken (Lambert and Stratford, 1999).
Dieser Vorgang ist beispielhaft in Abbildung 2.7 (S. 16) dargestellt.
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2.5 Ustilaginaceae

Die Gruppe der Ustilaginaceae zählt zu der Familie der Brandpilze und gehört
zum Phylum der Basidiomycota (Hibbett et al., 2007). Zu den bekanntesten
Pflanzenparasiten dieser Gruppe zählen Ustilago nudas als Gerstenflugbrand und
Ustilago maydis als Maisbeulenbrand. Sie bilden Tumoren an den Blüten der
Pflanze, befallen einzelne Körner und führen zu hohen Ernteverlusten in der
Landwirtschaft (Martinez-Espinoza et al., 2002). Die am besten beschriebene
Spezies ist U. maydis (Abbildung 2.8), welcher als Modellorganismus für die
Untersuchung von Krankheitsentstehung bei Pflanzen (Bölker, 2001) dient und
im Jahr 2006 vollständig sequenziert wurde (Kamper et al., 2006). Aus diesem
Grund werden der Stoffwechselweg und die Morphologie dieses Mikroorganismus
im Folgenden beispielhaft für die Gruppe der Ustilaginaceae beschrieben.

A B C

D

Abbildung 2.8 – Schematische Darstellung der Wachstumsformen von U. maydis
A - Hefeform, B - Pseudomycel, C - Mycel und D - mikroskopische Aufnahme einer
Vorkultur von U. maydis, 400-fach vergrößert.

2.5.1 Stoffwechselweg

Der Stoffwechselweg von U. maydis zur Bildung von Itaconsäure ist vergleichbar
mit dem Stoffwechselweg von A. terreus (s. Kapitel 2.4.1, S. 16). Jedoch zeigte
Geiser et al. (2015), dass U. maydis cis-Aconitat im Cytosol erst in trans-Aconitat
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und dann zu Itaconsäure umwandelt. Neben den Genen für die Enzyme Aconitat-Δ-
Isomerase (Adi1) und trans-Aconitase (Tad1) der beschriebenen Schritte, wurden
im selben Gencluster der Itaconsäure-Synthese auch ein mitochondrialer cis-
Aconitatexporter (Mtt1) und ein Itaconsäureexporter (Itp1), der zu der Major-
Facilitator-Superfamilie gehört, nachgewiesen.

Nach aktuellem Stand der Literatur ist der Auslöser der Überproduktion
von Itaconsäure bei U. maydis auf eine Ammoniumlimitierung zurückzuführen
(Maassen et al., 2014). Eine Stickstofflimitation führt bei U. maydis jedoch auch
zur Bildung von intra- und extrazellulären Lipiden (Haskins et al., 1955; Hewald
et al., 2005). Speziell die Bildung von extrazellulären Glycolipiden, wie Ustilagic
acid oder Mannosylerythritollipid (MEL) wurde nachgewiesen (Bölker et al., 2008).
Dabei bildet Ustilagic acid Öltropfen und MEL zeigt nadelartige Kristalle im
Medium.

2.5.2 Morphologie

Das Wachstum von U. maydis ist dimorph. Dabei können sich die nicht-pathogenen
haploiden Zellen durch Knospung vermehren und zeigen ein hefeartiges Aussehen
oder es bilden sich Pseudohyphen bzw. echte Hyphen aus (Bölker, 2001; Begerow
et al., 2006). Die Morphologie ist schematisch in Abbildung 2.8 (S. 20) dargestellt.
Bei der Bildung von Itaconsäure mit U. maydis wurde durchgängig ein hefeartiges
Wachstum in der Literatur beschrieben (Guevarra and Tabuchi, 1990; Klement
and Büchs, 2013; Maassen et al., 2014). Diese Wachstumsform als Einzelzellen
könnte vorteilhaft gegenüber der filamentösen Mycelform von A. terreus sein,
die eine erhöhte Viskosität und eine erschwerte Sauerstoffversorgung aufweist
(Klement and Büchs, 2013).
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KAPITEL 3

Material und Methoden

3.1 Kultivierung von Trichocomaceae

In dieser Arbeit wurde Aspergillus terreus DSM 23081 verwendet, welcher bei
der Deutschen Stammsammlung für Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ,
Braunschweig) hinterlegt ist.

3.1.1 Herstellung einer Sporensuspension aus Oberflä-
chenkulturen und Stammhaltung

Zur Herstellung einer Sporensuspension aus Oberflächenkulturen wurde eine
Stammkultur bei Raumtemperatur aufgetaut und je 60 μL der Kultur auf modifi-
zierten Czapek-Dox Agarplatten (Tabelle 3.1) ausgestrichen. Die Platten wurden
vier Tage bei 30 °C inkubiert, bis sich ein dichter Pilzrasen gebildet hatte. Zum
Ernten der Sporen wurden 6 mL einer 0,9 % (w/v) NaCl-Lösung auf die bewachse-
ne Agarplatte gegeben, die Sporen mit einer Impföse abgeschert und in der Lösung
suspendiert. Die erhaltene Suspension aus Oberflächenkulturen wurde in sterilen
Laborflaschen bei 4 °C gelagert. Mittels Zählkammer nach Thoma wurde die
Konzentration der Sporen in der Suspension ermittelt (Kapitel 3.1.3, S. 24). Die
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Tabelle 3.1 – Zusammensetzung des Czapek-Dox-Agars nach Hevekerl (2016).

Substanz Konzentration
[g/L]

Agar-Agar 15
Saccharose 30
K2HPO4 1
NaNO3 3
MgSO4· 7 H2O 0,5
KCl 0,5
FeSO4· 7 H2O 0,01
CaCl2· 2 H2O 0,0005
ZnSO4· 7 H2O 0,0005
CuSO4· 5 H2O 0,0005

Sporen aus Oberflächenkulturen wurden zur Herstellung von Kryostockkulturen
verwendet sowie für die Herstellung von Sporen aus Submerskulturen.

Für die Stammhaltungen wurde die Sporensuspension mit sterilem Pharmagly-
cerin in 2 mL Kryogefäßen vermischt (50 % (v/v)) und mittels flüssigem Stickstoff
schockgefroren. Die anschließende Lagerung erfolgte bei -80 °C.

3.1.2 Herstellung einer Sporensuspension aus Submers-
kulturen

Für die Produktion von Sporen aus Submerskulturen wurde eine Standardfermen-
tation in einem 1,5 L-Bioreaktor durchgeführt (Kapitel 3.1.7, S. 26), welcher mit
einer Konzentration von 1·106 Sporen/mL aus Oberflächenkulturen angeimpft
wurde. Nach zwei Tagen wurde der pH-Wert einmalig und manuell durch die
Zugabe einer NaOH-Lösung (5 M) auf pH 5 angehoben. Während der weite-
ren Kultivierung wurde der pH-Wert nicht mehr korrigiert. Nach weiteren drei
Tagen konnten die gebildeten submersen Sporen mittels Prüfsieb (80 μm) vom
Mycel getrennt werden. Die Sporensuspension wurde bei 4.600 g für 30 Minuten
zentrifugiert (Sorvall Evolution RC, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA)
und anschließend zweimal mit einer 0,9 % (w/v) NaCl-Lösung gewaschen. Die
Sporen wurden in 100 mL NaCl-Lösung resuspendiert, die Konzentration der
Sporen mittels Thoma-Zählkammer bestimmt und die Suspension in einer sterilen
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Laborflasche bei 4 °C gelagert. Für alle dargestellten Versuche mit A. terreus
wurden Sporen aus Submerskulturen verwendet.

3.1.3 Bestimmung der Sporenkonzentration

Die Sporenkonzentration wurde mit einer Thoma-Zählkammer unter einem Pha-
senkontrastmikroskop bestimmt. Die Kammertiefe betrug 0,02 mm und die Klein-
quadratfläche 0,0025 mm2. Die Kammer bestand aus zwei 4 x 4 Großquadraten,
die wiederum in 4 x 4 Kleinquadrate unterteilt waren. Die Trägerstege der Kam-
mer wurden angefeuchtet und ein Deckglas aufgelegt, sodass Newtonsche Ringe
erkennbar waren. Die Sporensuspension wurde aufgegeben und zog sich durch
Kapillarkräfte unter das Deckglas. Es wurden 16 Großquadrate ausgezählt und
die Sporenkonzentration mittels Gleichung 3.1 berechnet.

cSporen = n · 103

A · h
(3.1)

cSporen – Sporenkonzentration [Sporen/mL]
n – Mittelwert der Sporen pro Kleinquadrat
A – Fläche eines Kleinquadrates [mm2]
h – Kammerhöhe [mm]

3.1.4 Mediumzusammensetzung

Das verwendete Standardproduktionsmedium ist in Tabelle 3.2 aufgeführt. Wenn
nicht anders erwähnt, wurde die aufgeführte Zusammensetzung verwendet. Die
Komponenten wurden als einzelne Stammlösungen angesetzt und der pH-Wert
mit 0,5 M H2SO4 auf pH 3,1 eingestellt. Um eine Ausfällung von CaSO4 in der
CaCl2-Lösung zu verhindern, wurde der pH-Wert dieser Lösung nicht korrigiert.
Die Lösungen wurden bei 121 ◦C für 20 Minuten und 1 bar Überdruck sterilisiert
und die FeCl3-Lösung sterilfiltriert. Alle Medienbestandteile wurden unter einer
Sterilwerkbank zusammengeführt.

Für die Untersuchung weiterer Substrate wurde Glucose gegen die jeweilig
genannten Kohlenstoffquellen ausgetauscht. Bei Inhibierungsversuchen wurde die
Enzymmischung, Ameisen-, Essig- oder Lävulinsäure, HMF oder Furfural dem
Medium hinzugefügt und der pH-Wert auf pH 3,1 korrigiert.
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Tabelle 3.2 – Standardproduktionsmedium zur Kultivierung von A. terreus.

Substanz cStandardmedium cStammlösung Volumen
[g/L] [g/L] [mL/L]

Glucose 180 250 720
KH2PO4 0,1 16 6,25
NH4NO3 3 80 37,5
MgSO4 · 7 H2O 1 20 50
CaCl2 · 2 H2O 5 200 25
FeCl3 · 6 H2O 0,00167 0,3 5,56
ZnSO4 · 7 H2O 0,008 1,6 5
CuSO4 · 5 H2O 0,015 3 5

H2OMillipore ad. 1 L

3.1.5 Kultivierung in Schüttelkolben

Die Kultivierung wurde in 250 mL Schüttelkolben mit drei Schikanen, Überfall-
kappe und 100 mL Füllvolumen durchgeführt. Das Medium wurde mit Sporen aus
Submerskulturen (s. Kapitel 3.1.2, S. 23) angeimpft, sodass eine Konzentration
von 1·106 Sporen/mL erzielt wurde. Die Schüttelkolben wurden bei 33 °C und
120 rpm in einem Schüttelinkubator mit einer Auslenkung von 50 mm inkubiert.
Um Sauerstofflimitierungen bei der Probennahme zu verhindern, wurde jeder
Schüttelkolben einzeln aus dem Inkubator entnommen und kontinuierlich per
Hand weiter geschwenkt. Gravimetrisch wurde die Verdunstung zwischen zwei
Probenahmepunkten bestimmt und durch die Zugabe von sterilem Reinstwasser
ausgeglichen.

3.1.6 Kultivierung in Mikrotiterplatten

Für die Kultivierung in Mikrotiterplatten wurden runde 96-Well Platten mit Deckel
(steril, Sarstedt, Nümbrecht) verwendet und mit Parafilm verschlossen (Hevekerl
et al., 2014a). Das Standardproduktionsmedium (Tabelle 3.2, S. 25) wurde in
einer sterilen Laborflasche angesetzt und mit 1·106 Sporen/mL inokuliert. 100 μL
des angeimpften Mediums wurden in jedes Well pipettiert. Pro Probenahmepunkt
wurde jeweils eine Mikrotiterplatte verwendet, auf der jeweils ein Probentriplett
angeordnet war. Die Platten wurden bei 33 °C und 950 rpm in einem Mikroti-
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terplatteninkubator mit einem Schütteldurchmesser von 2,5 mm (ThermoShaker
PST-60HL-4, Kisker Biotech GmbH & Co. KG , Steinfurt) kultiviert.

3.1.7 Kultivierung im 1,5 L-Rührreaktor

Die Kultivierung im 1,5 L-Maßstab erfolgte in Glasrührreaktoren (Glasgerätebau
Ochs GmbH, Bovenden-Lenglern) (Abbildung 3.1), wobei bis zu vier baugleiche
Reaktoren parallel betrieben werden konnten. Verschlossen wurde der Reaktor mit
einem abnehmbaren Polyetheretherketon-Deckel, der mit einer Silikonringdich-
tung und einer Schelle auf dem Glasreaktor befestigt wurde. Im Deckel konnten
Sauerstoff-, pH- und Redoxelektroden fixiert, sowie die Zuluft, die Abluft mit
Rückflusskühler, eine Edelstahlrohrnadel als Probennahme und die Halterung
für die Rührung montiert werden. Das Füllvolumen betrug 1 L und das Medi-
um wurde mit einem hängenden Magnetrührstab (450 rpm) durchmischt. Die
Reaktoren wurden mit einem externen Thermostaten über den Doppelmantel
auf 35 °C temperiert. Die Onlinedaten wurden mit dem Modul PH4PO4RD4
DASGIP (Eppendorf GmbH, Jülich) aufgezeichnet und anschließend mittels der
Software DASGIP Control (Eppendorf GmbH, Jülich) verarbeitet. Die Zugabe des
pH-Korrekturmittels erfolgte über das Pumpenmodul MP8 (Eppendorf GmbH,
Jülich). Alle verwendeten DASGIP-Module sind zur besseren Übersicht mit ihrer
Funktion in Tabelle 3.3 aufgeführt. Zur Regelung des pH-Wertes wurde eine
6,25 % (v/v) Ammoniaklösung mittels Kanüle über ein Septum im Deckel in das
Medium getropft. Sofern nicht anders angegeben, wurde eine Ammoniaklösung
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Abbildung 3.1 – Schematische Darstellung des 1,5 L-Rührreaktors mit Maßen.
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Tabelle 3.3 – Verwendete Module von DASGIP (Eppendorf GmbH, Jülich) für
die Kultivierung im 1,5 L-Bioreaktor zur Regelung und Datenaufzeichnung.

Bezeichnung Typ

Datenaufnahme und Regelung von pH, Redox und pO2 PH4PO4RD4
Gasdurchflussmessung und Gasmischstation MX4/4
Pumpenmodul MP8
Software DASGIP Control

von Fluka (ulta trace) verwendet. Der Sauerstoffpartialdruck wurde mit dem
Modul MX4/4 (Eppendorf GmbH, Jülich) auf 25 % mit Druckluft geregelt, indem
der Gasfluss von 0 bis 40 L/h variiert wurde. Die Begasung erfolgte über eine
Edelstahlfritte auf der ein Sterilfilter (0,22 μm) befestigt war.

Die Begasungsfritte wurde vor jeder Fermentation in 0,1 M NaOH für 3 h
gereinigt. Der Elektrolyt der Sauerstoffelektrode wurde ausgetauscht, die Elektrode
gereinigt und mindestens 6 Stunden polarisiert. Die pH-Elektrode wurde mit
den Pufferlösungen pH 7,00 und pH 3,00 kalibriert und die Redoxelektrode
mittels Redoxpuffer überprüft. Der Reaktor wurde mit dem Rührer, der Zu-
und Abluft, sowie der Probennahme bestückt und die restlichen Deckelöffnungen
mit Septen verschlossen. Der leere Reaktor wurde bei 1 bar Überdruck und
121 ◦C für 20 Minuten sterilisiert. Unter der Sterilbank wurde das Medium
hineingegeben und die Sonden vor dem Einbau mit 70 % (v/v) Ethanol und
sterilem Reinstwasser oberflächensterilisiert. Für die Nullpunktkalibrierung der
Sauerstoffelektrode wurde das Medium auf 35 °C temperiert, mit 450 rpm gerührt
und mit Stickstoff begast. Für die Kalibrierung der Steigung wurde anschließend die
Begasung auf Luft umgeschaltet. Angeimpft wurde mit einer Sporenkonzentration
von 1·106 Sporen/mL und die Software gestartet. Nach etwa einem Tag, mit
Einsetzen der Begasung, wurden 0,3 mL Antischaum (Ucolup N-115, Brenntag,
Mühlheim/Ruhr) in das Medium gegeben.

3.1.8 Kultivierung im 15 L-Rührreaktor

Die Kultivierung wurde im 15 L-Rührreaktor (Biostat E, Braun Biotech Interna-
tional, Melsungen) (Abbildung 3.2) mit einem Füllvolumen von 10 L, 35 °C und
350 rpm (drei Rushton-Impeller) durchgeführt. Die Sauerstoffsättigung betrug
20-25 %, der Start-pH 3,1 und die Sporenkonzentration 1·106 Sporen/mL. Über

27

Dieses Werk ist copyrightgeschützt und darf in keiner Form vervielfältigt werden noch an Dritte weitergegeben werden. 
Es gilt nur für den persönlichen Gebrauch.



190 mm

120 mm

35
5 

m
m

55
0 

m
m

1
2

3

4

5

6

7

8

1  Zuluft über Filter

2  Abluft mit Rückflusskühler

3  Temperierung

4  Scheibenblattrührer

5  Strömungsbrecher

6  Anschlüsse für Elektroden, 

7  Deckelanschlüsse für Manometer,

8  Silikondichtung

Probennahme, Temperaturfühler

Thermometer, Überdruckventil,
Lampe

Abbildung 3.2 – Schematische Darstellung des 15 L-Rührreaktor mit Maßen.
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die Schalttechnik des Reaktors wurden Temperatur, pO2 und die Rührerdrehzahl
geregelt. Die Regelung des Sauerstoffpartialdruckes erfolgte über die Variation des
Zuluftstromes. Der pH-Wert, das Redoxpotenzial, der Sauerstoffpartialdruck, die
Temperatur und die Rührerdrehzahl wurde mittels DASYLab 9.0 (measX GmbH
& Co. KG, Mönchengladbach) aufgezeichnet.

Die pO2-Elektrode wurde vor dem Einbau gereinigt und der Elektrolyt ge-
wechselt. Anschließend erfolgte eine mindestens 6-stündige Polarisation. Die pH-
Elektrode wurde mit den Pufferlösungen pH 7,00 und pH 3,00 kalibriert, die
Redoxelektrode mittels Redoxpuffer überprüft und anschließend eingebaut. Der
Reaktor wurde mit der Glucoselösung befüllt, der pH-Wert mit 0,5 M H2SO4 auf
pH 3,1 eingestellt und bei 1 bar Überdruck bei 121 °C für 20 Minuten sterilisiert.
Mit Erreichen der Sterilisationsphase wurde der Nullpunkt der Sauerstoffelektrode
kalibriert. Die restlichen Medienkomponenten wurden in einer sterilen Laborflasche
zusammengeführt und über einen Kopfanschluss in den Reaktor gegeben. An-
schließend wurde bei 35 °C, 350 rpm und voll geöffnetem Zuluftventil die Steigung
für die Sauerstoffelektrode kalibriert. Das Zuluftventil wurde wieder geschlossen,
das Medium über die Probennahme angeimpft und die Datenaufnahme gestartet.
Nach einem Tag wurde 1 mL Antischaum dem Medium hinzugegeben (Ucolup
N-115, Brenntag, Mühlheim/Ruhr). Nach zwei Tagen wurde der pH-Wert auf
pH 3 angehoben und manuell auf diesem Niveau mit einer 25 % (v/v) Ammo-
niaklösung (ultra trace, Fluka) gehalten, indem mit einer Spritze mit Kanüle die
Ammoniaklösung durch ein Septum in das Medium getropft wurde.

3.1.9 Probennahme und Aufarbeitung

In regelmäßigen Abständen wurden die Schüttelkolben, Mikrotiterplatten und
Bioreaktoren beprobt.

Zur Bestimmung der Biotrockenmasse (BTM) in Schüttelkolben und Biore-
aktoren wurden die verwendeten Reaktionsgefäße zuvor 48 Stunden bei 105 °C
getrocknet, im Exsikkator auf Raumtemperatur abgekühlt und auf einer Fein-
waage gewogen. Aus den Schüttelkolben und dem Reaktor wurden 1,5 mL Probe
entnommen und 1 mL in ein ausgewogenes 1,5 mL Reaktionsgefäß überführt. Das
Reaktionsgefäß wurde 25 Minuten bei 20 °C und mit 21.000 g zentrifugiert und
der Überstand in ein neues 1,5 mL Reaktionsgefäß überführt, sowie der pH-Wert
des Überstandes bestimmt. Das Zellpellet wurde zweimal in Reinstwasser resus-
pendiert und zentrifugiert. Beide Überstände wurden verworfen und das Pellet bei
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105 °C 48 Stunden getrocknet. Die Reaktionsgefäße wurden in einem Exsikkator
auf Raumtemperatur abgekühlt und erneut ausgewogen. Durch die Subtraktion
des Leergewichts vom Endgewicht und anschließender Division durch das einge-
setzte Volumen ergab sich die Biotrockenmasse. Die restliche Kulturflüssigkeit
von 0,5 mL wurde für die Mikroskopie verwendet.

Bei der Mikrotiterplatte wurde der Inhalt der Wells ebenfalls in 1,5 mL
Reaktionsgefäße überführt und zwei der Proben 25 Minuten bei 20 °C und 21.000 g
zentrifugiert. Der zellfreie Überstand wurde in zwei neue Reaktionsgefäße pipettiert
und der pH-Wert bestimmt. Die dritte Probe wurde mikroskopiert.

Die Überstände wurden bei -20 ◦C gelagert.

3.2 Kultivierung von Ustilaginaceae

In dieser Arbeit wurden die Stämme Ustilago maydis DSM 17144 und Usti-
lago maydis DSM 3121 der DSMZ (Braunschweig) verwendet. Ustilago raben-
horstiana NBRC 8995 und Ustilago cynodontis NBRC 9727 wurden über das
Biological Resource Center NITE (NBRC, Tokyo, Japan) bezogen. Die Stämme
Pseudozyma antartica Y-7808, Sporosorium cruentrum YB-512 und Sporosori-
um elionuri YB-336 sind in der Agricultural Research Service Culture Collection
(NRRL - Northern Regional Research Laboratory, Peoria, USA) hinterlegt. Ustilago
maydis 67218, Ustilago maydis 67031, Ustilago maydis 69286, Ustilago trichopho-
ra 67067, Ustilago scitaminea 68265, Ustilago ixophori 69961 und Ustilago phrygica
67156 wurden vom Julius Kühn-Institut (JKI) Bundesforschungsinstitut für Kul-
turpflanzen – Institut für Epidemiologie und Pathogendiagnostik (Braunschweig)
zur Verfügung gestellt.

3.2.1 Stammhaltung

Die Stammhaltung aller Hefestämme erfolge in Kryostockkulturen bei -80 °C
in sterilem Glycerin (50 % (v/v)). Die Kulturen wurden bei Raumtemperatur
aufgetaut und unter einer Sterilwerkbank mit einer Impföse entnommen. Mittels
Verdünnungsausstrich wurde die Kultur auf eine YEPS-Agarplatte (s. Tabelle 3.4)
ausplattiert und 3 Tage bei 30 °C inkubiert. Die Platten konnten anschließend für
3 Wochen bei 4 °C gelagert werden.
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Tabelle 3.4 – Zusammensetzung des YEPS-Mediums und -Agarplatten.

Substanz Konzentration
[g/L]

Saccharose 20
Hefeextrakt 10
Pepton 20
Agar-Agar 20 optional

Die Vorkultur, die auch für die Herstellung von Kryostockkulturen verwendet
wurde, bestand aus YEPS-Medium und wurde mit einer Einzelkolonie von einer
Agarplatte angeimpft. Dazu wurden 250 mL Schüttelkolben mit drei Schikanen
und Überfallkappe mit 50 mL Medium verwendet. Die Inkubation erfolgte bei
30 °C und 120 rpm in einem Schüttelinkubator mit 50 mm Auslenkung, bis eine
optische Dichte von 10 bei 605 nm erreicht war, was einem Zeitraum von etwa
1-2 Tagen entsprach.

3.2.2 Mediumzusammensetzung

Die Kultivierung aller Hefen erfolgte in Tabuchi-Medium (Guevarra and Tabuchi,
1990), welches in Tabelle 3.5 aufgelistet ist. Alle Medienbestandteile wurden separat
hergestellt und der pH-Wert auf pH 6 mit einer 0,5 M NaOH- oder 0,25 M H2SO4-
Lösung eingestellt. Die einzelnen Medienkomponenten wurden bei 121 °C und 1 bar
Überdruck für 20 Minuten sterilisiert. Eine Ausnahme stellte die Eisensulfatlösung
dar, der pH-Wert wurde nicht korrigiert und die Lösung wurde sterilfiltriert. Das
Medium wurde vor jeder Kultivierung aus den einzelnen Bestandteilen unter einer
Sterilwerkbank zusammengemischt. Das Calciumcarbonat wurde in den jeweiligen
Kultivierungssystemen vorgelegt und mit der Glasware autoklaviert.

Für die Untersuchung weiterer Substrate wurde die Glucose gegen die jeweilig
genannte Kohlenstoffquelle ausgetauscht. Bei Inhibierungsversuchen wurde die
Enzymmischung, Ameisen-, Essig- oder Lävulinsäure, HMF oder Furfural dem
Medium hinzugefügt und der pH-Wert auf pH 6 korrigiert.
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Tabelle 3.5 – Tabuchi-Medium zur Kultivierung der Hefen nach Guevarra and
Tabuchi (1990).

Substanz cStandardmedium cStammlösung Volumen
[g/L] [g/L] [mL/L]

Glucose 100 250 400
KH2PO4 0,5 20 25
NH4Cl 1,6 20 80
MgSO4 · 7 H2O 0,2 20 10
FeSO4 · 7 H2O 0,00001 0,01 1
Hefeextrakt 1 20 50
CaCO3 30

H2OMillipore ad. 1 L

3.2.3 Kultivierung in Reagenzgläsern

Für das Screening und die Inhibierungsversuche wurden die Kultivierungen in
kurzen Reagenzgläsern (ø 16 mm x 100 mm) mit Kapsenberg-Kappen und 2 mL
Tabuchi-Medium (Tabelle 3.5) durchgeführt. Als Inokulum wurde 1 % (v/v) der
YEPS-Vorkultur verwendet (Kapitel 3.2.1). Die Reagenzgläser wurden 4 Tage bei
30 °C und 120 rpm in einem schrägen Reagenzglashalter mit einem Neigungswinkel
von 30° inkubiert.

3.2.4 Kultivierung in Schüttelkolben

Die Kultivierung mit synthetischem Weizenkaffhydrolysat wurde in 250 mL Schüt-
telkolben mit drei Schikanen und Überwurfkappe durchgeführt. Das Calciumcarbo-
nat wurde im Kolben vorgelegt und mit diesem für 20 Minuten und 1 bar Überdruck
bei 121 °C sterilisiert. U. maydis DSM 17144 wurde in 50 mL Tabuchi-Medium
(Tabelle 3.5) und U. rabenhorstiana NRBC 8995 in 100 mL Tabuchi-Medium bei
30 °C und 120 rpm in einem Schüttelinkubator mit 50 mm Auslenkung kulti-
viert. Zum Animpfen wurde 1 % (v/v) einer 24 h alten Vorkultur mit OD605=10
verwendet.
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3.2.5 Probennahme und Aufarbeitung

Nach 4 Tagen wurden die Reagenzgläser beprobt. Aus den Schüttelkolben wurde
in regelmäßigen Abständen eine Probe entnommen. Vor der Probenentnahme
wurde gravimetrisch die Verdunstung zwischen dem Startpunkt und dem Probe-
nahmepunkt bzw. zwischen zwei Probenahmepunkten bestimmt und durch die
Zugabe von sterilem Reinstwasser ausgeglichen. Aus den Kultivierungssystemen
wurden 1 mL und 0,5 mL Probe entnommen und in 1,5 mL Reaktionsgefäße
überführt. Das Reaktionsgefäß mit 1 mL Probe wurde 10 Minuten mit 21.000 g
zentrifugiert und der Überstand in ein neues 1,5 mL Reaktionsgefäß überführt.
Der pH-Wert des Überstandes wurde bestimmt und der Überstand bei -20 ◦C bis
zur Vermessung gelagert. Die zweite Probe mit 0,5 mL wurde für mikroskopische
Aufnahmen verwendet.

3.3 Weizenkaff

Es wurde Weizenkaff der Weizensorte Elixer verwendet. Der Weizen wurde in
Adenstedt in 2014 und 2015 geerntet. Das Weizenkaff wurde bei Raumtemperatur
gelagert.

3.3.1 Bestimmung der Weizenkaffzusammensetzung

Die Charakterisierung des Weizenkaffs wurde nach dem technischen Report des
NREL (National Renewable Energy Laboratory, Golden, USA) durchgeführt
(Sluiter et al., 2008).

Bestimmung der Trockenmasse

Der Wasseranteil des Weizenkaffs wurde gravimetrisch ermittelt. Dazu wurde 1 g
Weizenkaff 24 Stunden bei 105 °C gelagert und das Gewicht erneut bestimmt. Die
Differenz der Proben entsprach dem prozentualen Wasseranteil.

Bestimmung des Kohlenhydratanteils

Die Strukturkohlenhydrate wurden mittels eines Aufschlusses bestimmt. Dazu
wurden 0,3 g des Weizenkaffs in 100 mL-Laborflaschen eingewogen und mit
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einem Magnetrührstab versehen. Die Proben wurden mit 3 mL einer 72%igen
Schwefelsäure versetzt und gut durchmischt. In einem Wasserbad wurden die
Proben für 60 Minuten auf 30 ◦C erwärmt und alle 5 Minuten durchmischt.
Anschließend wurden die Proben mit 84 mL Reinstwasser verdünnt, vermischt und
60 Minuten bei 121 ◦C und 1 bar Überdruck autoklaviert. Nach dem Abkühlen
wurden die Ansätze über einen Glasfaserfilter (Porengröße 1,2 μm) gegeben, 5 mL
der gefilterten Probe mit einer 1 M NaOH-Lösung neutralisiert (pH 7), mit
Reinstwasser entsprechend der zu erwartenden Zuckerkonzentrationen verdünnt
und mittels HPAEC-PAD analysiert (Kapitel 3.4.3, S. 39).

Bestimmung des Ligninanteils

Der Filterrückstand der Kohlenhydratbestimmung wird als säureunlöslicher Rück-
stand bezeichnet. Nach Sluiter et al. (2008) ist dieser Rückstand vereinfacht
als Lignin anzugeben. Der Rückstand wurde 3 Tage bei 45 °C getrocknet und
ausgewogen.

Bestimmung des Ascheanteils

Der getrocknete Filterrückstand (Lignin) wurde bei 550 °C für 8 Stunden in einem
Muffelofen (MR206E, Heareaus, Hanau) verascht und anschließend ausgewogen.

3.3.2 Vorbehandlung

Das Weizenkaff wurde mit einer Messermühle (Grindomix GM 200, Retsch, Hanau)
vorgemahlen. Dieses Weizenkaff wurde daraufhin mittels Ultrazentrifugalmühle
(ZM 200, Retsch, Hanau) auf eine Partikelgröße von ≤ 1 mm zerkleinert. Dazu
wurde ein 24-Zahn-Rotor mit einem Ringsieb der Lochweite 1 mm bei einer
Drehzahl von 18.000 rpm verwendet.

Für die alkalische Vorbehandlung wurden 60 g des zerkleinerten Weizenkaffs
in eine 1 L Laborflasche gegeben und mit 540 mL einer 0,25 M NaOH-Lösung
versetzt. Der Ansatz wurde für drei Tage bei Raumtemperatur und 60 rpm
geschüttelt (Auslenkung 50 mm). Das vorbehandelte Weizenkaff wurde bei 4.600 g
für 30 Minuten zentrifugiert und der Überstand verworfen. Zur Abtrennung von
Acetat und Liginabbauprodukten wurde das vorbehandelte Weizenkaff mit 540 mL
Reinstwasser gewaschen. Dieser Waschschritt wurde viermal wiederholt, bis der
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Überstand klar war. Anschließend wurde das Weizenkaff auf einem Sieb bei 45 °C
für 2 Tage getrocknet. Das vorbehandelte Weizenkaff wurde bei Raumtemperatur
bis zur Verwendung gelagert.

3.3.3 Enzymatische Hydrolyse

Für die enzymatische Hydrolyse von Weizenkaff wurde die Enzymmischung Bio-
gazyme 2x (ASA Spezialenzyme GmbH, Wolfenbüttel) verwendet. Es wurden
10 FPU/gBiomasse und ein Feststoffanteil von 10 % (w/v) vorbehandeltem Weizen-
kaff in Reinstwasser eingesetzt. Das vorbehandelte Weizenkaff wurde in 250 mL
Schüttelkolben mit einem Füllvolumen von 100 mL bei 50 °C und 120 rpm für
7 Tage hydrolysiert. Der pH-Wert wurde mit 0,5 M Schwefelsäure auf pH 4,8
eingestellt und während der Hydrolyse nicht korrigiert. Es wurden in regelmäßigen
Abständen Proben entnommen und diese bei 100 °C für 10 Minuten im Wasserbad
zur Denaturierung der Enzyme erwärmt. Die Proben wurden bei 21.000 g für
10 Minuten zentrifugiert und der Überstand in ein neues 1,5 mL Reaktionsge-
fäß überführt. Zur Bestimmung der Monosaccharidkonzentrationen wurden die
Überstände mittels HPAEC-PAD analysiert (Kapitel 3.4.3, S. 39).

3.3.4 Eindampfen und Aufreinigung des Weizenkaffhydro-
lysats

Das erhaltene Weizenkaffhydrolysat (Kapitel 3.3.3) wurde für 30 Minuten bei
4.600 g zentrifugiert und der Feststoff verworfen (Sorvall Evolution RC, Thermo
Fisher Scientific, Waltham, USA). Der Überstand wurde offen in einem Ofen bei
105 °C für 4 Stunden gelagert und so auf die Hälfte des ursprünglichen Volumens
durch Evaporation einreduziert. Um das Rohhydrolysat zu erhalten, wurde der
ausfallende Feststoff mittels Zentrifugation bei 4.600 g für 30 Minuten abgetrennt
und verworfen.

Zur Reduzierung der Kationenkonzentration im Rohhydrolysat wurde das Roh-
hydrolysat über eine Säule (450 mm x 25 mm) mit einem Kationenaustauscherharz
(Dowex 50W-X8, 100/200-mesh, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) gegeben. Der
pH-Wert des aufgereinigten Hydrolysats wurde für die Kultivierung mit A. terreus
mit einer 4 M NaOH-Lösung auf pH 3,1 eingestellt. Das aufgereinigte Hydrolysat
wurde vor der Anwendung im SHF sterilfiltriert.
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Zur Aufreinigung des Rohhydrolysats mit Aktivkohle wurde Norit ROX 0.8
(Cabot Corporation, Boston, USA) verwendet. 25 mL des Rohhydrolysats wurden
mit 2 g der Aktivkohle in einem Becherglas mit Magnetrührstab versetzt und bei
Raumtemperatur eine Stunde gerührt. Die Aktivkohle wurde anschließend über
einen Blaubandfilter entfernt.

3.3.5 Simultane Verzuckerung und Fermentation

Für die Simultane Verzuckerung und Fermentation (SSF) von Weizenkaff mit
A. terreus wurde das Weizenkaff, wie in Kapitel 3.3.2 beschrieben, vorbehandelt.
Es wurden 250 mL Schüttelkolben mit drei Schikanen und Überfallkappe mit
einem Füllvolumen von 100 mL verwendet. Der Feststoffanteil des vorbehandelten
Weizenkaffs betrug 10 % (w/v). Das vorbehandelte Weizenkaff wurde als Koh-
lenstoffquelle in das Kultivierungsmedium ohne Glucose (Kapitel 3.1.4, S. 24)
mit 10 FPU/gBiomasse Biogazyme 2x (ASA Spezialenzyme GmbH, Wolfenbüttel)
gegeben und der pH-Wert auf pH 3,1 korrigiert. Der Ansatz wurde mit 1·106 Spo-
ren/mL inokuliert und bei 33 °C und 120 rpm in einem Schüttelinkubator mit
einer Auslenkung von 50 mm kultiviert.

3.3.6 Separate Verzuckerung und Fermentation

Für die Separate Verzuckerung und Fermentation mit A. terreus wurde das
Weizenkaffhydrolysat aus den Kapiteln 3.3.3 und 3.3.4 verwendet. Dazu wurden
100 mL Hydrolysat (pH 3,1) mit den Medienbestandteilen (Kapitel 3.1.4, S. 24)
ohne Glucose gemischt und in 250 mL Schüttelkolben mit 3 Schikanen und
Überfallkappe gegeben. Das Inokulum betrug 1·106 Sporen/mL. Die Kultivierung
erfolgte bei 33 °C und 120 rpm in einem Schüttelinkubator mit einer Auslenkung
von 50 mm.
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3.4 Analytische Methoden

3.4.1 Fettsäurebestimmung mittels Gaschromatographie
mit Massenspektrometrie-Koppelung

Intrazelluläre Lipide wurden über eine Umesterung zu Fettsäuremethylestern
(FAME, englisch fatty acid methylester) nach einer modifizierten Methode nach
Lewis et al. (2000) bestimmt. Die Biomasse wurde am Ende der Kultivierung
mittels Zentrifugation (21.000 g, 20 Minuten, Raumtemperatur) vom Medium
getrennt. Das Pellet wurde in 0,9 % (w/v) NaCl-Lösung resuspendiert und erneut
zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen. Dieser Waschschritt wurde zweimal
wiederholt und das Pellet wieder in NaCl-Lösung aufgenommen. Die Zellen wurden
auf Eis gelagert und mittels Ultraschallsonicator (Sonopuls HD2200 mit Sonotrode
Typ UW2200, Bandelin electronic, Berlin) aufgeschlossen. Es wurden vier Zyklen
von 15 Sekunden bei 65 % durchgeführt. Die Pausen zwischen den Zyklen betrugen
30 Sekunden. Die Suspension wurde bei -80 °C über Nacht tiefgefroren und
anschließend gefriergetrocknet (Alpha 1-2 LD, Christ, Osterode).

In ein Reagenzglas mit Schraubdeckel und Gummistopfen wurden 50 mg der
aufgeschlossenen und getrockneten Biomasse, 100 μL eines internen Standards
(2,9 g/L Heneicosansäure, gelöst in Chloroform) gegeben und mit 3 mL der Umeste-
rungsreaktionsmischung (H2SO4/Chloroform/Methanol - 1:3:30 (v/v)) vermischt.
Die Mischung wurde bei 90 °C für 90 Minuten erhitzt, auf Raumtemperatur
abgekühlt, 1 mL Wasser hinzugefügt und durchmischt. Die Fettsäuremethyles-
ter wurden durch die Zugabe von 2 x 1,5 mL Chloroform/n-Hexan (1:4 (v/v))
extrahiert. Dazu wurde die Probe nach der Zugabe des Extraktionsgemisches
durchmischt und die obere Phase abgenommen. Durch die Zugabe von wasser-
freiem Na2SO4 wurde die Probe getrocknet und anschließend 1:10 mit n-Hexan
verdünnt.

Die Proben wurden mittels Gaschromatographie mit Flammenionisationsde-
tektor (GC-FID 17A, Shimadzu, Kyoto, Japan) gekoppelt mit einem Massenspek-
trometer (GCMS-QP5050A, Shimadzu, Kyoto, Japan) analysiert. Dazu wurde
eine Kapillarsäule (ZB-Waxplus, 60 m Länge, 0,25 mm Innendurchmesser, 0,25 μm
Filmdicke, Phenomenex, Rorrance, USA) genutzt, wobei die Temperatur an der
Einspritzöffnung 250 °C und im Detektor 300 °C betrug. Die Stromteilungsra-
te betrug 52:1 unter Verwendung von Helium als Trägergas (1,4 mL/min) und
einem Injektionsvolumen von 1 μL. Die Ofentemperatur wurde mit einer Rate
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von 30 °C/min von 60 °C auf 150 °C angehoben, anschließend mit einer Rate von
13 °C/min auf 240 °C gesteigert. Die Temperatur von 240 °C wurde für 30 Minuten
gehalten, es folgte eine weitere Erhöhung der Temperatur auf 255 °C für 5 Minuten.
Die Identifikation der FAME erfolgte über die Software LabSolutions (Shimadzu,
Kyoto, Japan) mittels eines Multielementstandards (Supelco Compound FAME
Mix, Sigma Aldrich, St. Louis, USA). Zusätzlich wurden die Massenspektren mit
der Datenbank des National Institute of Standards and Technology (Gaithersburg,
USA) abgeglichen.

3.4.2 Hochleistungsflüssigkeitschromatographie

Um die Konzentrationen von Glucose, Itaconsäure und Nebenprodukten bestim-
men zu können, wurde die Hochleistungsflüssigkeitschromatographie (HPLC,
englisch high-performance liquid chromatography) angewendet. Im verwendeten
System (Tabelle 3.6) war eine HPX-87H-Säule (300 x 7,8 mm, 9 μm Partikel-
größe) eingebaut, wobei 5 mM Schwefelsäure als Laufmittel genutzt wurde. Die
Säule trennt dabei die Substanzen in der Probe durch eine Kombination von
Ionenaustausch und Größenaustauschchromatographie auf. Die Temperatur des
Säulenofens betrug 40 °C und die Flussrate des Laufmittels 0,6 mL/min. Die
Substanzen wurden mittels UV/Vis-Detektor (210 nm) und Refractive index (RI)
Detektor bestimmt. Das Volumen der Probenschleife betrug 10 μL und die Lauf-
zeit 20 Minuten. Zur Kalibrierung der HPLC wurden in regelmäßigen Abständen
externe Standards genutzt. Die Proben wurden mit Reinstwasser entsprechend

Tabelle 3.6 – Geräte des HPLC-Systems.

Bezeichnung Typ Hersteller

Autosampler Marathon 816 Spark Holland B.V., Emmen, Niederlande
Degasser DG-1300 Uniflows, Tokyo, Japan
Pumpe LC-10AT Shimadzu, Kyoto, Japan
Säule HPX-87H-Säule Bio-Rad, Hercules, California, USA
Säulenofen JetstreamII Plus Knauer, Berlin
RI-Detektor RID-6A Shimadzu, Kyoto, Japan
UV-Detektor S3310 SYKAM Chromatographie

Vertriebs GmbH, Fürstenfeldbruck
Software Clarity 6.0 DataApex, Prag, Tschechien
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der zu erwartenden Itaconsäurekonzentration verdünnt, sodass das Signal des
UV-Detektors im linearen Bereich der Kalibrierung lag.

3.4.3 Hochleistungsanionenaustauschchromatographie
mit gepulster amperometrischen Detektion

Mittels Hochleistungsanionenaustauschchromatographie (HPAEC, englisch high-
performence anion-exchange chromatography) gekoppelt mit einer gepulsten am-
perometrischen Detektion (PAD) wurden die Monosaccharide analysiert. Hier-
zu wurde das System Dionex ICS 5000 der Firma Thermo Fisher Scientific
Inc. (Waltham, USA) verwendet (Tabelle 3.7). Als Eluent wurden Reinstwas-
ser, 10 mM Natriumhydroxidlösung, 200 mM Natriumhydroxidlösung und eine
1 M Natriumacetat-25 mM Natriumhydroxid-Lösung mit einer Flussrate von

Tabelle 3.7 – Geräte des HPAEC-PAD-Systems Dionex ICS 5000 von Thermo
Fisher Scientific Inc. (Waltham, USA).

Bezeichnung Typ

Autosampler AS-AP
Detektor ED, Gold Standard PAD, pH-Sonde
Pumpe DP
Säule Carbopac PA20, 3 x 150 mm, Microbore Separator
Säulenofen DC
Vorsäule Carbopac PA20, 3 x 30 mm, Microbore Guard
Software Chromeleon 7

Tabelle 3.8 – Gradient des Eluenten zur Bestimmung der Monosaccharidkonzen-
trationen mittels HPAEC-PAD.

Zeit Wasser 10 mM 200 mM 1 M NaOAc
NaOH NaOH + 25 mM NaOH

0-29 min 50 % 50 %
30 min 50 % 50 %
40 min 10 % 50 % 40 %
43 min 10 % 90 %
43,5 min 100 %
55-72 min 50 % 50 %
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0, 4 mL/min verwendet. Das Profil des Gradienten ist in Tabelle 3.8 beschrieben.
Die Proben wurden mit Reinstwasser verdünnt. Die Messung von 10 μL Probe
wurden bei 30 °C durchgeführt. Um die Bildung von Natriumcarbonat zu ver-
hindern, wurden die Eluenten mit Helium begast. Bei jeder Messung wurde ein
externer Monosaccharid-Multistandard mit vermessen.

3.4.4 Ionenchromatographie

Die Konzentrationen von Phosphat, Ammonium und Nitrat wurden mittels Ionen-
chromatographie (IC) ermittelt. Verwendet wurde eine Dionex ICS-100 (Thermo
Fisher Scientific Inc., Waltham, USA), welche aus dem Autosampler AS40 und zur
parallelen Bestimmung von Anionen und Kationen aus jeweils zwei Probenschleifen,
Pumpen, Suppressoren und Leitfähigkeitsdetektoren bestand. Die Betriebsparame-
ter für die Bestimmung von Anionen und Kationen sind in Tabelle 3.9 aufgeführt.
Für die Kalibrierung wurde ein Kationen- und Anionenmultielementstandard von
Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe) verwendet. Die Proben wurden mit
Reinstwasser in 5 mL Dionex Polyvials (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
USA) verdünnt und mit Filtercaps verschlossen.

Tabelle 3.9 – Parameter zur Bestimmung von Kationen und Anionen mittels
Dionex ICS-100 (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA).

Anionen Kationen

Vorsäule IonPac AG11-HC, 4 x 50 mm IonPac CG16, 5 x 50 mm
Säule IonPac AS11-HC, 250 x 4 mm IonPac CS, 250 x 5 mm
Eluent 1 mL/min 25 mM NaOH 1 mL/min 36 mM Methyl-

sulfonsäure
Temperatur RT 60 °C
Suppresor ASRS 300 4 mm, 62 mA CSRS 300 4 mm, 106 mA
Software Chromeleon 7

3.4.5 Optische Emissionsspektroskopie mit induktiv ge-
koppeltem Plasma

Mangan und andere Spurenelemente wurden mittels optischer Emissionsspektro-
skopie mit induktiv gekoppeltem Plasma (ICP-OES, englisch inductively coupled
plasma-optical emission spectrometry) analysiert. Verwendet wurde eine iCAP
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6300 Duo (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA). In einem Messkol-
ben aus PMP wurde die Probe mit 6 mL konzentrierter Salpetersäure Supra-
pur und 2 mL Wasserstoffperoxid Suprapur versetzt und mit Reinstwasser ver-
dünnt. Das ICP-OES System bestand aus einem konzentrischen Glaszerstäuber,
einer Glaszyklon-Sprühkammer, einem 2 mm Bor-Quarz-Injektor und einer CCD-
Kamera. Stickstoff 5.0 wurde als Spülgas und Argon 4.8 als Plasmagas verwendet.
Die Plasmaleistung betrug 1,35 kW bei einem Zerstäubergasstrom von 0,5 L/min
(UV) und 1,15 kW bei einem Zerstäubergasstrom von 0,65 L/min (Vis). Es wurde
eine Spül- und Analysenpumprate von 50 U/min gewählt. Für die Kalibrierung
wurde ein Multielementstandard verwendet (28 Elemente + Phosphor + Schwe-
fel + Wolfram, Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe). Tabelle 3.10 zeigt die
Elemente mit zugehöriger Wellenlänge und Messmodus.

Tabelle 3.10 – Ermittelte Elemente mittels ICP-OES mit zugehöriger Wellenlänge
und Messmodus.

Element Wellenlänge Modus Element Wellenlänge Modus

Ag 328,068 nm axial Mn 293,930 nm axial
Al 396,152 nm radial Mo 202,030 nm axial
As 189,042 nm axial Na 589,593 nm radial
B 249,773 nm axial Ni 231,604 nm axial
Ba 455,403 nm radial P 177,495 nm axial
Be 234,861 nm radial Pb 220,353 nm axial
Bi 223,061 nm axial S 182,034 nm axial
Ca 422,673 nm radial Sb 217,581 nm axial
Cd 214,438 nm axial Se 203,985 nm axial
Co 228,616 nm axial Sr 407,771 nm radial
Cr 267,716 nm axial Ti 337,280 nm axial
Cu 324,754 nm axial Tl 190,856 nm axial
Fe 259,940 nm axial V 292,464 nm axial
K 766,490 nm radial W 239,709 nm axial
Li 670,784 nm radial Zn 206,200 nm axial
Mg 280,270 nm radial
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3.4.6 Bestimmung der Cellulaseaktivität

Die Bestimmung der Cellulaseaktivität bei optimalen Reaktionsbedingungen für
Biogazyme 2x (50 °C, pH 4,8 nach Anders (2014)) bzw. Kultivierungsbedingungen
von A. terreus (33 °C, pH 3,1) erfolgte nach Ghose (1987). Das Enzym wurde
in einem 0,05 M Natriumcitratpuffer gelöst. Zur Bestimmung der Cellulaseak-
tivität wurde ein Whatman No. 1 Filterpapierstreifen (1 x 6 cm) als Substrat
verwendet. Das Filterpapier wurde aufgerollt und in ein 1,5 mL Reaktionsgefäß
mit 900 μL 0,05 M Natriumcitratpuffer gegeben. Das Filterpapier wurde kurz
heruntergedrückt und die Reaktionsgefäße in einem Thermoschüttler für 10 min
mit 200 rpm auf Reaktionstemperatur gebracht (MKR13 Thermoschüttler, HLC
Biotech, Bovenden). Unterschiedliche Enzymkonzentrationen, abhängig von der zu
erwartenden Cellulaseaktivität, wurden ebenfalls erwärmt. Anschließend wurden
100 μL der Enzymlösungen in die 1,5 mL Reaktionsgefäße mit Filterpapier gegeben.
Die Proben wurden 60 min bei 200 rpm inkubiert. Zur Denaturierung der Enzyme
wurde die Probe für 10 Minuten auf 100 °C erhitzt und danach für 5 Minuten bei
21.000 g zentrifugiert. Zur Bestimmung der Glucoseäquivalente und der daraus
resultierenden FPU (Filter Paper Units) nach Ghose (1987), wurde der Überstand
verwendet. Zusätzlich wurden bei jeder Aktivitätsbestimmung Glucosestandards,
ein Enzym- und ein Substratblank untersucht (s. Tabelle 3.11).

Tabelle 3.11 – Herstellung von Blanks und Standards in 0,05 M Natriumacetat-
puffer zur Bestimmung der Cellulaseaktivität.

Standard Enzymblank Substratblank

0,1 mL Glucoselösung Filterpapierstreifen
0,1 mL Enzymlösung

0,9 mL Puffer 0,9 mL Puffer 1 mL Puffer

3.4.7 Bestimmung von Glucoseäquivalenten mittels DNS-
Reagenz

3,5-Dinitrosalicylsäure (DNS) reagiert mit reduzierenden Enden von Zuckermole-
külen zu dem Farbstoff 3-Amino-5-Nitrosalicylsäure und kann photometrisch bei
540 nm bestimmt werden (Miller, 1959). Dabei korreliert die Anzahl der durch
enzymatische Hydrolyse kontinuierlich entstehenden Oligo- und Monosaccharide
mit der Anzahl reduzierender Enden. Mittels Kalibriergerade im Bereich von

42

Dieses Werk ist copyrightgeschützt und darf in keiner Form vervielfältigt werden noch an Dritte weitergegeben werden. 
Es gilt nur für den persönlichen Gebrauch.



0,5 g/L bis 2 g/L Glucose, wurde die Konzentration von Glucoseäquivalenten
bestimmt. Proben, Standards, sowie Enzym- und Substratblanks wurden mit
400 μL DNS-Reagenz (s. Tabelle 3.12) in einem 1,5 mL Reaktionsgefäß vermischt
und in einem Wasserbad auf 100 °C für 5 Minuten erhitzt. Die Reaktionsgefäße
wurden anschließend auf Eis gelagert. Nach dem Abkühlen wurden jeweils 200 μL
pro Ansatz in eine 96-Well Mikrotiterplatte gegeben und bei 540 nm vermessen
(FLUOstar Omega, BMG Labtech, Oldenburg). Bei Extinktionen > 1,0 wurden die
Proben mit Reinstwasser verdünnt. Die Glucoseäquivalente wurden nach Abzug
der Extinktion von Enzym- und Substratblank von der Probenextinktion mittels
Kalibriergerade bestimmt und die FPU nach Ghose (1987) berechnet. Dabei ist
die Einheit der FPU μmolGlucose / (mL · min).

Tabelle 3.12 – Zusammensetzung der DNS-Reagenz.

1,77 g 3,5-Dinitrosalicylsäure
3,37 g NaOH
in 236 mL Millipore-Wasser lösen

51,06 g Rochelle Salze (K-Na Tartarat)
1,38 g Na-Metabisulfit zugeben

3.4.8 Bestimmung der Proteinkonzentration

Der Proteingehalt wurde nach der Methode von Bradford (1976) bestimmt. Als
Standard wurde Rinderserumalbumin verwendet, welches in 0,01 M Kaliumace-
tatpuffer (pH 5,5) gelöst wurde. Eine Kalibriergerade im Konzentrationsbereich
von 0,025 g/L bis 1 g/L wurde erstellt. Die Proben wurden entsprechend der
Proteinkonzentration mit 0,01 M Kaliumacetatpuffer verdünnt. Im Verhältnis
1:31 wurden Probe bzw. Standard in einem 1,5 mL Reaktionsgefäß mit Brad-
fordreagenz versetzt, vermischt und bei Raumtemperatur 15 Minuten inkubiert.
200 μL jedes Ansatzes wurden in eine 96-Well Mikrotiterplatte überführt und die
Extinktion bei 595 nm (FLUOstar Omega, BMG Labtech, Oldenburg) bestimmt.
Die Extinktion wurde mithilfe der erstellten Kalibriergeraden und der Software
Omega-Data Analysis 3.01 (BMG Labtech, Oldenburg) für die Berechnung der
Proteinkonzentration verwendet.
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3.4.9 Mikroskopie

Mit einem Phasenkontrastmikroskop (Zeiss-Axioplan, Carl Zeiss AG, Oberkochen)
wurden die Zellen regelmäßig untersucht. Die Verarbeitung der Bilder erfolgte
über die Software analySIS pro 5.1 (Olympus Europa SE & Co. KG, Hamburg).

Intrazelluläre Lipide wurden mittels einer Nilrot-Färbung und Fluoreszenz-
mikroskopie nachgewiesen (Greenspan et al., 1985). Die Zellsuspension wurde
5:1 (v/v) mit einer 0,1 g/L Nilrotlösung in Aceton vermischt und 5 Minuten
im Dunklen inkubiert. Zuerst wurde ein Bild im Phasenkontrast aufgenommen
und danach mittels Auflicht und Filter (Filter Set 09, Carl Zeiss AG, Ober-
kochen) ein weiteres Fluoreszenzmikroskopiebild gemacht. Diese beiden Bilder
konnten anschließend nebeneinandergelegt werden und die intrazellulären Lipide
fluoreszierten rot-orange.

3.4.10 Bestimmung der Dissoziationskonstanten

Die Dissoziationskonstanten für Itaconsäure wurden mittels Titration der Fermen-
tationsbrühe aus einer Standardkultivierung im 1,5 L-Bioreaktor mit pH-Regelung
(Kapitel 3.1.7, S. 26) bei 35 °C bestimmt. Es wurde ein automatischer Titrator
(Titroline alpha, Schott Instruments, Hofheim) mit einer 0,1 M KOH-Lösung
verwendet. Die Titration wurde mit der Software Titrisoft 2.6 (Schott Instruments,
Hofheim) aufgezeichnet und die Äquivalenzpunkte ermittelt. Die pKS-Werte
wurden an den Halbäquivalenzpunkten bestimmt und für die Bestimmung der
Dissoziationsgrade mit CurTiPot 4.2.3 (Gutz, 2016) verwendet.

In dieser Arbeit wurden die undissoziierte Itaconsäure als H2IA, die einfach-
dissoziierte Form HIA− und die zweifach-dissoziierte Form als IA2− bezeichnet.
Wird der Begriff Itaconsäure verwendet, ist die Summe aller Dissoziationsformen
gemeint und entspricht der gemessenen Itaconsäurekonzentration mittels HPLC
(Kapitel 3.4.2, S. 38).
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3.5 Datenauswertung

Produktivität

Die Produktivität einer Kultivierung ist der Quotient aus Produktkonzentration
und der dafür benötigten Kultivierungszeit. Die Berechnung ist in Gleichung 3.2
beschrieben.

Pr = ΔcIA

Δt
(3.2)

Pr – Produktivität [g/(L·h)]
cIA – Itaconsäurekonzentration [g/L]
t – Zeit [h]

Maximale Produktivität

Zur Bestimmung der maximalen Produktivität (Prmax) wurde die Software Ori-
ginPro2015 (OriginLab Corporation, Northampton, USA) verwendet. Für die
Itaconsäureproduktionskurve wurde eine Regressionskurve nach der Hill-Funktion
ermittelt und die Steigung der Kurve durch die erste Ableitung ermittelt. Das
Maximum der Ableitung entspricht der maximalen Produktivität in g/(L·h).

Ausbeute

Die Ausbeute ist die erzielte Produktkonzentration bezogen auf die verbrauchte
Substratkonzentration und wird durch den Produktausbeutekoeffizienten beschrie-
ben (Gleichung 3.3).

YP/S = cIAt

cS0 − cSt

(3.3)

YP/S – Produktausbeutekoeffizient [w/w]
cIAt – Itaconsäurekonzentration zum Zeitpunkt t [g/L]
cS0 – Ausgangssubstratkonzentration [g/L]
cSt – Substratkonzentration zum Zeitpunkt t [g/L]

45

Dieses Werk ist copyrightgeschützt und darf in keiner Form vervielfältigt werden noch an Dritte weitergegeben werden. 
Es gilt nur für den persönlichen Gebrauch.



KAPITEL 4

Ergebnisse und Diskussion

4.1 Itaconsäureproduktion auf Basis von Ligno-
cellulose

Vor Beginn der Kultivierung auf Substraten aus lingocellulosehaltiger Biomasse
wurden neben der Verwendung von Aspergillus terreus nach weiteren itaconsäu-
reproduzierenden Mikroorganismen gesucht, die lignocellulosehaltige Biomasse
verwerten können. Anschließend wurden systematische Versuche mit verschiedenen
reinen Zuckern durchgeführt.

4.1.1 Screening nach alternativen Itaconsäurebildnern

Neben dem industriell verwendeten filamentösen Pilz A. terreus sind bereits
unterschiedlichste Hefen aus der Abteilung der Basidomycota für die Itaconsäu-
reproduktion bekannt (Guevarra and Tabuchi, 1990; Geiser et al., 2014). Laut
Klement et al. (2012) soll die Handhabung dieser Mikroorganismen aufgrund ihrer
Wachstumsform als Einzelzellen problemloser sein, als der Umgang mit dem fila-
mentösen Pilz. Zusätzlich wird A. terreus als sensitiv gegenüber Verunreinigungen
im Medium beschrieben (Kane et al., 1945; Batti and Schweiger, 1963; Lockwood
and Reeves, 1946; Kobayashi, 1978), was den Einsatz von alternativen und kom-
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Tabelle 4.1 – Screening-Übersicht über die Produktion von Itaconsäure (IA),
Malat (MAL), Succinat (SUC) und Erythrit (ERY) nach 4 Tagen und 30 °C mit
Tabuchi-Medium und 100 g/L Glucose als Substrat.
n.n. nicht nachgewiesen, 0–7 g/L +, 7–14 g/L ++, 14–21 g/L +++

Stamm IA MAL SUC ERY

U. maydis DSM 17144 +++ + n.n. n.n.
U. maydis DSM 3121 +++ ++ n.n. n.n.
U. maydis 67218 +++ +++ n.n. n.n.
U. rabenhorstiana NBRC 8995 +++ n.n. n.n. n.n.
U. maydis 67031 +++ +++ + n.n.
U. cynodontis NBRC 9727 ++ + n.n. ++
P. antarctica Y-7808 n.n. n.n. ++ n.n.
U. trichophora 67067 n.n. +++ + n.n.
S. cruentrum YB-512 n.n. ++ n.n. +++
S. elionuri YB-336 n.n. +++ + n.n.
U. scitaminea 68265 n.n. + n.n. +
U. maydis 69286 n.n. + n.n. n.n.
U. ixophori 69961 n.n. +++ + n.n.
U. phrygica 67156 n.n. n.n. n.n. +

plexen Polysacchariden erschweren könnte. Aus diesen Gründen wurde zu Beginn
dieser Arbeit ein Screening unterschiedlicher Hefen auf Glucose durchgeführt,
um itaconsäureproduzierende Stämme auswählen, mit A. terreus vergleichen und
Vor- und Nachteile der jeweiligen Stämme bei der Itaconsäureproduktion auf
Substraten aus Lignocellulose herausarbeiten zu können.

Die Hefestämme wurden parallel unter den gleichen Bedingungen 4 Tage in
geschüttelten Reagenzgläsern kultiviert und zeigten abhängig vom Stamm eine
Produktmischung aus den organischen Säuren Itaconsäure, Äpfelsäure und Bern-
steinsäure sowie dem Zuckeralkohol Erythrit (Tabelle 4.1). Zusätzlich wurde in
allen Proben Fumarsäure in Konzentrationen von < 1 g/L nachgewiesen und
zwei unbekannte Nebenprodukte in geringen Mengen. Hierbei handelte es sich
vermutlich um Itaweinsäure, sowie Hydroxyparaconsäure, die von Guevarra and
Tabuchi (1990) nachgewiesen wurden. In der vorliegenden Arbeit konnten die
beiden Säuren jedoch nicht eindeutig quantifiziert werden, da beide Substan-
zen als Reinform nicht verfügbar sind. Mittels mikroskopischer Untersuchungen
konnte zusätzlich die Bildung von intrazellulären Lipiden nachgewiesen werden
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AA B

Abbildung 4.1 – A - Mikroskopische Aufnahmen von U. maydis DSM 17144,
B - Gefärbte Probe mit Nilrot, Lipideinschlüsse leuchten hellrot, kultiviert in
Reagenzgläsern 125 rpm, 30 °C, 4 d, 400-fach vergrößert.

(s. Abbildung 4.1). Insgesamt zeigten sechs Stämme, die alle zur Gattung Ustilago
zählen, die Bildung von Itaconsäure im Konzentrationsbereich von 7–21 g/L.
Bei fünf Stämmen zeigte sich zusätzlich zur Itaconsäureproduktion die Bildung
von Äpfelsäure, Bernsteinsäure oder Erythrit. Eine Ausnahme stellte der Stamm
U. rabenhorstiana NBRC 8995 dar, welcher unter den gewählten, nicht optimierten
Bedingungen, keine zusätzlichen organischen Säuren oder Zuckeralkohole neben
Itaconsäure produzierte. Insgesamt zeigte U. maydis DSM 17144 mit 20,4 g/L
Itaconsäure und einer Ausbeute von 0,23 (w/w) im Vergleich zu allen itaconsäure-
bildenden Hefestämmen den höchsten Titer und die höchste Ausbeute. Der Titer
von Itaconsäure mit U. rabenhorstiana NBRC 8995 lag mit 15,9 g/L und einer
Ausbeute von 0,18 (w/w) niedriger als bei U. maydis DSM 17144, obwohl als
Nebenprodukte lediglich intrazelluläre Lipide nachgewiesen wurden. Im Vergleich
mit A. terreus DSM 23081 (Abbildung 4.2), welcher 40 g/L Itaconsäure mit einer
Ausbeute von 0,42 (w/w) innerhalb von vier Tagen bildete, sind die Titer und
Ausbeuten aller Hefen um mehr als die Hälfte geringer. Jedoch lief die Kultivierung
von A. terreus unter bereits optimierten Bedingungen nach Hevekerl et al. (2014a)
in Mikrotiterplatten ab.

Mit U. maydis DSM 17144 erreichte Klement et al. (2012) im gleichen Medi-
um unter nicht optimierten Bedingungen im Schüttelkolben 20 g/L Itaconsäure
mit einer Ausbeute von 0,17 (w/w). Die Itaconsäurekonzentration von Klement
et al. (2012) ist mit dem Ergebnis dieser Arbeit vergleichbar. Die erzielte Pro-
duktivität von Klement et al. (2012) lag dabei bei 0,27 g/(L·h) und war im
Vergleich zu 0,21 g/(L·h) in dieser Arbeit leicht erhöht. Dies ist vermutlich auf
die unterschiedlichen Kultivierungssysteme zurückzuführen. Unter optimierten
Kultivierungsbedingungen ist es Maassen et al. (2014) gelungen mit U. maydis
DSM 17144 nach vier Tagen einen Titer von etwa 38 g/L zu erzielen. Dieses
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Abbildung 4.2 – Konzentrationen der organischen Säuren und Zuckeralkohole,
sowie erzielte Itaconsäureausbeute beim Screening unterschiedlicher Hefen mit
Tabuchi-Medium und Glucose als Substrat. Kultiviert in Reagenzgläsern bei 125 rpm,
30 °C, 4 d.

Ergebnis ist vergleichbar mit dem erzielten Titer von A. terreus DSM 23081 nach
vier Tagen, der bei 40 g/L lag. Insgesamt erreichte Maassen et al. (2014) eine
Endkonzentration von 44,5 g/L nach sechs Tagen. Dazu wurde U. maydis in einem
Bioreaktor bei konstantem pH-Wert von pH 6 und einem Sauerstoffpartialdruck
von 80 % kultiviert. Zusätzlich wurde die Glucosekonzentration von 120 g/L auf
200 g/L und die Ammoniumchloridkonzentration von 1,6 g/L auf 3,7 g/L angeho-
ben. Jedoch konnte die Ausbeute von 0,24 (w/w) nicht deutlich gesteigert werden
und entspricht der Ausbeute des in dieser Arbeit durchgeführten Screenings. Somit
kann zwar die Itaconsäureproduktion durch eine Prozess- und Medienoptimierung
gesteigert werden, jedoch bewegt sich die Ausbeute mit 0,2–0,3 (w/w) deutlich
unter der von A. terreus mit 0,42 (w/w). Auch U. rabenhorstiana NBRC 8995
wurde in der Literatur von Guevarra and Tabuchi (1990) als Itaconsäureproduzent
beschrieben. Guevarra and Tabuchi (1990) wiesen auf dem gleichen Screening-
medium nach sieben Tagen etwa 17 g/L Itaconsäure, 10 g/L Erythrit, 13 g/L
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Hydroxyparaconsäure und 5 g/L Itaweinsäure nach. Die erzielte Itaconsäure-
konzentration entspricht dem erzielten Titer aus dem durchgeführten Screening
mit 15,9 g/L dieser Arbeit, jedoch konnten die beschriebenen Nebenprodukte in
diesen Konzentrationen nicht nachgewiesen werden. Lediglich die Bildung von
intrazellulären Lipiden wurde beobachtet.

Es wurde die Entscheidung getroffen den besten Itaconsäureproduzenten aus
dem Screening, U. maydis DSM 17144, und den Stamm mit der geringsten
Konzentration an organischen Säuren und Zuckeralkoholen als Nebenprodukt,
U. rabenhorstiana NBRC 8995, mit A. terreus zu vergleichen.

4.1.2 Verwertung von Monosacchariden aus lignocellulo-
sehaltiger Biomasse

Ein weiteres Auswahlkriterium eines geeigneten Itaconsäureproduzenten auf ligno-
cellulosehaltiger Biomasse ist die Verwertbarkeit der in Lignocellulose enthaltenen
Monosaccharide. Dafür wurden das Wachstum und die Umsetzung der Hexo-
sen Glucose, Mannose, Galactose und Fructose sowie der Pentosen Xylose und
Arabinose, unabhängig voneinander, als Substratquellen getestet.

4.1.2.1 Zuckerverwertung U. maydis

Nach 4 Tagen Kultivierung von U. maydis bei 30 °C in Reagenzgläsern mit
unterschiedlichen Monosacchariden als Kohlenstoffquelle zeigten sich deutliche
Unterschiede in der Morphologie (s. Abbildung 4.3). Mit Glucose, Fructose, Xylose
und Arabinose hatten sich typische haploide Einzelzellen vermehrt. Mit Glucose
waren deutliche Zelleinschlüsse von Lipiden zu erkennen, dabei machten die
Fettsäuren C16:0, C18:1n9trans und C18:2n6trans 75 % aller Fettsäuren der Zelle
aus. Die genaue Zusammensetzung der Fettsäuren der Zellen kann dem Anhang
entnommen werden (s. Anhang B.2, S. 163). Auch mit Fructose bildeten sich
intrazelluläre Lipide. Eine Art Pelletstruktur mit langen Hyphen bildete sich
mit Mannose. Auch mit Galactose entstand ein Hyphengeflecht, welches jedoch
nicht so dicht war wie mit Mannose. Das Wachstum auf Rhamnose konnte nicht
nachgewiesen werden.

Zwar konnte auf sechs Substraten Biomasse gebildet werden, doch nur Glucose,
Fructose und Mannose konnten zur Itaconsäurebildung verwendet werden. Für
Glucose konnte mit einer Produktivität von 0,13 g/(L·h) und einer Ausbeute von
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Abbildung 4.3 – Übersicht der Morphologie von U. maydis auf unterschiedlichen
Zuckermonomeren als Substratquelle nach 4 Tagen in Reagenzgläsern, 120 rpm,
30 °C, Start-pH 6,7, Pufferung durch 30 g/L CaCO3, 200-fach vergrößert.

0,15 (w/w) das beste Ergebnis erzielt werden. Die Produktivität und Ausbeute
von Mannose und Fructose lagen in einem ähnlichen Bereich mit 0,09 g/(L·h)
und einer Ausbeute von 11 %. Mit Xylose, Arabinose und Galactose konnte keine
Itaconsäure nachgewiesen werden und der anfängliche pH-Wert von pH 6,7 war
auf pH 7 angestiegen. Im Fall der Itaconsäurebildung mit Glucose, Fructose und
Mannose fiel der pH-Wert auf in einen pH-Bereich von pH 5,4–5,7.

Das Wachstum von U. maydis (De Candolle) Corda 1842 ist auf Glucose,
Arabinose, Rhamnose und Xylose in Flüssigmedium beschrieben, dagegen konnte
auf Galactose keine Biomassebildung von Boekhout (2011) nachgewiesen werden.
Somit besteht eine Abweichung zum verwendeten Stamm U. maydis DSM 17144,
der kein Wachstum auf Rhamnose zeigte, dafür aber auf Galactose. Zudem be-
schreibt Boekhout (2011) auch die Bildung von Lipidtröpfchen innerhalb der
Zellen. Zur Produktion von Itaconsäure auf alternativen Zuckern beschreiben
Klement et al. (2012) und Maassen et al. (2014) mit dem gleichen Stamm, der auch
in dieser Arbeit verwendet wurde, die Bildung von Itaconsäure auf Xylose. Dabei
hebt Klement et al. (2012) hervor, dass das Wachstum und die Produktion mit
Xylose deutlich geringer sind als mit Glucose. Maassen et al. (2014) erzielt einen
Titer von 27,5 g/L Itaconsäure auf Xylose unter optimierten Bedingungen im
Bioreaktor, wobei auch die Bildung von Lipiden beschrieben wird. Jedoch ist laut
Maassen et al. (2014) für die Bildung von Itaconsäure auf Xylose eine Vorkultur
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Abbildung 4.4 – Vergleich von Itaconsäureproduktivität und Ausbeute von U. may-
dis auf unterschiedlichen Zuckermonomeren als Substratquelle nach 4 Tagen in
Reagenzgläsern, 120 rpm, 30 °C, Start-pH 6,7, Pufferung durch 30 g/L CaCO3.

mit Xylose notwendig. In dieser Arbeit wurde die Hefe zuvor auf einem Medium
mit Saccharose angezogen, welche aus den Monomeren Glucose und Fructose
besteht. Darin könnte der Grund liegen, warum Glucose und Fructose gut für die
Itaconsäurebildung genutzt werden konnten. Mannose zeigt einen ähnlichen Stoff-
wechselweg wie Fructose auf. Der Zucker wird mit einer Hexokinase (2.7.1.1) zu
Mannose-6-phosphat phosphoryliert, anschließend zu Fructose-6-phosphat umge-
wandelt (Mannose-6-phosphat Isomerase 5.3.1.8) und gelangt so in die Glycolyse.
Aufgrund des ähnlichen Stoffwechselweges von Fructose und Mannose könnte
somit auch die Verstoffwechselung von Mannose zu Itaconsäure positiv beeinflusst
worden sein. Basierend auf den Erkenntnissen von Maassen et al. (2014) wurde
für Xylose die Kohlenstoffquelle in der Vorkultur ausgetauscht und der Produk-
tionstest auf Xylose wiederholt. Der Austausch der Kohlenstoffquelle führte zu
keiner Verbesserung der Itaconsäureproduktion auf Xylose, es wurde lediglich eine
Konzentration < 0,1 g/L nach 4 Tagen im Medium nachgewiesen.

4.1.2.2 Zuckerverwertung U. rabenhorstiana

U. rabenhorstiana zeigte nach 4 Tagen Wachstum auf Glucose, Fructose, Man-
nose, Xylose und Arabinose bei 30 °C in Reagenzgläsern. Das Wachstum auf
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Abbildung 4.5 – Übersicht der Morphologie von U. rabenhorstiana auf unter-
schiedlichen Zuckermonomeren als Substratquelle nach 4 Tagen in Reagenzgläsern,
120 rpm, 30 °C, Start-pH 6,7, Pufferung durch 30 g/L CaCO3, 200-fach vergrößert,
Galactose 400-fach vergrößert.

Galactose war deutlich eingeschränkt und auf Rhamnose konnte kein Wachstum
festgestellt werden (s. Abbildung 4.5). Es zeigten sich Lipideinschlüsse bei der
Kultivierung mit Glucose. 90 % der enthaltenen Fettsäuren waren C16:0, C18:0
und C18:2n6trans. Die genaue Zusammensetzung der Fettsäuren der Zellen kann
dem Anhang entnommen werden (s. Anhang B.2, S. 163). Die Morphologie auf
den einzelnen Monosacchariden war sehr ähnlich. Die zigarrenförmigen Einzelzel-
len aus der Vorkultur mit Saccharose veränderten sich auf allen Substraten zu
verzweigten Pseudohyphen oder Hyphen. Auf Arabinose zeigten sich zudem große
Ansammlungen von verschlungenen Hyphen, wie eine Art Pellet. Das Wachstum
auf Galactose war sehr gering, somit waren noch einzelne haploide Zellen zu
erkennen.

Trotz einer ähnlichen Morphologie waren Ausbeuten und Produktivitäten auf
den einzelnen Zuckermonomeren sehr unterschiedlich (s. Abbildung 4.6). Für die
Referenz mit Glucose zeigte sich eine Produktivität von 0,16 g/(L·h) Itaconsäure
und eine Ausbeute von 0,24 (w/w). Eine ähnliche Ausbeute von 0,22 (w/w) wurde
mit Mannose erzielt, wobei die Produktivität mit 0,09 g/(L·h) um 44 % reduziert
war. Die Produktivität von Itaconsäure auf Fructose entsprach der Produktivität
auf Mannose, jedoch war die Ausbeute mit 0,17 (w/w) geringer. Auch konnte
U. rabenhorstiana beide Pentosen zum Wachstum und Itaconsäureproduktion
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Abbildung 4.6 – Vergleich von Itaconsäureproduktivität und Ausbeute von U. ra-
benhorstiana auf unterschiedlichen Zuckermonomeren als Substratquelle nach 4 Ta-
gen in Reagenzgläsern, 120 rpm, 30 °C, Start-pH 6,7, Pufferung durch 30 g/L
CaCO3.

nutzen. Dabei wurde mit Arabinose eine leicht höhere Ausbeute und Produkti-
vität erzielt, als mit Xylose. Die Produktivität auf beiden Monosacchariden von
0,02 g/(L·h) für Xylose und 0,04 g/(L·h) für Arabinose lagen in einem ähnlichen
Bereich und deutlich unter der Produktivität des Referenzzuckers. Ein geringer
Teil der Galactose konnte von U. rabenhorstiana zum Wachstum genutzt werden,
zudem konnten Spuren von Itaconsäure nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu
konnte Rhamnose weder für die Itaconsäureproduktion, noch zur Bildung von
Biomasse genutzt werden. Bei allen Kultivierungen sank der anfängliche pH-Wert
von pH 6,7 auf pH 5,4–5,7 ab.

Insgesamt betrachtet konnte U. rabenhorstiana neben Glucose auch Fructose,
Mannose, Xylose, Arabinose und Galactose zur Biomasse und Itaconsäurebildung
nutzen. Guevarra and Tabuchi (1990) beschrieben die Bildung von Itaconsäure
mit U. rabenhorstiana nur auf Glucose, weitere Untersuchungen zur Nutzbarkeit
unterschiedlicher Substrate sind nicht bekannt. Da es sich bei U. rabenhorstiana
um einen Brandpilz der Fingerhirse und Hirse handelt (Kühn, 1876), ist davon
auszugehen, dass dieser Organismus Enzymsysteme besitzt, um auf lignocellulose-
haltiger Biomasse zu wachsen und die enthaltenen Zucker verwerten kann.
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4.1.2.3 Zuckerverwertung A. terreus

Nach vier Tagen Kultivierung von A. terreus in Mikrotiterplatten mit 0,1 g/L
KH2PO4 und 33 °C zeigte sich, dass auf sechs von sieben Substraten die Sporen
ausgekeimt waren (Abbildung 4.7). So konnte der Pilz auf Glucose, Fructose,
Mannose, Xylose, Arabinose und Galactose wachsen. Jedoch hatten sich abhängig
vom Substrat unterschiedliche Wachstumsformen gebildet. Mit Glucose zeigten
sich gleichmäßig große Pellets mit Mycelfäden. Eine ähnliche Pelletform konnte
auch auf Fructose festgestellt werden. Dabei waren die Pellets augenscheinlich
deutlich kompakter. Mit Mannose bildete sich im Gegensatz dazu ein loses, dichtes
Mycelgeflecht aus. Bei der Kultivierung mit Xylose konnte kein typisches Pellet-
wachstum oder ein großflächiges Hyphengeflecht festgestellt werden. Hier zeigten
sich kleine kompakte, unregelmäßige Formen mit vereinzelten langen Hyphen-
ausläufern. A. terreus bildete auf Arabinose kleine Pellets mit sehr dünnen und
langen Hyphenfäden. Mit Galactose keimten, im Gegensatz zu Rhamnose, zwar
die Sporen aus, jedoch bildeten sich weder Pellets noch ein Hyphengeflecht aus.

Wie beschrieben konnte auf sechs Monosacchariden Wachstum nachgewiesen
werden, die Itaconsäurebildung war jedoch nur auf Glucose, Fructose, Mannose,
Xylose und Arabinose möglich. In Abbildung 4.7 wird deutlich, dass es bei Ausbeute
und Produktivität auf den einzelnen Monosacchariden Unterschiede gab. Im

Xylose 

Fructose Mannose 

Arabinose Galactose 

Glucose 

Abbildung 4.7 – Übersicht der Morphologie von A. terreus auf unterschiedlichen
Zuckermonomeren als Substratquelle nach 4 Tagen in einer 96-Well Mikrotiterplatte,
950 rpm, 33 °C, Start-pH 3,1, ungeregelt, 100-fach vergrößert.

55

Dieses Werk ist copyrightgeschützt und darf in keiner Form vervielfältigt werden noch an Dritte weitergegeben werden. 
Es gilt nur für den persönlichen Gebrauch.



Gluc
os

e

Fru
cto

se

M
an

no
se

Xylo
se

Ara
bin

os
e

Gala
cto

se

Rha
m

no
se

0,0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

0,7

A
us

be
ut

e 
[w

/w
], 

   
 P

ro
du

kt
iv

itä
t [

g/
(L

·h
)] Ausbeute

Produktivität

Abbildung 4.8 – Vergleich der Itaconsäureproduktivität und Ausbeute von A. ter-
reus nach 4 Tagen auf unterschiedlichen Zuckermonomeren als Substratquelle nach
4 Tagen in einer 96-Well Mikrotiterplatte, 950 rpm, 33 °C, Start-pH 3,1, ungeregelt.

Referenzsystem mit Glucose konnte 39,2 g/L Itaconsäure mit einer Ausbeute von
0,42 (w/w) und einer Produktivität von 0,41 g/(L·h) gebildet werden. Mit Fructose
konnte in etwa eine ähnliche Produktivität von 0,37 g/(L·h) erzielt werden, jedoch
war die Ausbeute um 28 % im Vergleich zur Referenz erhöht. Mit Mannose wurde
der höchste Titer erzielt, was einer Produktivität von 0,53 g/(L·h) entsprach und
einer Ausbeute von 0,53 (w/w). Im Vergleich mit Glucose war die Produktivität
um 29 % erhöht. Bei beiden Pentosen reduzierte sich die Produktivität um etwa die
Hälfte auf 0,2 g/(L·h) mit Arabinose und 0,18 g/(L·h) mit Xylose. Die Ausbeuten
lagen bei 0,38 (w/w) und 0,34 (w/w).

Dieses breite Substratspektrum deckt sich mit Erkenntnissen von Eimhjellen
and Larsen (1955), die bereits für A. terreus NRRL 1960 Wachstum und Bildung
von Itaconsäure mit unterschiedlichen Zuckern und Zuckeralkoholen beschrieben.
Auch Saha et al. (2017) zeigte, dass unterschiedlichste A. terreus Stämme neben
Glucose auch Xylose und Arabinose für die Itaconsäurebildung nutzen. Auf allen
Zuckern, die in dieser Arbeit getestet wurden, beschrieben Eimhjellen and Lar-
sen (1955) ein Wachstum, ebenso auf Rhamnose. In dieser Arbeit wurde keine
Itaconsäure mit Rhamnose gebildet. Zudem beschrieben Eimhjellen and Larsen
(1955) eine Itaconsäureausbeute auf Galactose von 0,04 (w/w). Vermutlich sind
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diese Abweichungen im Vergleich zu dieser Arbeit darauf zurückzuführen, dass
Eimhjellen and Larsen (1955) die Sporen zuvor auf Glucose auskeimen ließen und
anschließend das Mycel auf das jeweilige Substrat überführten. In dieser Arbeit
wurden die einzelnen Substrate direkt mit Sporen inokuliert.

Die Bildung von Itaconsäure aus Xylose ist nach Glucose, im Vergleich zu
den anderen getesteten Zuckermonomeren, am ausführlichsten in der Literatur
beschrieben (Kautola et al., 1985; Kautola, 1990; Kuenz, 2008). Dabei wird
beschrieben, dass die Bildung von Itaconsäure auf Xylose im Vergleich zu Glucose
deutlich langsamer ist. Dies konnte auch in dieser Arbeit bestätigt werden, die
Produktivität war auf Xylose um 59 % reduziert gegenüber der Produktivität auf
Glucose.

4.1.2.4 Zuckerverwertung - Vergleich

Für den Vergleich ob und wie effektiv Zuckermonomere aus lignocellulosehaltiger
Biomasse für die Bildung von Biomasse und Itaconsäure durch die einzelnen Mi-
kroorganismen genutzt werden können, wurde die Produktivität auf den einzelnen
Zuckern mit einer Referenzkultivierung des jeweiligen Organismus auf Glucose
verglichen (s. Tabelle 4.2). Es wird deutlich, dass A. terreus und U. rabenhorstiana
ein ähnliches Substratspektrum aufweisen. Beide Mikroorganismen sind in der
Lage auf Glucose, Fructose, Mannose, Xylose und Arabinose Itaconsäure zu pro-
duzieren. Darüber hinaus konnten mit U. rabenhorstiana geringe Konzentrationen
an Itaconsäure auf Galactose festgestellt werden. Im Vergleich zu diesen beiden
Organismen war U. maydis nicht in der Lage, Xylose und Arabinose für die

Tabelle 4.2 – Vergleich der Zuckerverwertung von A. terreus, U. rabenhorstiana
und U. maydis nach 4 Tagen bezogen auf die Itaconsäureproduktivität mit Glucose.
> 75 % ++++; 75–50 % +++; 50–25 % ++; < 25 % +; keine Itaconsäurebildung -

Zucker A. terreus U. rabenhorstiana U. maydis

Glucose ++++ ++++ ++++
Fructose +++ +++ +++
Mannose ++++ +++ +++
Xylose ++ + -
Arabinose ++ ++ -
Galactose - + -
Rhamnose - - -
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Itaconsäureproduktion zu nutzen, es wurde lediglich Biomasse gebildet. Keiner der
ausgewählten Mikroorganismen konnte Rhamnose verstoffwechseln. Jedoch macht
dieses Zuckermonomer im Fall von Weizenkaff, das in dieser Arbeit verwendet
werden soll, den geringsten Anteil mit ca. 2 % der vorhanden Zuckermonomere
aus (s. Kapitel 4.2.1, S. 81). Im Hinblick auf die Nutzung alternativer Zucker
auf Basis von lignocellulosehaltiger Biomasse für die Itaconsäureproduktion sind
A. terreus und U. rabenhorstiana aufgrund der Zuckerverwertung geeigneter als
U. maydis.

4.1.3 Einfluss von typischen Nebenprodukten aus der
Lignocellulose-Vorbehandlung auf die Itaconsäure-
produktion

Neben Zuckern können im Hydrolysat schwache Säuren, Furanaldehyde oder phe-
nolische Bestandteile enthalten sein, die eine inhibierende Wirkung auf Wachstum
und Produktion von Itaconsäure haben können (Palmqvist and Hahn-Hägerdal,
2000; Jönsson et al., 2013; van der Pol et al., 2014). Die Biomasse selbst und die
Art der Vorbehandlung der Biomasse sind entscheidend dafür, welche möglichen
Inhibitoren entstehen können.

Um den jeweiligen Einfluss der einzelnen Nebenprodukte der Biomassevorbe-
handlung abschätzen zu können, wurde einer Standardkultivierung mit Glucose
durchgeführt und mit typischen Konzentrationen der jeweiligen Inhibitoren ver-
setzt. Als Beispiel für schwache Säuren wurden der Einfluss von Ameisen-, Essig-
und Lävulinsäure auf die Itaconsäureproduktivität untersucht und als mögliche
auftretende Furanaldehyde wurden HMF und Furfural getestet.

4.1.3.1 Einfluss von Nebenprodukten der Vorbehandlung auf U. may-
dis

Mit U. maydis wurden die Inhibierungsversuche in schrägen Reagenzgläsern bei
30 °C und 120 rpm durchgeführt. Dabei wurde Tabuchi-Medium mit einem Start-
pH-Wert von pH 6,7 verwendet und die Ansätze 4 Tage kultiviert. Die erzielten
Produktivitäten von Itaconsäure in Abhängigkeit von der Inhibitorkonzentration
sind in Abbildung 4.9 dargestellt.
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Abbildung 4.9 – Einfluss von schwachen Säuren (A) und Furanderivaten (B) auf
die Produktivität von Itaconsäure mit U. maydis in Reagenzgläsern bei 30 °C und
120 rpm mit einem Start-pH-Wert von pH 6,7 nach 4 Tagen.

Ohne Zusatz eines Inhibitors wurde eine Itaconsäureproduktivität von
0,14 g/(L·h) festgestellt. Durch die Zugabe von 0,1–2 g/L Lävulinsäure sank
die Produktivität auf durchschnittlich 0,11 g/(L·h) leicht ab. Die Produktivität
wurde durch Ameisensäure im Konzentrationsbereich von 0,1–1 g/L im Mittel
um 25 % auf 0,1 g/(L·h) gesenkt. Eine weitere Erhöhung auf 2 g/L zeigte den
stärksten Einfluss und nur noch eine Produktivität von 0,07 g/(L·h). Im gesamten
getesteten Konzentrationsbereich beeinflusste die Essigsäure die Produktivität
unabhängig von der eingesetzten Inhibitorkonzentration. So sank die Produktivität
auf ca. 0,08 g/(L·h) ab. U. maydis wuchs unter dem Zusatz der schwachen Säuren
in zigarrenförmigen Einzelzellen mit deutlichen Einschlüssen von Lipiden.

Im Vergleich zu den schwachen Säuren zeigten die Furanderivate einen stär-
keren Einfluss auf die Produktivität. Konzentrationen von 0,1 g/L HMF oder
0,1 g/L Furfural ließen die Produktivität von 0,14 g/(L·h) auf 0,07 g/(L·h) mit
dem Inhibitor Furfural und 0,08 g/(L·h) für HMF sinken. Eine Erhöhung der
Furfuralkonzentration im Medium führte dazu, dass das Wachstum inhibiert wur-
de. Für HMF zeigte sich ein anderes Bild. Ab einer Konzentration von 1 g/L im
Medium konnte noch Wachstum von U. maydis festgestellt werden, jedoch stellte
der Organismus die Produktion von Itaconsäure ein. Es hatten sich unabhängig
der Furfural- oder HMF-Konzentration zigarrenförmige Einzelzellen gebildet.

Der pH-Wert aller Kultivierungen war von pH 6,7 in einen Bereich von pH 5,8–
6,4 gefallen. Aus diesem Grund lagen die schwachen Säuren größtenteils als Anion
im Medium vor und durchschnittlich nur 8 % Essigsäure, 6 % Lävulinsäure
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und 1 % Ameisensäure. Vermutlich war daher der Einfluss aller Säuren auf
die Itaconsäurebildung mit U. maydis gering. U. maydis konnte wahrscheinlich
das Einströmen der schwachen Säuren kompensieren, da ausreichend ATP zur
Verfügung stand und die Produktivität unabhängig der Säurekonzentration im
Medium konstant blieb. Die geringe Abnahme der Produktivität kann daher mit
dem zusätzlich benötigten ATP und der Anreicherung der Anionen in der Zelle
begründet werden (Russell, 1992).

Bei Saccharomyces cerevisiae wirken HMF und Furfural als Hemmstoffe auf
unterschiedliche Enzyme in der Glykolyse und für die Pyruvatdehydrogenase
(Banerjee et al., 1981; Modig et al., 2002). Dabei beschreibt Modig et al. (2002),
dass der Effekt von Furfural auf den Mikroorganismus stärker ist als HMF. Dieses
Bild zeigte sich auch bei U. maydis.

4.1.3.2 Einfluss von Nebenprodukten der Vorbehandlung auf U. ra-
benhorstiana

Die Inhibierungsversuche mit U. rabenhorstiana wurden bei 30 °C in schräg
geschüttelten Reagenzgläsern durchgeführt. Dabei zeigte sich eine Produktivität
von 0,15 g/(L·h) Itaconsäure im Referenzsystem mit Tabuchi-Medium ohne einen
Zusatz von Inhibitoren (s. Abbildung 4.10).

Durch die Zugabe von bis zu 0,5 g/L Ameisensäure veränderte sich die Produk-
tivität nicht. Mit 1 g/L erhöhte sich die Produktivität auf 0,21 g/(L·h) und fiel bei
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Abbildung 4.10 – Einfluss von schwachen Säuren (A) und Furanderivaten (B)
auf die Produktivität von Itaconsäure mit U. rabenhorstiana in Reagenzgläsern bei
30 °C und 120 rpm mit einem Start-pH-Wert von pH 6,7 nach 4 Tagen.
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einer Zugabe von 2 g/L Ameisensäure auf 0,13 g/(L·h) ab. Ähnliche Ergebnisse
zeigten sich für die Zugabe von Essigsäure. Die ursprüngliche Produktivität stieg
auf 0,19 g/(L·h) durch den Zusatz von 0,5 g/L Essigsäure an und fiel durch die
Erhöhung der Inhibitorkonzentration auf 0,12 g/(L·h) ab.

Die beiden Furanderivate beeinflussten U. rabenhorstiana sehr stark. Bereits
eine Konzentration von 0,1 g/L HMF inhibierte das Wachstum des Organismus.
Furfural wirkte wachstumsinhibierend ab einer Konzentration von 0,5 g/L. Die
Hefe wuchs in langen unregelmäßigen, verzweigten Hyphen vergleichbar mit dem
Wachstum auf Glucose in Abbildung 4.6 (S. 54). Der pH-Wert des Mediums fiel
von pH 6,7 auf pH 5,5–5,9 ab.

Aufgrund des pH-Wertes liegen die Säuren hauptsächlich in der dissoziierten
Form vor und diffundieren nicht in das Cytoplasma. Im Gegensatz zu U. maydis
beeinflusst die Zugabe der schwachen Säuren die Produktion von Itaconsäure nicht.
Die Produktivität wird sogar gesteigert. Dieser positive Effekt ist bereits in der
Literatur bekannt und wird von Maiorella et al. (1983) und Larsson et al. (1999)
für die Ethanolproduktion mit S. cervisiea, sowie die Cellulaseproduktion von
T. reesei (Szengyel and Zacchi, 2000) beschrieben. Dagegen hemmen bereits schon
geringe Konzentrationen der Furanderivate wichtige Enzyme des Metabolismus
von U. rabenhorstiana, sodass es zu einer Wachstumsinhibierung kommt. Modig
et al. (2002) beschreibt die stärkste Hemmung der Pyruvatdehydrogenase durch
die Furanderivate und damit die Beeinflussung des Zellwachstums.

4.1.3.3 Einfluss von Nebenprodukten der Vorbehandlung auf A. ter-
reus

Die Inhibierungsversuche wurden bei 33 °C in Mikrotiterplatten in Standardmedi-
um mit einem Start-pH-Wert von pH 3,1 durchgeführt.

Die Produktivitäten bei unterschiedlichen Inhibitorkonzentrationen sind in
Abbildung 4.11 dargestellt. Die Referenz ohne Inhibitor zeigte eine Produktivität
von 0,32 g/(L·h) Itaconsäure nach 3,8 Tagen und es hatten sich gleichmäßige
lockere Pellets gebildet (s. Abbildung 4.12, S. 63). Durch die Zugabe von 0,1 g/L
Ameisensäure wurde die Produktivität leicht gesenkt auf 0,29 g/(L·h), dabei
zeigten sich Pellets, mit langen und dichten Mycelausläufern und einem kompak-
ten Inneren. Höhere Ameisensäurekonzentrationen im Medium inhibierten das
Auskeimen der Sporen, somit wurde keine Itaconsäure gebildet.
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Abbildung 4.11 – Einfluss von schwachen Säuren (A) und Furanderivaten (B) auf
die Produktivität von Itaconsäure mit A. terreus in Mikrotiterplatten bei 33 °C
und 950 rpm mit einem Start-pH-Wert von pH 3,1 nach 4 Tagen.

Eine erhöhte Produktivität von 0,45 g/(L·h) wurde durch die Zugabe von
0,1 g/L Essigsäure erzielt, dabei wuchs A. terreus in kleineren Pellets, die im
Vergleich zur Referenz lockerer erschienen. Eine Erhöhung der Essigsäurekonzen-
tration auf 0,5 g/L resultierte in einer Abnahme der Produktivität um etwa die
Hälfte und in sehr kompakten Pellets mit dichten Mycelausläufern. Für Essig-
säurekonzentrationen > 1 g/L konnte weder eine Itaconsäurebildung noch ein
Wachstum des Pilzes festgestellt werden.

Durch die Zugabe von 0,1 g/L und 0,5 g/L Lävulinsäure wurde die Produktivi-
tät auf etwa 0,4 g/(L·h) gesteigert. A. terreus wuchs im Vergleich zur Referenz in
kleineren lockeren Pellets. Die Zugabe von 1 g/L Lävulinsäure zeigte die gleiche
Produktivität wie die Referenz mit 0,32 g/(L·h), dabei waren die Pellets kleiner,
kompakter und die Mycelausläufer länger. Mit 2 g/L Lävulinsäure im Medium
bildeten sich kompakte Pellets ohne Mycelfäden, deren Produktivität um 26 %
gegenüber der Referenz gesunken war.

Insgesamt betrachtet führt der sehr niedrige Start-pH von pH 3,1 und das
weitere Absinken während der Kultivierung auf pH 1,8–2 dazu, dass die schwachen
Säuren hauptsächlich als undissoziierte Säuren vorlagen. Diese Form ist fettlöslich
und kann durch die Plasmamembran in das Cytosol diffundieren. Auf Basis des
fast neutralen pH-Wertes innerhalb der Zelle dissoziiert die Säure im Cytosol
in Säureanion und Proton (Lambert and Stratford, 1999; Axe and Bailey, 1995;
Pampulha and Loureiro-Dias, 1989; Plumridge et al., 2004). Um den Anstieg des
intrazellulären pH-Werts zu verhindern, werden die Protonen aktiv mittels der
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Abbildung 4.12 – Einfluss von schwachen Säuren auf die Morphologie und das
Wachstum von A. terreus in Mikrotiterplatten bei 33 °C und 950 rpm mit einem
Start-pH-Wert von pH 3,1 nach 4 Tagen, 100-fach vergrößert, k. W. kein Wachstum.

Plasmamembran-ATPasen aus der Zelle gepumpt und benötigen für den Ausgleich
des erhöhten ATP-Verbrauchs mehr Sauerstoff (Hesse et al., 2002). Aus diesem
Grund könnte das Wachstum und somit die Itaconsäureproduktion von A. terreus
inhibiert worden sein. Der unterschiedlich starke Einfluss der drei Säuren könnte
damit erklärt werden, dass nicht nur mehr Energie für das Ausschleusen des
Protons benötigt wurde, sondern nach Russell (1992) auch die Anreicherung des
Säureanions innerhalb des Organismus der Grund für eine Inhibierung sein könnte.

Die Anwesenheit der Furanderivate HMF und Furfural im Medium führten zu
einem ähnlichen Einbruch der Produktivität, wie die Anwesenheit der Säuren. Die
Produktivität fiel von 0,32 g/(L·h) durch 0,1 g/L des jeweiligen Furanderivates
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Abbildung 4.13 – Einfluss von Furanderivaten auf die Morphologie und das
Wachstum von A. terreus in Mikrotiterplatten bei 33 °C und 950 rpm mit einem
Start-pH-Wert von pH 3,1 nach 4 Tagen, 100-fach vergrößert, k. W. kein Wachstum.

auf etwa 0,1 g/(L·h) ab. Die gleichmäßig geformten, lockeren Pellets wurden
kompakter, es zeigten sich nur noch sehr kurze Mycelfäden (s. Abbildung 4.13).
Mit zunehmender Konzentration an Furfural und HMF sank die Produktivität
weiter und der Pelletdurchmesser nahm ab. In Anwesenheit von 2 g/L Furfural
konnte nur noch eine Produktivität von 0,06 g/(L·h) erzielt werden. Bei der
gleichen HMF-Konzentration von 2 g/L keimten die Sporen nicht mehr aus.

Banerjee et al. (1981) beschreibt für den Hefemetabolismus, dass Furfural die
Aktivität von unterschiedlichen Enzymen in der Glycolyse, wie die Hexokinase
oder die Phosphorfructokinase, hemmt. Besonders großen Einfluss können Furfural
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und HMF auf die Pyruvatdehydrogenase haben (Modig et al., 2002), sodass die
Reaktion von Pyruvat zu Acetyl-CoA durch die Furanderivate gehemmt wird. Es
wird somit deutlich weniger Acetyl-CoA gebildet, das in den Citratzyklus gelangen
kann. Daher sind die Energiegewinnung der Zelle und die Synthese wichtiger
Zellmetabolite aus dem Citratzyklus negativ beeinflusst. Im Fall von A. terreus
könnte so auch das Wachstum und die Itaconsäurebildung gehemmt sein.

Zusätzlich wurde auch der Einfluss unterschiedlicher phenolischer Nebenpro-
dukte auf A. terreus getestet. Die Konzentration und Zusammensetzung der
Cumaryl-, Guajacyl- und Sinapyl-Elemente des Lignins basieren auf der Biomasse
selbst und der eingesetzten Vorbehandlung (Du et al., 2010; Zeng et al., 2013).
Dabei sind die auftretenden Konzentrationen deutlich geringer als die von Säu-
ren oder Furanderivaten (van der Pol et al., 2014). Typischerweise kann bei der
Vorbehandlung von Weizenstroh Syringaldehyd, Vanillin, p-Hydroxybenzaldehyd,
Gallussäure oder Ferulasäure entstehen (Lawther et al., 1996). Basierend auf
Jurchescu (2014) wurde in dieser Arbeit Vanillin sowie Syringaldehyd bis zu einer
Konzentration von 60 mg/L untersucht und 4-Hydroxybenzoesäure bis zu einer
Konzentration von 300 mg/L.

Die untersuchten potenziellen phenolischen Nebenprodukte zeigten einen gerin-
gen Einfluss auf die Itaconsäurebildung, die Morphologie war unverändert. Durch
die Zugabe von Vanillin nahm die Produktivität stetig ab. Bei der maximal unter-
suchten Konzentration von 60 mg/L wurde eine um 24 % reduzierte Konzentration
an Itaconsäure nachgewiesen. Auch die Inhibierung durch 60 mg/L Syringaldehyd
lag mit 19 % im gleichen Bereich. Lediglich 4-Hydroxybenzoesäure zeigte keinen
Einfluss auf die Produktion.

Die Wirkung von Phenolen auf Mikroorganismen sind aufgrund der vielseitigen
Struktur, wie Unterschiede im Molekulargewicht oder Anzahl, Position und Struk-
tur der Seitengruppen, vielfältig und noch nicht vollständig aufgeklärt (Almeida
et al., 2007; Jönsson et al., 2013; van der Pol et al., 2014). Neben der Inhibierung
von Enzymen im Organismus können sich Phenole im Medium auch auf die Trans-
lation und somit auf die Zusammensetzung der Mitochondrienmembran auswirken
(Keweloh et al., 1990; Iwaki et al., 2013; Zhang et al., 2012).

4.1.3.4 Einflüsse von Nebenprodukten der Vorbehandlung - Vergleich

Durch die Zugabe der Zuckerabbauprodukte zum Produktionsmedium zeigte
sich, dass sich die Itaconsäureproduktion mit den Hefen von dem filamentösen
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Pilz deutlich unterscheidet. In Abbildung 4.14 ist der Einfluss von Ameisensäure
beispielhaft für die schwachen Säuren und der Einfluss von Furfural für die
Furanderivate auf die Produktivität dargestellt. Hierfür wurde die Produktivität
normiert, um die Organismen untereinander vergleichen zu können.

Beim Zusatz von schwachen Säuren liegt aufgrund des niedrigen Start-pH-
Wertes von pH 3,1 bei der Kultivierung von A. terreus hauptsächlich die undis-
soziierte Form der Säure im Medium vor. Diese Form kann in das Cytoplasma
diffundieren und den intrazellulären pH-Wert absenken. Aus diesem Grund rei-
chen geringe Konzentrationen von schwachen Säuren aus, um das Wachstum des
Pilzes zu inhibieren (Ameisensäure < 0,1 g/L). Der pH-Wert der Kultivierung
mit U. maydis und U. rabenhorstiana liegt deutlich höher. Bei einem anfänglichen
pH-Wert von pH 6,7 liegt hauptsächlich die dissoziierte Säureform vor, welche
nicht durch Diffusion in die Zelle gelangen kann. Aus diesem Grund werden beide
Hefen im Vergleich zu A. terreus durch dieses Zuckerabbauprodukt weniger negativ
beeinflusst. Trotz 2 g/L Ameisensäure wurde eine Produktivität von etwa 51 %
für U. maydis und 86 % für U. rabenhorstiana von der ursprünglichen Produk-
tivität erzielt. Im Gegensatz dazu wirkte Furfural toxisch auf die Hefezellen bei
Konzentrationen > 0,1 g/L. A. terreus zeigt bei den getesteten Konzentrationen
noch die Produktion von Itaconsäure, jedoch war diese bis zu 90 % reduziert im
Vergleich zur Kultivierung ohne Zusatz von Furfural.
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Abbildung 4.14 – Vergleich des Einflusses auf die Itaconsäureproduktivität durch
Zugabe von Ameisensäure oder Furfural von A. terreus, U. maydis und U. raben-
horstiana. Normiert auf die Produktivität ohne Zusatz von Inhibitoren.
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Somit lässt sich insgesamt sagen, dass die Hefen aufgrund des pH-Wertes
während der Kultivierung deutlich robuster gegenüber den schwachen Säuren
sind. Auch Larsson et al. (1999) sieht den Effekt der schwachen Säuren im herr-
schenden pH-Wert während der Kultivierung, je niedriger der pH-Wert, desto
stärker der Einfluss der Säuren auf den Mikroorganismus. Im Gegensatz dazu
hält A. terreus höhere Konzentrationen an Furanderivaten aus, die wichtige Enzy-
me im Stoffwechsel inhibieren. Bei der Nutzung von Hydrolysaten sollte daher
grundsätzlich beachtet werden, dass unabhängig vom genutzten Mikroorganismus,
Hydrolysate mit einer sehr geringen Zuckerabbaukonzentration eingesetzt werden
müssen, um ausreichende Produktivitäten erzielen zu können. Zudem wurde nur
die Wirkung einzelner Abbauprodukte getestet, in Kombination würde sich ver-
mutlich der Inhibierungseffekt verstärken. Taherzadeh et al. (2000) und Palmqvist
et al. (1999) beschreiben, dass Synergieeffekte zwischen Furfural und HMF, sowie
Essigsäure und Furfural auftreten können. Dies lässt bei einer Kombination der
Zuckerabbauprodukte im Hydrolysat vermuten, dass einerseits die Produktivität
weiter absinken oder es zu einer Inhibierung des Wachstums der Mikroorganismen
kommen könnte.

4.1.4 Einfluss der Enzymformulierung

Für einen SHF oder SSF werden Enzymmischungen zur Hydrolyse hinzugefügt.
Die eingesetzte Enzymmischung Biogazyme 2x enthielt neben Proteinen weitere
Elemente aus der Formulierung, die mittels ICP-OES analysiert wurden. Die
Proteinmischung enthielt neben Cellulasen, Xylanasen und β-Glycosidasen grö-
ßere Mengen an Kalium, Natrium und Phosphor. Des Weiteren wurden Eisen,
Magnesium, Mangan und in Spuren Aluminium, Bor, Kupfer, Nickel, Stronti-
um und Zink festgestellt. Die genauen Konzentrationen der Enzymformulierung
sind Tabelle 4.3 zu entnehmen. Für die Itaconsäureproduktion mit A. terreus
ist bekannt, dass Ionen wie Ca2+, Co2+, Cu2+, Fe2+, Mn2+, Ni2+ und Zn2+ das
Wachstum und somit auch die Produktivität von Itaconsäure stark beeinflussen
können (Lockwood and Reeves, 1946; Batti and Schweiger, 1963; Gyamerah,
1995a; Welter, 2000; Kuenz et al., 2012; Karaffa et al., 2015). Aus diesem Grund
wurde der Einfluss der Enzymformulierung auf die Itaconsäureproduktivität aller
drei Mikroorganismen im kleinen Maßstab untersucht, indem unterschiedliche
Konzentrationen der Enzymmischung der Kultivierung hinzugefügt wurden.
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Tabelle 4.3 – Konzentrationen unterschiedlicher Elemente der Enzymmischung
Biogazyme 2x.

Element Biogazyme 2x
[mg/g]

Al 0,0037
B 0,0006
Cu 0,0093
Fe 0,0143
K 9,92
Mg 0,5743
Mn 0,0105
Ni 0,0010
Na 6,13
P 5,87
Sr 0,035
Zn 0,0113

4.1.4.1 Einfluss der Enzymformulierung U. maydis

Die Wirkung von Biogazyme 2x auf die Itaconsäureproduktion mit U. maydis
wurde in schräg geschüttelten Reagenzgläsern bei 30 °C und 120 rpm getestet (Ab-
bildung 4.15, S. 69). Ohne Zugabe der Enzymmischung wurde eine Produktivität
von 0,14 g/(L·h) mit Glucose nach 3,8 Tagen festgestellt. Durch die Zugabe von
3,3 g/L und 4,7 g/L der Enzymmischung veränderte sich die Produktivität von
0,15 g/(L·h) kaum. Bei einer weiteren Erhöhung auf 6,6 g/L stieg die Produktivität
auf 0,19 g/(L·h) an und fiel mit 7,5 g/L wieder auf das ursprüngliche Niveau
ab. Insgesamt zeigten sich zigarrenförmige Einzelzellen mit Lipideinschlüssen,
die Anzahl an sehr langen, schlauchförmigen Zellen ohne Verzweigung nahm mit
steigender Biogazyme 2x-Konzentration zu.

U. maydis wird von Klement et al. (2012) als sehr robust beschrieben. Speziell
hohe Osmolaritäten verlangsamen zwar das Wachstum, inhibieren den Organismus
jedoch nicht. Ein Wachstum war noch mit dem Zusatz von 73,15 g/L Natriumchlo-
rid möglich. Jedoch wies Klement et al. (2012) auch nach, dass hohe Salzkonzen-
trationen aus Hydrolysaten das Wachstum und somit die Itaconsäureproduktion
reduzieren. Der getestete Konzentrationsbereich von 0–9,4 g/L Biogazyme 2x
setzte die Produktivität nicht herab, sondern ließ diese teilweise leicht ansteigen.
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Abbildung 4.15 – Einfluss des Enzympräperates Biogazyme 2x auf die Itaconsäu-
reproduktivität mit A. terreus in Mikrotiterplatten bei 33 °C und 950 rpm und
U. maydis sowie U. rabenhorstiana in schräg geschüttelten Reagenzgläsern bei 30 °C
und 120 rpm nach 3,8 Tagen.

Dieser leichte Anstieg wurde vermutlich durch Ionen/Salze aus der Enzymmi-
schung hervorgerufen, da das verwendete Medium nach Guevarra and Tabuchi
(1990) nicht optimiert war. Somit bestätigte die konstante Produktivität trotz
zunehmender Konzentration an Ionen im Medium durch die Enzymmischung, dass
U. maydis im getesteten Konzentrationsbereich robust gegenüber den enthaltenen
Ionen ist.

4.1.4.2 Einfluss der Enzymformulierung U. rabenhorstiana

U. rabenhorstiana wurde bei 30 °C in schräg geschüttelten Reagenzgläsern bei
120 rpm kultiviert und die Produktivität nach 3,8 Tagen bestimmt (Abbil-
dung 4.15). Es zeigte sich eine Produktivität von 0,17 g/(L·h) im Tabuchi-Medium
mit Glucose. Durch die Zugabe von 3,3 g/L Biogazyme 2x erhöhte sich die Produk-
tivität auf 0,22 g/(L·h). Die Produktivität blieb bis zu einer Konzentration von
6,6 g/L der Enzymmischung konstant und stieg bei der Zugabe von 7,5 g/L leicht
auf 0,26 g/(L·h) an. Die Hefe zeigte lange verzweigte, teilweise sprossende Zellen,
wie eine Art Mycel mit Lipideinschlüssen. Durch den Einsatz von Biogazyme 2x
veränderte sich die Morphologie nicht.
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Aufgrund der gleichen Zuordnung von U. rabenhorstiana und U. maydis zur
Ordnung der Ustilaginales ist davon auszugehen, dass auch U. rabenhorstiana
sehr robust gegenüber Ionen bzw. Salz im Medium ist. Diese Annahme bestätigte
sich, da die Produktivität durch die Zugabe der Enzymmischung positiv beein-
flusst wurde. Das Standardmedium nach Guevarra and Tabuchi (1990) enthielt
vermutlich nicht die optimale Zusammensetzung für die Itaconsäureproduktion,
sodass die Zusammensetzung des Mediums durch die Zugabe der Enzymmischung
verbessert wurde.

4.1.4.3 Einfluss der Enzymformulierung auf A. terreus

Der Einfluss von Biogazyme 2x wurde in Mikrotiterplatten bei 33 °C und 950 rpm
mit Glucose als Substrat untersucht. Die Proben wurden nach 3,8 Tagen entnom-
men (Abbildung 4.15, S. 69). Die Produktivität sank von 0,59 g/(L·h) durch die
Zugabe von 6,6 g/L Biogazyme 2x linear auf 0,43 g/(L·h) ab. A. terreus wuchs
in ausgefransten gleichmäßigen Pellets, durch die Zugabe der Enzymmischung
veränderte sich die Morphologie. Es zeigte sich loses, lockeres Mycel mit 3,3 g/L
Biogazyme 2x. Bei einer Konzentration von 6,6 g/L zeigten sich dagegen kompakte
und größere Pellets. Für Biogazymekonzentrationen > 6,6 g/L konnte keine Ita-
consäure festgestellt werden. Die Sporen keimten in sehr kleinen knolligen Pellets
aus.

Die veränderte Morphologie und die daraus resultierende absinkende Produk-
tivität mit zunehmender Konzentration an Biogazyme 2x im Medium ist auf die
Ionen aus der Enzymformulierung zurückzuführen. Gyamerah (1995a), Kuenz
et al. (2012) und Karaffa et al. (2015) beschreiben, dass sich Ionen im Medium
auf die Morphologie des Pilzes auswirken. Dabei können die höchsten Ausbeu-
ten mit ausgefransten lockeren Pellets erzielt werden (Gyamerah, 1995a). Diese
Pelletform konnte nur im Medium ohne Enzymzugabe erzielt werden. Durch die
Zugabe der Enzymmischung veränderte sich die Morphologie zu einem losen Mycel
und anschließend zu kompakten Pellets, die von Gyamerah (1995a) als Wachs-
tumsform mit geringeren Ausbeuten und Produktivitäten beschrieben werden.
Speziell Manganionen in Konzentrationen > 3 μg/L Mn2+ im Medium senken die
Ausbeute und Produktivität, zusätzlich verändert sich die Morphologie, ab einer
Konzentration von 250 mg/L Mn2+ (Karaffa et al., 2015). Karaffa et al. (2015)
beschreibt die Entstehung von langen und glatten Hyphen, die sich zu einem
Mycel zusammenschließen. Jedoch konnten so hohe Konzentrationen an Mangan
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im Medium mit Biogazyme 2x nicht nachgewiesen werden. Die max. Mangankon-
zentration lag bei etwa 10 μg/L bei einem Zusatz von 9,4 g/L Enzymmischung,
wobei keine Itaconsäure mehr produziert wurde. Karaffa et al. (2015) wies mit der
gleichen Konzentration Mn2+ im Medium noch eine Produktivität von etwa 80 %
der ursprünglichen Produktivität eines manganionenarmen Mediums nach. Somit
kann der Abfall der Produktivität im Bereich von 3,3 bis 6,6 g/L Biogazyme 2x
ein Effekt der Mn-Ionen sein. Jedoch zeigt die Inhibierung des Wachstums durch
die Zugabe von 9,4 g/L Biogazyme, dass es vermutlich die Gesamtheit aller Ionen
im Medium ist, die sich negativ auf das Wachstum, die Morphologie und somit
auf die Itaconsäureproduktion auswirkt. Somit sollte ein Einsatz von > 6,7 g/L
Biogazyme 2x vermieden werden, um noch einen ausreichenden Titer erzielen zu
können.

4.1.4.4 Einfluss der Enzymformulierung - Vergleich

Der Einfluss des zugegebenen Enzyms lag nicht im Protein selbst, sondern ist
vermutlich auf die Enzymformulierung zurückzuführen. Aus der Literatur war zu er-
warten, dass A. terreus deutlich empfindlicher auf die Zugabe der Enzymmischung
reagiert, als beide Ustilago-Stämme (Klement et al., 2012). Diese Vermutung
konnte in den Versuchen bestätigt werden.

Die Zugabe des Enzyms beeinflusste A. terreus, sodass sich unterschiedliche
Morphologien zeigten, die geringere Produktivitäten aufwiesen. Jedoch lag die
Produktivität von A. terreus bis zu einer Konzentration von 6,6 g/L Biogazyme 2x
mindestens doppelt so hoch wie bei beiden Ustilago-Stämmen. Eine Konzentration
von 9,4 g/L Enzymmischung im Medium führt zu einer Wachstumsinhibierung
des Pilzes. Im Gegensatz dazu wurde die Itaconsäureproduktivität von U. maydis
durch die Enzymmischung leicht angehoben. Auch für U. rabenhorstiana zeigte
sich eine Steigerung der Produktivität durch die Zugabe des Enzyms. Somit sind
beide Hefen bei der Verunreinigung des Mediums durch zusätzliche Ionen im
Vorteil gegenüber A. terreus bei der Itaconsäureproduktion.

4.1.5 Synthetisches Weizenkaffhydrolysat

Weizenkaff ist ein nachwachsender Rohstoff der 2. Generation und fällt in größeren
Mengen an, die aktuell nicht genutzt werden und auf dem Feld verbleiben. Für
den theoretischen Vergleich der Itaconsäureproduktion auf Weizenkaffhydrolysat
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wurde zunächst ein synthetisches Hydrolysat als Kohlenstoffquelle eingesetzt.
Dabei wurden die Monosaccharide in dem Verhältnis miteinander gemischt, welche
mittels NREL-Aufschluss von Weizenkaff von Anders (2014) ermittelt wurden.
Die Gesamtkonzentration der Zucker in Summe betrug 100 g/L und das Substrat
bestand aus 37 g/L Glucose, 33 g/L Xylose, 25 g/L Arabinose, 7,5 g/L Galactose
und 2,5 g/L Rhamnose (Anders, 2014). Zudem wurde die Itaconsäureproduktion
auf synthetischem Weizenkaffhydrolysat jeweils mit einer Kultivierung auf Glucose
verglichen. Alle Kultivierungen wurden in Schüttelkolben durchgeführt.

4.1.5.1 Synthetisches Weizenkaffhydrolysat - U. maydis

Die Verwertbarkeit des synthetischen Weizenkaffhydrolysats wurde in Schüttelkol-
ben bei 30 °C mit U. maydis getestet. Der Zuckerverbrauch sowie die Produktion
von Itaconsäure ist in Abbildung 4.16 dargestellt. Die Hefe nutzte bis zum ersten
Tag nur Glucose, darauf folgte der Verbrauch von Glucose, Galactose und Xylose
zeitgleich. Die Bildung von Itaconsäure begann nach ca. 1,8 Tagen Kultivierung.
Glucose und Galactose waren an Tag 3 der Kultivierung aufgebraucht, anschlie-
ßend wurde neben Xylose auch Arabinose verstoffwechselt, Rhamnose wurde nicht
verbraucht. Die Itaconsäurekonzentration stieg kontinuierlich auf 6,7 g/L innerhalb
von 7 Tagen an, was einer Produktivität von 0,04 g/(L·h) entsprach. Die Ausbeute
betrug 0,07 (w/w). Neben Itaconsäure wurden 8 g/L Äpfelsäure, 5 g/L Bernstein-
säure und intrazelluläre Lipide gebildet. Im Vergleich dazu konnten parallel mit
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Abbildung 4.16 – Kultivierung von U. maydis in Schüttelkolben mit synthetischem
Weizenkaffhydrolysat bei 30 °C und 120 rpm. A- Vergleich von Itaconsäurekonzentra-
tion und Konzentration der Zucker der Kultivierungen auf syn. Weizenkaffhydrolysat
und Glucose. B- Konzentrationsverläufe der einzelnen Monosaccharide in syn. Wei-
zenkaffhydrolysat während der Kultivierung.
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der gleichen Konzentration Glucose innerhalb von 4 Tagen 23,5 g/L Itaconsäure
gebildet werden, wobei die Produktivität 0,24 g/(L·h) und die Ausbeute 0,25 (w/w)
betrug. Auch auf Glucose wurden 9 g/L Äpfelsäure gebildet und die Anreicherung
von Lipiden in der Zelle mittels mikroskopischer Aufnahmen bestätigt. Insgesamt
wurde mit dem synthetischen Weizenkaffhydrolysat im Vergleich zu Glucose etwa
ein Drittel des Endtiters erreicht.

Im Vergleich zu der Nutzung der einzelnen Monosaccharide (Kapitel 4.1.2.1,
S. 50) zeigte sich, dass alle Monosaccharide mit Ausnahme von Rhamnose für
die Bildung von Itaconsäure genutzt werden konnten. Somit wurde deutlich, dass
ein Co-Substrat wie Glucose für die Verwertung alternativer Monosaccharide
nötig ist. Der bevorzugte Verbrauch von Glucose zu Beginn der Kultivierung ist
vermutlich auf die Nutzung von Glucose und Fructose, in Form von Saccharose, in
der Vorkultur zurückzuführen. Daraufhin schloss sich wahrscheinlich eine Phase
an, in der sich der Metabolismus der Hefe an die Nutzung weiterer Zucker anpasste.
Deutlich wird dies, da die verschiedenen Zucker unterschiedlich präferiert wurden.
Bevorzugt wurde Glucose abgebaut, gefolgt von Xylose und Galactose. Arabinose
wurde erst genutzt, nachdem es zu einer Limitierung von Glucose kam. Auch
Klement et al. (2012) beschreibt den bevorzugten Verbrauch von Glucose bei
der Verwendung von Glucose-Xylose-Mischungen als Substrat. Glucose wurde in
Tests von Klement et al. (2012) deutlich schneller abgebaut als Xylose und mit
zunehmendem Anteil der Xylose im Medium sank die Itaconsäurekonzentration.
Insgesamt betrachtet zeigte die Kultivierung von U. maydis auf synthetischem
Weizenkaffhydrolysat, dass die Hefe die theoretisch enthaltenen Zucker verstoff-
wechseln kann, jedoch im Vergleich zu Glucose mit realen Hydrolysaten eine
deutlich reduzierte Produktivität, Ausbeute und Endkonzentration zu erwarten
ist.

4.1.5.2 Synthetisches Weizenkaffhydrolysat - U. rabenhorstiana

Synthetisches Weizenkaffhydrolysat wurde ebenfalls mit U. rabenhorstiana im
Schüttelkolben bei 30 °C und 120 rpm als Substrat im Vergleich zu Glucose
parallel getestet (Abbildung 4.17). Nach etwa einem Tag startete die Itaconsäu-
reproduktion, wobei in diesem Zeitraum hauptsächlich Glucose genutzt wurde.
Ab Tag 2 wurden Glucose, Xylose, Arabinose und Galactose parallel von der
Hefe genutzt und die Itaconsäurekonzentration stieg kontinuierlich auf 15,9 g/L
innerhalb von 6,8 Tagen an. Zeitgleich setzte eine Limitierung von Glucose und
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Abbildung 4.17 – Kultivierung von U. rabenhorstiana in Schüttelkolben mit
synthetischem Weizenkaffhydrolysat bei 30 °C und 120 rpm. A- Vergleich von
Itaconsäurekonzentration und Konzentration der Zucker der Kultivierungen auf
syn. Weizenkaffhydrolysat und Glucose. B- Konzentrationsverläufe der einzelnen
Monosaccharide in syn. Weizenkaffhydrolysat während der Kultivierung.

Galactose ein und die Produktivität sank. Arabinose und Xylose wurden innerhalb
von 10 Tagen vollständig verstoffwechselt und die Itaconsäure stieg auf 18,2 g/L an.
Rhamnose konnte vom Organismus nicht genutzt werden. Somit wurde eine Aus-
beute von 0,18 (w/w) mit einer Produktivität von 0,08 g/(L·h) mit synthetischem
Weizenkaffhydrolysat erzielt. Neben Itaconsäure wurden intrazelluläre Lipide als
Nebenprodukt nachgewiesen und die Bildung von 0,2 g/L Fumarsäure und 1,5 g/L
Äpfelsäure. Die Kultivierung mit Glucose zeigte eine ähnliche Endkonzentration
von 19,5 g/L Itaconsäure, eine Ausbeute von 0,17 (w/w) und eine Produktivität
von 0,08 g/(L·h).

Die Nutzung aller Monosaccharide aus dem synthetischen Hydrolysat außer
Rhamnose entsprach den Erwartungen und bestätigte die Tests auf Verwertbarkeit
der einzelnen Monosaccharide (s. Kapitel 4.1.2.2, S. 52). Jedoch war anhand der
unterschiedlichen Produktivitäten mit den einzelnen Zuckern nicht abzusehen, dass
mit dem synthetischen Weizenkaffhydrolysat 93 % des Endtiters erzielt werden
konnten wie mit Glucose. Dabei wurde deutlich, dass die Zucker effektiver zur
Itaconsäureproduktion genutzt werden können, wenn Glucose als Co-Substrat
im Medium vorliegt. Jedoch war auch auffällig, dass die Nebenproduktrate der
organischen Säuren von 4 % mit Glucose auf 6,3 % anstieg, wobei der Anteil von
Malat am stärksten zunahm. Die anfängliche ausschließliche Nutzung von Glucose
im synthetischen Hydrolysat ist auf die Vorkultur mit Saccharose zurückzuführen,
da Saccharose aus den Monomeren Glucose und Fructose besteht. Nach dem
bevorzugten Glucoseabbau wurden alle Zucker gleichermaßen abgebaut. Dieses
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Ergebnis macht deutlich, dass U. rabenhorstiana effektiv für die Anwendung
von Weizenkaffhydrolysat als alternative Zucker aus nachwachsenden Rohstoffen
eingesetzt werden kann und ohne Produktivitätsabnahme im Vergleich zu Glucose
alle Zucker gleichzeitig nutzen kann.

4.1.5.3 Synthetisches Weizenkaffhydrolysat - A. terreus

Die Kultivierung von A. terreus erfolgte bei 33 °C und 120 rpm in parallelen
Schüttelkolben und ist in Abbildung 4.18 dargestellt. Nach einem Tag keimten die
Sporen aus, es wurde Itaconsäure produziert und es bildeten sich lockere Pellets,
die denen auf reiner Glucose glichen (s. Abbildung 4.19 S. 77). Aus Abbildung 4.18-
B geht hervor, dass in den ersten zwei Tagen hauptsächlich Glucose und etwa
1,7 g/L Xylose verbraucht wurde. Daraufhin schloss sich eine Phase an, in der
Glucose, Xylose, Galactose und Arabinose parallel zur Itaconsäurebildung und
zum Wachstum genutzt wurden. Nach drei Tagen war Glucose, nach 5 Tagen
Galactose und nach 7 Tagen Xylose verbraucht. Gleichzeitig mit der Erschöpfung
der Xylose stagnierte die Produktion von Itaconsäure, obwohl Arabinose weiter
verbraucht wurde. Insgesamt wurden somit nach 7 Tagen 51,5 g/L Itaconsäure mit
einer Ausbeute von 0,59 (w/w) und einer Produktivität von 0,31 g/(L·h) gebildet.
Rhamnose wurde als Kohlenstoffquelle nicht genutzt. Mit reiner Glucose wurde ein
leicht erhöhter Titer von 58,9 g/L Itaconsäure mit einer Ausbeute von 0,63 (w/w)
und einer ähnlichen Produktivität von 0,3 g/(L·h) nach 9 Tagen erzielt.
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Abbildung 4.18 – Kultivierung von A. terreus in Schüttelkolben mit synthetischem
Weizenkaffhydrolysat bei 33 °C und 120 rpm. A- Vergleich von Itaconsäurekonzentra-
tion und Konzentration der Zucker der Kultivierungen auf syn. Weizenkaffhydrolysat
und Glucose. B- Konzentrationsverläufe der einzelnen Monosaccharide in syn. Wei-
zenkaffhydrolysat während der Kultivierung.
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Auffällig war, dass Galactose für die Itaconsäurebildung genutzt werden konn-
te. Dies war als alleinige Kohlenstoffquelle nicht möglich (vgl. Kapitel 4.1.2.3,
S. 55). Jedoch bestätigt dieses Ergebnis auch die Annahme, dass für die Nutzung
von Galactose ein Co-Substrat wie Glucose benötigt wird. Die Stagnation der
Itaconsäurebildung nach 7 Tagen zeigte, dass Arabinose als alleiniger Zucker nur
noch für den Erhaltungsstoffwechsel und nicht mehr für die Itaconsäureproduk-
tion genutzt werden konnte, sodass Itaconsäure nicht wieder abgebaut wurde.
Die Kultivierung von A. terreus auf synthetischen Holzhydrolysaten wurde von
Kobayashi (1978) beschrieben. Dabei zeigte sich ein gleiches Ergebnis, wie bei
dem Vergleich von synthetischem Weizenkaffhydrolysat und Glucose in dieser
Arbeit. Kobayashi (1978) erzielte dabei 90–94 % der Itaconsäurekonzentration
wie auf Glucose, obwohl mit den einzelnen Monosacchariden deutlich niedrigere
Titer erzielt wurden. Somit zeigt diese Arbeit in Übereinstimmung mit Kobayashi
(1978), dass A. terreus in der Lage ist, unterschiedliche Monosaccharide parallel
für die Itaconsäureproduktion zu nutzen und während der Kultivierung zwischen
den einzelnen Monosacchariden zu wechseln, ohne dass es zu Produktivitätsein-
bußen kommt. Darüber hinaus wurden mit der Mischung an unterschiedlichen
Monosacchariden, basierend auf Weizenkaff, eine ähnliche Morphologie, Titer,
Produktivitäten und Ausbeuten wie auf Glucose erzielt.

Für A. terreus wurden weitere synthetische Hydrolysate getestet, basierend
auf deren Monosaccharidzusammensetzung (Anhang B.1, S. 161), weil dieser
Mikroorganismus die besten Ergebnisse auf synthetischem Weizenkaffhydrolysat
zeigte. Dabei wurde die Kultivierung mit Glucose mit dem bereits getesteten

Tabelle 4.4 – Vergleich der Kultivierung von A. terreus auf synthetischen Hy-
drolysaten in Schüttelkolben bei 33 °C und 120 rpm mit der Kultivierung auf
reiner Glucose. Die Gesamtkonzentration der Monosaccharide betrug 100 g/L zu Be-
ginn der Kultivierung. Die Monosaccharidzusammensetzungen sind im Anhang B.1
(S. 161) aufgelistet.

Substrat Titer Produktivität Ausbeute
[g/L] [g/(L·h)] [w/wGesamtzucker]

Glucose 58,9 0,28 0,59
Syn. Weizenkaffhydrolysat 51,2 0,24 0,55
Syn. Fichtenholzhydrolysat 51,6 0,22 0,56
Syn. Pappelholzhydrolysat 39,6 0,17 0,42
Syn. Orangenschalenhydrolysat 32,4 0,13 0,33
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Abbildung 4.19 – Morphologie von A. terreus nach 3 Tagen Kultivierung bei
33 °C und 120 rpm in Schüttelkolben auf A - Glucose, B - synthetischem Wei-
zenkaffhydrolysat, C - synthetischem Pappelholzhydrolysat, D - synthetischem
Fichtenholzhydrolysat und E - synthetischem Orangenschalenhydrolysat, 200-fach
vergrößert.

Weizenkaffhydrolysat sowie Orangenschalenhydrolysat, Pappelholzhydrolysat und
Fichtenholzhydrolysat verglichen (s. Tabelle 4.4). Neben synthetischem Weizen-
kaffhydrolysat konnte mit synthetischem Fichtenholzhydrolysat eine vergleichbare
Endkonzentration von 51,6 g/L im Vergleich zu Glucose und Weizenkaffhydroly-
sat erzielt werden. Auch die Ausbeute mit 0,56 (w/w) und einer Produktivität
von 0,22 g/(L·h) waren ähnlich. Geringere Endtiter mit 39,6 g/L und 32,4 g/L
wurden mit synthetischem Pappelholzhydrolysat und Orangenschalenhydrolysat
erzielt. Zurückzuführen waren die abweichenden Konzentrationen im Vergleich
zu Glucose auf die Morphologie. Im Vergleich zu Glucose bildeten sich mit dem
synthetischen Pappelholzhydrolysat deutlich kleinere unregelmäßig ausgefranste
Pellets (Abbildung 4.19-4), mit synthetischem Orangenschalenhydrolysat zeigte
sich ein weitverzweigtes und lockeres Mycel (Abbildung 4.19-5). Darüber hinaus
verfärbte sich das Medium nach drei Tagen mit dem Orangenschalenhydroly-
sat hellrot, wobei alle anderen Hydrolysate einen hellgelben Farbton, wie bei
der Kultivierung mit Glucose, behielten. Zurückzuführen ist die unterschiedliche
Morphologie vermutlich auf die differierenden Monosaccharidverhältnisse in den
einzelnen synthetischen Hydrolysaten. Bereits der Vergleich der unterschiedlichen
Monosaccharide als Kohlenstoffquelle wies grundverschiedene Morphologien auf
(Kapitel 4.1.2.3, S. 55).

Zusammenfassend lässt sich somit sagen, dass A. terreus sehr gut geeignet ist
Itaconsäure von unterschiedlichen nachwachsenden Zuckern zu produzieren. Neben
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dem in dieser Arbeit näher untersuchten Hydrolysat auf Basis von Weizenkaff
sollten zukünftig auch Hydrolysate auf Basis von Nadelhölzern getestet werden,
da sich das synthetische Fichtenholzhydrolysat als vielversprechend hervortat.

4.1.5.4 Synthetisches Weizenkaffhydrolysat - Vergleich

Die Kultivierung mit synthetischem Weizenkaffhydrolysat zeigte, dass sich die
drei gewählten Mikroorganismen im Hinblick auf die Nutzung alternativer Zucker
deutlich voneinander unterscheiden (s. Tabelle 4.5). Im Vergleich zur Referenz
mit reiner Glucose wurden mit U. maydis mit dem synthetischen Hydrolysat
nur 29 % der Endkonzentration erzielt, die im gleichen System mit Glucose mög-
lich war. Bei der Nutzung der unterschiedlichen Zucker wurde deutlich, dass die
Konzentrationen der Nebenprodukte (Malat und Succinat) höher waren als die
Itaconsäurekonzentration. Im Gegensatz dazu wurden mit U. rabenhorstiana 93 %
der Itaconsäureendkonzentration auf Glucose erzielt. Jedoch zeigte sich auch hier,
dass die Konzentrationen der organischen Säuren als Nebenprodukte anstiegen.
Auch mit A. terreus konnte ein vergleichbares Ergebnis wie mit U. rabenhors-
tiana erzielt werden, 87 % des Titers der Referenz mit reiner Glucose wurden
erzielt. Somit lag der Vorteil bei der Verwertung von synthetischem Hydrolysat
bei U. rabenhorstiana und A. terreus. Dagegen unterschieden sich der Endtiter,
die Ausbeute und Produktivität von Itaconsäure deutlich voneinander. Die End-
konzentration von 51,5 g/L mit A. terreus ist fast dreimal so hoch wie die erzielte
Itaconsäurekonzentration von U. rabenhorstiana. Die Ausbeute war sogar 3,5-fach

Tabelle 4.5 – Vergleich der Kultivierung von A. terreus, U. maydis und U. raben-
horstiana auf synthetischem Weizenkaffhydrolysat in Schüttelkolben bei 33 °C bzw.
30 °C und 120 rpm.

A. terreus U. maydis U. rabenhorstiana

Endtiter [g/L] 51,5 6,7 18,3
Ausbeute [w/w] 0,59 0,07 0,17
Produktivität [g/(L·h)] 0,31 0,04 0,08

Prozentualer
Anteil im Ver-
gleich zu einer
Kultivierung
mit Glucose

[%] 87 29 93
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so hoch und die Produktivität fast vierfach. Da U. rabenhorstiana neben weiteren
organischen Säuren auch Lipide bildete und einlagerte, ist die geringe Ausbeute
und Endkonzentration darauf zurückzuführen. Insgesamt betrachtet sollten jedoch
weitere Kohlenstoffquellen und Hydrolysate für die Itaconsäureproduktion getestet
werden, da diese Hefe ein vergleichsweise großes Potenzial aufwies.

4.1.6 Auswahl eines Mikroorganismus zur Kultivierung
auf Weizenkaffhydrolysat

Ziel der vergleichenden Kultivierungen war es, die Vor- und Nachteile des je-
weiligen itaconsäurebildenden Organismus herauszuarbeiten, mit Bezug auf die
anschließende Kultivierung auf Weizenkaffhydrolysat. Die Ergebnisse sind in Tabel-
le 4.6 für die einzelnen Kriterien für A. terreus, U. maydis und U. rabenhorstiana
zusammenfassend dargestellt. Es zeigte sich, dass A. terreus und U. rabenhors-
tiana im Vergleich zu U. maydis deutlich mehr Monosaccharide zum Wachstum
und zur Itaconsäurebildung nutzen konnten. Jedoch waren beide Hefen deutlich
robuster gegenüber dem Einfluss von schwachen Säuren, die durch die gewählte
Vorbehandlungsmethode der Biomasse entstehen können. Zurückzuführen war
dieser Effekt auf den herrschenden pH-Wert während der Kultivierung. Bei der
Kultivierung von A. terreus lag ein pH-Wert < pH 3,1 vor, sodass die schwachen
Säuren hauptsächlich in der undissoziierten Form vorlagen, welche in die Zelle
diffundieren können und diese auf unterschiedliche Art beeinflussen. Im Gegensatz
dazu wurde das Wachstum der Hefen durch den Zusatz von geringen Konzen-
trationen der Furanderivate inhibiert. Mit A. terreus konnte noch eine geringe
Itaconsäureproduktion trotz inhibierender Furanderivate festgestellt werden.

Aus der Literatur ist bereits bekannt, dass Verunreinigungen im Medium
durch unterschiedliche Ionen im Medium das Wachstum von A. terreus und
die Itaconsäureproduktion sehr stark beeinflussen (Lockwood and Reeves, 1946;
Batti and Schweiger, 1963; Gyamerah, 1995a; Welter, 2000; Kuenz et al., 2012;
Karaffa et al., 2015). Dieses empfindliche Verhalten gegenüber Ionen aus der
Enzymmischung konnte bestätigt werden, der Zusatz der Enzymmischung führte
in höheren Konzentrationsbereichen sogar zur Wachstumsinhibition. Vergleichend
dazu waren beide Hefen deutlich robuster, die Produktivität der Itaconsäure
nahm sogar zu. Die Zunahme der Produktivität lässt darauf schließen, dass die
Zusammensetzung des Tabuchi-Mediums nicht optimal war und die Hefen positiv
durch die zugesetzten Ionen der Enzymmischung beeinflusst wurden.
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Tabelle 4.6 – Vor- und Nachteile der itaconsäureproduzierenden Mikroorganismen
A. terreus, U. maydis und U. rabenhorstiana auf der Basis der durchgeführten
Versuche zur Nutzung von Weizenkaffhydrolysat als Substrat.
+ Vorteil, ∼ neutral, - Nachteil.

A. terreus U. maydis U. rabenhorstiana

Nutzung + ∼ +
Monosaccharide

Einfluss
Nebenprodukte
schwache Säuren - + +
Furanderivate ∼ - -

Verunreinigungen
durch Ionen

- + +

synthetisches
Hydrolysat
Endkonzentration + - ∼
Ausbeute + - ∼
Produktivität + - ∼

Der größte Unterschied zwischen den Hefen und dem filamentösen Pilz zeigte
sich bei der Kultivierung mit synthetischem Weizenkaffhydrolysat. Mit A. ter-
reus konnte eine dreimal so hohe Itaconsäurekonzentration mit einer deutlich
höheren Produktivität und Ausbeute erzielt werden als mit U. rabenhorstiana.
Wobei U. rabenhorstiana die höheren Ergebnisse für Ausbeute, Produktivität
und Endkonzentration lieferte als U. maydis. Zurückzuführen sind die geringeren
Endkonzentrationen und Ausbeuten der beiden Hefen vermutlich auf die Bildung
und Einlagerung von Lipiden während der Kultivierung (Haskins et al., 1955). Im
Gegensatz dazu lag die Bildung aller Nebenprodukte bei A. terreus unter 3 %.

Somit liegen die Vorteile in erzielter Endkonzentration, Produktivität und
Ausbeute deutlich aufseiten des filamentösen Pilzes. Bei der Inhibierung durch die
möglicherweise entstehenden Nebenprodukte in der Vorbehandlung zeigten alle
drei Mikroorganismen Schwächen. Die entstehenden Zuckerabbauprodukte können
jedoch durch die Wahl einer geeigneten Vorbehandlungsmethode für das Weizen-
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kaff eingegrenzt werden. Aus diesen Gründen wurde A. terreus für die weiteren
Untersuchungen ausgewählt und es muss eine geeignete Vorbehandlungsmethode
gewählt werden, bei der möglichst geringe Konzentrationen an inhibierenden
Nebenprodukten entstehen.

4.2 Itaconsäureproduktion mit A. terreus auf
Weizenkaffhydrolysat

Für die Nutzung von Weizenkaff als Substrat für die Itaconsäureproduktion mit
A. terreus muss auf Basis der Ergebnisse aus Kapitel 4.1 (S. 46) eine Vorbe-
handlungsmethode gewählt werden, bei der möglichst geringe Konzentrationen an
Nebenprodukten von Zuckern und Lignin entstehen und zusätzlich die kompakte
Struktur der Lignocellulose auflösen. Dabei sollte die anschließende enzymatische
Hydrolyse effektiv sein und hohe Zuckerausbeuten bzw. -konzentrationen erzielen,
die für die folgende Itaconsäurebildung mit A. terreus genutzt werden können.
Dazu wurde in dieser Arbeit eine alkalische Vorbehandlung schrittweise untersucht
und ein Verfahren entwickelt, Weizenkaff als Substrat für die Itaconsäureproduk-
tion nutzbar zu machen.

4.2.1 Charakterisierung des Weizenkaffs

Das verwendete Weizenkaff der Erntejahre 2014 und 2015 enthielt, neben dem Kaff,
Anteile von Halmen, Blättern und Ähren (s. Abbildung 4.20-A, S. 83). Um eine
quantitative Aussage über die Anteile der Zuckermonomere im Reststoff tätigen
zu können, wurde dieser mechanisch auf eine Partikelgröße ≤ 1 mm zerkleinert
und ein zweistufiger Säureaufschluss nach Sluiter et al. (2008) durchgeführt. Die
Zusammensetzung der Weizenkaffs ist in Tabelle 4.7 im Vergleich mit Duguid et al.
(2007) und Anders (2014) aufgeführt. Die Hauptbestandteile des Weizenkaffs von
2014 und 2015 waren Xylose und Glucose sowie Lignin. Des Weiteren wurden
geringe Mengen Arabinose, Galactose und Rhamnose nachgewiesen. Insgesamt
betrachtet ist somit eine maximale Zuckerausbeute von 0,61 g Zucker pro Gramm
Weizenkaff im Mittel möglich. Die Zuckeranteile beider Erntejahre zeigten nur
sehr geringe Abweichungen voneinander, wobei der Xyloseanteil mit ± 0,04 g/g
am stärksten betroffen war. Anders (2014) beschreibt mit 0,57 g/g eine ähnliche
Zuckerausbeute für reines Weizenkaff, welches nur aus Weizenspelzen bestand und
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Tabelle 4.7 – Ermittelte Zusammensetzung von Weizenkaff durch eine zweistufige
Säurehydrolyse nach Sluiter et al. (2008) im Vergleich zur Literatur in g/g. * Er-
mittelte Konzentrationen von Glucan und Xylan in Weizenkaff von Duguid et al.
(2007).

diese Arbeit Anders (2014) Duguid et al. (2007)

Glucose 0,37 ± 0,02 0,23 0,32*
Xylose 0,19 ± 0,04 0,18 0,24*
Arabinose 0,03 ± 0,01 0,12
Galactose 0,01 ± 0,01 0,03
Rhamnose 0,01 ± 0,01 0,01
Lignin 0,23 ± 0,02 0,24 0,18
Asche 0,07 ± 0,01 0,08 0,12
Wasser 0,09 ± 0,05 0,11 0,14

keine weiteren Pflanzenteile enthält. Im Vergleich zu den Zuckerkonzentrationen
dieser Arbeit ist bei Anders (2014) der Glucoseanteil um ca. 60 % reduziert und
der Arabinoseanteil um das 2,5-fache erhöht. Auch Duguid et al. (2007) wies einen
Zuckeranteil von 56 % für reines Weizenkaff nach.

Die Begründung für die geringen Schwankungen in den einzelnen Zuckeran-
teilen für Weizen und andere Biomasse sind vielfältig. Neben Variationen in der
Weizensorte können auch der Anbauort und die damit verbundenen abweichenden
Bodentypen und klimatischen Bedingungen Einfluss auf die Zusammensetzung
haben (Jackson, 1977; Larsen et al., 2012; Collins et al., 2014). Auch die Ernte
selbst und die Lagerung der Biomasse können sich laut Liu et al. (2010) auf den
Zuckeranteil und die Zuckerzusammensetzung auswirken. Zudem weisen die einzel-
nen Bestandteile der Weizenpflanze unterschiedliche Zuckerzusammensetzungen
auf (Harper and Lynch, 1981; Duguid et al., 2007; Motte et al., 2014). Da das
in dieser Arbeit verwendete Weizenkaff geringe Anteile an Halmen, Blättern und
Ähren aufwies, ist die Abweichung in Zuckerzusammensetzung und Ausbeute nicht
nur auf die Kultivierungsbedingungen des Weizens zurückzuführen, sondern auch
auf die Erntemaschine. Die maximale Zuckerausbeute von Weizenkaff schwankt in
der Literatur ebenfalls zwischen 50 und 60 % (Duguid et al., 2007; Anders, 2014;
Motte et al., 2014). Somit liegt das verwendete Weizenkaff dieser Arbeit mit einer
maximalen Zuckerausbeute von 61 % im oberen beschriebenen Bereich und ist
deshalb als Substrat für eine Biokonversion sehr gut geeignet.
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4.2.2 Alkalische Vorbehandlung des Weizenkaffs

Eine optimale Vorbehandlung hat das Ziel, die komplexe Struktur der Lignocel-
lulose aufzubrechen, damit die anschließende enzymatische Hydrolyse effizienter
abläuft. Zusätzlich sollte die Bildung von Zuckerabbauprodukten vermieden wer-
den, sodass die Enzyme und vor allem die Mikroorganismen nicht inhibiert werden
(Agbor et al., 2011). Gerade im Hinblick auf die Bildung von Zuckerabbaupro-
dukten wurde in der Literatur nach einer Methode gesucht, die nur eine sehr
geringe Bildung von Abbauprodukten aufweist, da A. terreus sehr sensitiv auf
diese reagierte (s. Kapitel 4.1.3.3, S. 61). Eine alkalische Vorbehandlung erfüllt
dieses Kriterium (Alvira et al., 2010; Menon and Rao, 2012; Kim et al., 2016).
Zusätzlich wird dieser Prozess für Weizenkaff bei Raumtemperatur mit niedri-
gen Natriumhydroxidkonzentrationen von Duguid et al. (2007) als sehr effektiv
beschrieben. Aus diesen Gründen wurden 10 % (w/w) des zerkleinerten Weizen-
kaffs (s. Abbildung 4.20-B) mit einer 0,25 M NaOH-Lösung versetzt und bei
Raumtemperatur drei Tage geschüttelt.

Nach drei Tagen zeigte sich eine dunkelbraun verfärbte, viskose Mischung aus
Weizenkaffpartikeln und NaOH-Lösung. Die Fraktionen wurden durch ein Sieb
voneinander getrennt. Das vorbehandelte Weizenkaff war gelb-bräunlich verfärbt

Abbildung 4.20 – Aussehen des verwendeten Weizenkaffs in den unterschiedli-
chen Schritten der Vorbehandlung. A - unbehandeltes Weizenkaff, B - mechanisch
zerkleinertes Weizenkaff, C - Weizenkaff nach der alkalischen Vorbehandlung, D
- vorbehandeltes und gewaschenes Weizenkaff, E - getrocknetes Weizenkaff nach
allen Vorbehandlungsschritten.
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Abbildung 4.21 – A - Überstand der alkalischen Vorbehandlung von Weizenkaff
nach drei Tagen mit 0,25 M NaOH bei Raumtemperatur, B bis E - Überstände der
durchgeführten Waschschritte.

(s. Abbildung 4.20-C) und die erhaltene Lösung dunkelbraun (s. Abbildung 4.21-
A). Eine Analyse der Lösung mittels HPLC zeigte, dass keine Monosaccharide
enthalten waren, jedoch 4,9 g/L Acetat. Auf Basis der Inhibierungsversuche wurde
bereits festgestellt, dass Acetatkonzentrationen ≥ 1 g/L inhibierend für A. terreus
sind (s. Kapitel 4.1.3.3, S. 61). Um anhaftendes Acetat, NaOH-Lösung und die
bräunliche Verfärbung zu entfernen, wurde das vorbehandelte Weizenkaff mit
Reinstwasser gewaschen. Die Verfärbungen der Waschlösung wurde immer geringer,
bis nach vier Waschritten keine Verfärbung mehr festgestellt werden konnte. Die
Verfärbung der Überstände der einzelnen Waschschritte sind in Abbildung 4.20
dargestellt. Zudem wurde bereits nach dem zweiten Waschschritt kein Acetat mehr
im Überstand detektiert. Das vorbehandelte und gewaschene Weizenkaff wurde
getrocknet und unterschied sich nicht in Aussehen oder Farbe vom ursprünglich
eingesetzten zerkleinerten Weizenkaff (s. Abbildung 4.20-E).

Generell betrachtet spaltet eine alkalische Vorbehandlung die Bindungen zwi-
schen Lignin und Hemicellulose oder Lignin und Cellulose (Spencer and Akin,
1980). Dabei können Lignin, Hemicellulose, Silica, Uronsäure und Essigsäureester
aus der Lignocellulose herausgelöst werden und die Cellulose quillt auf (Sun et al.,
1995). Die braune Farbe der NaOH-Lösung ist auf das herausgelöste Lignin aus
dem Weizenkaff zurückzuführen (Beckmann et al., 1921) und der Nachweis von
Acetat auf das Lösen von Acetylgruppen der Hemicellulose (Galbe and Zacchi,
2002). Das Herauslösen dieser Substanzen weist daraufhin, dass die komplexe
Struktur des Weizenkaffs verringert wurde. Zudem wurden keine Monosacchari-
de aus dem Weizenkaff herausgelöst, auch Duguid et al. (2007) beschreibt nur
sehr geringe Zuckerverluste von etwa 3 % bei der Verwendung von milden alka-
lischen Bedingungen in der Vorbehandlung von Weizenstroh. Jedoch wurde ein
Gewichtsverlust von ca. 10 % der ursprünglichen eingesetzten Masse an Weizen-
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kaff nachgewiesen. Um die genaue Zusammensetzung des vorbehandelten und
gewaschenen Weizenkaffs festzustellen und das Herauslösen von Lignin nachzu-
weisen, wurde erneut eine zweistufige Säurehydrolyse nach Sluiter et al. (2008)
durchgeführt. Es zeigte sich, dass der Glucoseanteil von 0,37 g/g (vgl. Kapitel 4.2,
S. 81) auf 0,48 g/g und der Xyloseanteil von 0,19 g/g auf 0,22 g/g angestiegen
war. Dagegen war der Ligninanteil von 0,22 g/g auf 0,11 g/g gefallen. Somit
bestätigte sich die Vermutung, dass Lignin aus dem Weizenkaff gelöst und sich in
der NaOH-Lösung befand. Auch der Gewichtsverlust kann durch das Herauslösen
des Lignins begründet werden (Beckmann et al., 1921). Durch die Abnahme
des Ligninanteils kam es zur Zunahme des Zuckeranteils in 1 g vorbehandelten
Weizenkaffs von 61 % auf 70 %. Zusammenfassend bietet somit die alkalische
Vorbehandlung bei Raumtemperatur eine gute Möglichkeit, die komplexe Struktur
des Weizenkaffs aufzubrechen und es fiel nur Acetat als Zuckerabbauprodukt
an. Dieses konnte nachweislich durch Waschschritte entfernt werden, um das
Wachstum von A. terreus in einer nachfolgenden Kultivierung nicht zu inhibieren.

4.2.3 Simultane Verzuckerung und Fermentation mit al-
kalisch vorbehandeltem Weizenkaff

Das alkalisch vorbehandelte Weizenkaff (s. Kapitel 4.2.2, S. 83) wurde für eine
Simultane Verzuckerung und Fermentation mit der Enzymmischung Biogazyme 2x
und A. terreus eingesetzt. Dabei wurde der Versuch im Schüttelkolben unter
optimalen Bedingungen für den Mikroorganismus durchgeführt. Die Temperatur
betrug 33 °C und der Start-pH-Wert lag bei pH 3,1. Es wurden 10 % (w/v)
vorbehandeltes Weizenkaff und 10 FPU/gBiomasse Biogazyme 2x (=̂ 4,6 g/L)
eingesetzt. Die Zucker- und Itaconsäurekonzentration während des SSFs sind in
Abbildung 4.22-A dargestellt.

Innerhalb eines Tages wurden Glucose, Xylose und Arabinose mit einer Ge-
samtkonzentration von 30,4 g/L gebildet. A. terreus keimte nach etwa einem Tag
aus und begann die gebildeten Monosaccharide kontinuierlich zu verstoffwechseln.
Dabei wurde Glucose bevorzugt vor Xylose und Arabinose genutzt. Nach 4 Tagen
betrug die Itaconsäurekonzentration 2,3 g/L. Es konnten zu diesem Zeitpunkt
keine Monosaccharide mehr nachgewiesen werden. Ab Tag 5 sank die Itaconsäure-
konzentration wieder ab. Insgesamt fiel der pH-Wert der Kultivierung von pH 3,1
auf pH 1,6 an Tag 1 ab und stieg nach 5 Tagen wieder auf pH 2,2 an. A. terreus
wuchs in sehr großen Pellets, die Agglomerate mit den Weizenkaffpartikeln bildeten
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Abbildung 4.22 – A - Simultane Verzuckerung von 10 % (w/v) alkalisch vorbe-
handeltem Weizenkaff mit 10 FPU/gBiomasse Biogazyme 2x und Fermentation mit
A. terreus in 250 mL Schüttelkolben bei 33 °C, 120 rpm und Start-pH-Wert von
pH 3,1. B - Aufnahme des Schüttelkolbens nach 5 Tagen Kultivierung und C -
Mikroskopische Aufnahme bei 50-facher Vergrößerung.

(Abbildung 4.22-B und C). Auch konnte die Bildung von Sporen nachgewiesen
werden.

Ein SSF mit einer kommerziell erhältlichen Enzymmischung, wie Biogazyme 2x,
und A. terreus ist aus der Literatur nicht bekannt. Die Bildung von 2,5 g/L zeigt,
dass generell ein SSF für die Itaconsäureproduktion denkbar ist. Vermutlich lag
nach 5 Tagen eine Limitierung der Monosaccharide vor, da der Zuckerverbrauch
durch A. terreus die Reaktionsgeschwindigkeit der Enzyme und somit die Bereit-
stellung einer ausreichenden Konzentration an Monosacchariden überschritt. Um
die Konzentrationen der verfügbaren Zucker zu steigern, wurden folgende Ansätze
theoretisch überprüft:

• Erhöhung der Cellulaseaktivität - Der SSF lief unter optimalen Bedin-
gungen für den Mikroorganismus ab (33 °C, Start-pH 3,1). Das Optimum der
Cellulasen, welches nach Ghose (1987) bestimmt wurde, wich deutlich davon
ab und lag bei 50 °C und pH 4,8. Die Absenkung von pH-Wert und Tempera-
tur führte nachweislich zu einer Reduzierung der Cellulaseaktivität um 74 %.
Zusätzlich setzten die Salze des Mediums die Aktivität weiter herab. Somit
betrug die Cellulaseaktivität von Biogazyme 2x im Medium von A. terreus
bei einem Start-pH von pH 3,1 und einer Temperatur von 33 °C nur noch bei
22 % der unter optimalen Bedingungen erzielten Aktivität. Eine Erhöhung
der Kultivierungstemperatur auf max. 35 °C wäre möglich, jedoch sinkt ab
37 °C die Itaconsäureproduktivität und die Ausbeute von A. terreus wieder
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ab (Hevekerl, 2016). Auch der sehr niedrige Start-pH-Wert von pH 3,1 und
das weitere Absinken auf < pH 2 ist essenziell für die Itaconsäureproduktion
mit A. terreus. Larsen and Eimhjellen (1955) beschreiben, dass der Organis-
mus nur imstande ist Itaconsäure zu produzieren, wenn der Pilz bei niedrigen
pH-Werten gewachsen ist, um nötige Enzym-Systeme zu bilden. Hevekerl
et al. (2014b) bestätigt diese essentielle pH-Wert-Absenkung. Aus all diesen
Gründen war es nicht möglich, die Temperatur oder den pH-Wert deutlich
anzuheben, um die Cellulaseaktivitäten von Biogazyme 2x zu steigern.

• Erhöhung der Enzymkonzentration - Um die Gesamtaktivität der Cel-
lulase zu steigern, könnte die Enzymkonzentration erhöht werde. Aufgrund
von inhibierenden Substanzen in der Enzymformulierung wurde festgelegt,
dass ein Einsatz von > 10 FPU/gBiomasse Biogazyme 2x (> 4,6 g/L) keine
ausreichenden Itaconsäuretiter und Ausbeuten erzielt (s. Kapitel 4.1.4.3,
S. 70). Die einzige Möglichkeit wäre, die hauptsächlich inhibierenden Ionen
mittels Ionentauscher zu entfernen, sodass eine höhere Enzymkonzentration
eingesetzt werden könnte. Laut Lynd et al. (2002) liegen typische wirtschaft-
liche Cellulasekonzentrationen bei der Hydrolyse bei 10 FPU/gBiomasse. Die
Erhöhung der Cellulasekonzentration und der Einsatz von Ionentauschern
würde zu einer deutlichen Erhöhung der möglichen Kosten führen. Aus
diesem Grund wurde auch diese Möglichkeit als nicht zielführend eingestuft.

• Einsatz anderer kommerziell erhältlichen Enzymmischungen -
Auch der Einsatz von weiteren kommerziell erwerblichen Enzymmischungen,
wie Celluclast 1.5L oder CelliCtec2 von Novozymes (Dänemark), wurde in
Betracht gezogen. Nach Lan et al. (2013) liegt tendenziell aber der optimale
pH-Bereich für die Hydrolyse von Lignocellulose solcher Enzymmischungen
zwischen pH 5,2–6,2. Aktuell ist keine Enzymmischung (Cellulasen, Xyla-
nasen und β-Glycosidasen) bekannt, die eine ausreichende Aktivität bei
niedrigen Temperaturen im Bereich von 30–40 °C und einem pH-Bereich von
pH 1,6–2,2 aufweist. In Zukunft sollte daher ein Screening nach potenziellen
Cellulasen im niedrigen pH-Bereich durchgeführt werden, um einen SSF mit
A. terreus realisieren zu können.

Um die Itaconsäureproduktion von Weizenkaff in einem SSF zu steigern, ist
eine Erhöhung der Zuckerkonzentration nötig. Da aber weder der pH-Wert oder
die Temperatur deutlich erhöht, die Enzymkonzentration angehoben, noch eine
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andere Enzymmischung eingesetzt werden konnte, um eine gesteigerte Cellulase-
aktivität zu erzielen, wurde in dieser Arbeit das Konzept des SSF nicht weiter
betrachtet. Prinzipiell ist ein SSF mit A. terreus für die Itaconsäureproduktion
von Weizenkaff vorstellbar, wenn eine Mischung aus Cellulasen, Xylanasen und
β-Glycosidasen gefunden wird, die im pH-Bereich von pH 1,6–2,2 ausreichende
Aktivitäten aufweist.

4.2.4 Separate Hydrolyse und Fermentation mit alkalisch
vorbehandeltem Weizenkaff

Neben dem SSF wurde die Separate Hydrolyse des Weizenkaffs und die anschlie-
ßende Fermentation von A. terreus auf dem Hydrolysat untersucht (SHF). Dazu
wurden alle Teilschritte dieses Verfahrens untersucht und die abschließende Bio-
konversion im Bezug auf Itaconsäuretiter und Ausbeute optimiert.

4.2.4.1 Enzymatische Hydrolyse von Weizenkaff

Für die Nutzung von Weizenkaff als Substrat für die Produktion von Itaconsäure
mit A. terreus ist neben einer effizienten Vorbehandlung auch eine anschließende
enzymatische Hydrolyse nötig, damit die enthaltenen Polysaccharide als Monosac-
charide vorliegen und somit vom Pilz verstoffwechselt werden können. Dazu wurde
in dieser Arbeit die Enzymmischung Biogazyme 2x verwendet, deren Verwendung
bereits von Anders (2014) genauer untersucht wurde. Neben Exo- und Endogluca-
nasen enthält Biogazyme 2x auch β-Glycosidasen und ist aus diesem Grund ein
geeignetes Cellulasensystem zur Hydrolyse von Cellulose (Lynd et al., 2002). Des
Weiteren sind neben Cellulasen auch Xylanasen enthalten, sodass eine Hydroly-
se von Hemicellulose- und Cellulosefraktion des vorbehandelten Weizenkaffs zu
erwarten war.

Die Hydrolyse wurde in Schüttelkolben unter optimalen Bedingungen nach
Anders (2014) (pH 4,8 und 50 °C, ohne Zugabe von Puffer) mit einer Cellulaseakti-
vität von 10 FPU/gBiomasse Biogazyme 2x (=̂ 4,6 g/L) durchgeführt. Eine höhere
Enzymkonzentration war nicht möglich, da enthaltene Ionen in Biogazyme 2x die
anschließende Kultivierung von A. terreus negativ beeinflussten (s. Kapitel 4.1.4.3,
S. 70). Der Hydrolyseverlauf ist anhand der Zuckerkonzentrationen in Abbil-
dung 4.23 dargestellt. Bereits nach einem Tag der Hydrolyse konnten 18,2 g/L
Xylose, 17,3 g/L Glucose und 0,8 g/L Arabinose nachgewiesen werden. Die Xylose-
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Abbildung 4.23 – Enzymatische Hydrolyse von alkalisch vorbehandeltem Wei-
zenkaff im Schüttelkolben mit 10 FPU/gBiomasse Biogazyme 2x. Feststoffanteil
10 % (w/v), pH 4,8, 50 °C und 120 rpm.

und Arabinosekonzentration stiegen daraufhin nur noch langsam auf 20,4 g/L
und 1 g/L Arabinose nach 6,6 Tagen an. Dagegen nahm die Glucosekonzentration
konstant über 6,6 Tage zu und betrug abschließend 30,6 g/L. Die anfängliche
sehr starke Zunahme und anschließende Stagnation der Xylosekonzentration war
mit der um knapp 500-fachen Enzymaktivität der Xylanasen im Vergleich zu den
Cellulasen in Biogazyme 2x zu begründen (Anders, 2014). Auch kann Hemicel-
lulose deutlich einfacher hydrolysiert werden im Vergleich zu Cellulose, welche
aufgrund der teilweise kristallinen Struktur schwerer zugänglich ist (Wyman et al.,
2005). Somit wurde innerhalb des ersten Tages 83 % der theoretisch möglichen
Xylosekonzentration erzielt. Insgesamt wurde eine Zuckerkonzentration von 52 g/L
durch die Hydrolyse mit Biogazyme 2x von alkalisch vorbehandeltem Weizenkaff
erhalten, was einer Zuckerausbeute von 73 % entsprach. Es zeigte sich ein typi-
scher Sättigungsverlauf der Gesamtzuckerkonzentration bei einer enzymatischen
Hydrolyse von Biomasse, bedingt durch Enzymkinetik und Produkthemmung der
Enzyme (Philippidis et al., 1993; Mosier et al., 1999).

Die anfänglich eingesetzte Masse an vorbehandeltem Weizenkaff nahm augen-
scheinlich über die Hydrolysezeit ab, verflüssigte sich und das Hydrolysat wurde
milchig-graubraun (s. Abbildung 4.24-A). Dabei wurde die detektierte Glucose
hauptsächlich aus der Cellulose und Xylose, sowie Arabinose aus der Hemicellulose
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Abbildung 4.24 – A - Beginn der Hydrolyse von alkalisch vorbehandeltem Wei-
zenkaff, B - Weizenkaffhydrolysat nach 6,6 Tagen mit Biogazyme 2x bei 50 °C und
pH 4,8, C - Weizenkaffhydrolysat nach der Abtrennung des nicht-hydrolysierten
Weizenkaffs, D - konzentriertes Weizenkaffhydrolysat.

hydrolysiert (Jönsson et al., 2013), was zur Auflösung der Lignocellulosestruktur
führte. Die braune Färbung des Hydrolysats lässt vermuten, dass sich Ligninbe-
standteile in Lösung befanden (Beckmann et al., 1921; Wyman et al., 2005). Bei
Abbruch der Hydrolyse nach 6,6 Tagen waren weiterhin Partikel im Hydrolysat
enthalten (s. Abbildung 4.24-B). Anhand der zweistufigen Säurehydrolyse nach
Sluiter et al. (2008) wurde ermittelt, dass 1 g der nicht hydrolysierten Partikel aus
14 % Lignin, 18 % Xylose und 45 % Glucose bestanden. Die Zusammensetzung der
eingesetzten vorbehandelten Partikel unterscheidet sich kaum von den Reststoff-
partikeln. Damit waren in dieser nicht hydrolysierten Biomasse Weizenkaffpartikel,
die trotz Vorbehandlung weiterhin als komplexe Struktur von Lignin, Cellulose
und Hemicellulose vorlagen, und begründen die Zuckerausbeute von nur 74 %.
Dieses Ergebnis ist vergleichbar mit Duguid et al. (2007), der eine Zuckerausbeute
von durchschnittlich 73 % mit alkalisch vorbehandelten Weizenstrohkomponenten
erhielt. Darüber hinaus entsprach das Verhältnis der gewonnenen Monosaccharide
dem Verhältnis der zuvor durchgeführten Zuckeranalyse im vorbehandelten Wei-
zenkaff (Kapitel 4.2.2, S. 83). Die Hauptbestandteile waren Glucose und Xylose
sowie ein geringer Anteil Arabinose. Zusammenfassend lässt sich sagen, dass durch
die gewählte alkalische Vorbehandlung und die anschließende enzymatische Hydro-
lyse eine ausreichend hohe Zuckerkonzentration mit 52 g/L für die Kultivierung
mit A. terreus erzielt wurde und der filamentöse Pilz alle nachgewiesenen Monosac-
charide für die Bildung von Itaconsäure verstoffwechseln kann (s. Kapitel 4.1.2.3,
S. 55).

4.2.4.2 Biokonversion von Weizenkaffhydrolysat

Das in Kapitel 4.2.4.1 hergestellte Hydrolysat wurde als Substrat für die Kul-
tivierung mit A. terreus genutzt und die Medienkomponenten hinzugefügt. Die
Kultivierung erfolgte anschließend bei 33 °C und 120 rpm in Schüttelkolben,
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A BC

Abbildung 4.25 – Mikroskopische Aufnahmen der Kultivierung im Schüttelkol-
ben von A. terreus bei 33 °C und 120 rpm nach 4 Tagen. A - mit Glucose, B -
Weizenkaffhydrolysat C - Weizenkaffhydrolysat ohne Reststoffe; 50-fach vergrößert.

wobei die Gesamtzuckerkonzentration zu Beginn der Kultivierung 49 g/L betrug.
Nach 4 Tagen waren alle Zucker verbraucht und es konnten 0,6 g/L Itaconsäure
nachgewiesen werden. Im Vergleich zur Kultivierung auf Glucose mit gleich-
mäßigen Pellets zeigten sich sehr große unregelmäßige Pellets. Teilweise waren
Weizenkaffpartikel in den Pellets eingeschlossen und es hatten sich Sporen gebildet
(Abbildung 4.25-B). Die typischerweise gelblich gefärbte Fermentationsbrühe hatte
sich orange-rot verfärbt, wobei sich augenscheinlich sehr viel Pilzbiomasse gebildet
hatte und die Brühe sehr dickflüssig war. Für folgende Versuche wurden die nicht
hydrolysierten Weizenkaffpartikel aus dem Hydrolysat mittels Zentrifugation ent-
fernt. Das Hydrolysat enthielt jedoch weiterhin Trübstoffe, die weder abgefiltert
noch abzentrifugiert werden konnten (s. Abbildung 4.24-C). Zwar wurde durch
das Abtrennen der Partikel die Itaconsäureproduktion auf 2,1 g/L nach 4 Tagen
gesteigert, aber auch hier unterschied sich die Morphologie und die Farbe der
Fermentationsbrühe von der optimalen Morphologie im Schüttelkolben. Es hatte
sich im rot-orangefarbenen Medium ein stark verzweigtes und dichtes Mycel sowie
Sporen gebildet (Abbildung 4.25-C).

Aufgrund der gewählten Vorbehandlung und der Waschschritte konnte ausge-
schlossen werden, dass Zuckerabbauprodukte im Hydrolysat die Kultivierung mit
A. terreus beeinflussten. Dennoch konnte nicht ausgeschlossen werden, dass Li-
gninbestandteile oder Polysaccharide im Hydrolysat enthalten waren. Auch sprach
die Trübung des Hydrolysats dafür, dass Verunreinigungen enthalten waren. Des
Weiteren könnten Ionen aus der Biomasse selbst in größeren Konzentrationen im
Hydrolysat enthalten sein. Ionen beeinflussen die Morphologie des Pilzes stark
(Lockwood and Reeves, 1946; Batti and Schweiger, 1963; Gyamerah, 1995a; Welter,
2000; Kuenz et al., 2012; Karaffa et al., 2015), sodass der Itaconsäuretiter und
die Ausbeute reduziert werden. Aufgrund der überdurchschnittlichen Biomassebil-
dung als freies Mycel stieg wahrscheinlich die Viskosität des Mediums und der
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Transport von Sauerstoff aus der Gasphase in die Flüssigphase wurde geringer
(Papagianni, 2004). Auch bei der Ausbildung von sehr großen Pellets kommt es zu
Sauerstoff- und Nährstoffunterversorgung für die Pilzbiomasse (Gibbs et al., 2000).
Das Innere des Pellets wird nicht mehr ausreichend mit Nährstoffen und Sauerstoff
versorgt, wird inaktiv oder stirbt ab (Papagianni, 2004; Driouch et al., 2011).
Eine kontinuierliche Sauerstoffversorgung ist bei der Kultivierung von A. terreus
für die Itaconsäureproduktion unabdingbar, da der Organismus diese für die
Versorgung mit ATP benötigt, um den cytoplasmatischen pH-Wert gegenüber
dem niedrigen pH-Wert im Medium konstant zu halten (Gyamerah, 1995a; Kuenz,
2008). Zusammengefasst basiert die Unterversorgung der Zelle mit Sauerstoff
auf der veränderten Morphologie, die wieder bedingt durch Verunreinigungen im
Hydrolysat ausgelöst wurde. Aus diesem Grund wurden vermutlich nur 0,6 g/L
und 2,1 g/L Itaconsäure im Hydrolysat gebildet, obwohl alle enthaltenen Zucker
verbraucht wurden.

4.2.4.3 Biokonversion von konzentriertem Weizenkaffhydrolysat

Neben dem Proteinanteil des verwendeten Enzyms im Hydrolysat, enthält das
Weizenkaff selbst auch Proteine mit einem Anteil von ca. 5 % (McCartney et al.,
2006), die eventuell die Itaconsäurebildung auf dem Weizenkaffhydrolysat negativ
beeinflussen. Zur Denaturierung der Proteine wurde das Weizenkaffhydrolysat auf
100 °C erwärmt. Im Hydrolysat bildete sich ein gallertartiger hellbrauner Nieder-
schlag, welcher mittels Zentrifugation abgetrennt werden konnte. Das so erhaltene
Weizenkaffhydrolysat war eine klare gelbliche Flüssigkeit (s. Abbildung 4.24-D,
S. 90). Nach Bradford (1976) wurde der Proteingehalt vor und nach dem Erhitzen
bestimmt. Die Proteinkonzentration sank von 0,58 g/L auf 0,18 g/L. Zusätzlich
wurde das Hydrolysat eingedampft, somit das Volumen des Hydrolysats halbiert
und die Gesamtzuckerkonzentration von 52 g/L auf 100 g/L erhöht. Dieses Hydro-
lysat wurde mit Medienbestandteilen versetzt, der pH-Wert auf pH 3,1 abgesenkt
und im Schüttelkolben bei 33 °C und 120 rpm für die Kultivierung mit A. terreus
getestet (s. Abbildung 4.26). Das Hydrolysat enthielt zu Beginn der Kultivierung
46,9 g/L Glucose, 38,7 g/L Xylose und 2,1 g/L Arabinose. A. terreus keimte auf
dem Hydrolysat aus und bildete größere Pellets mit einem Durchmesser von ca.
500 μm. Dabei konnte nach etwa einem Tag Itaconsäurebildung nachgewiesen
werden, wobei die Konzentration auf 23,3 g/L innerhalb von 6 Tagen anstieg. Alle
Monosaccharide wurden verbraucht, eine Glucoselimitierung trat nach 4 Tagen
und eine Xyloselimitierung nach 6 Tagen auf. Die Ausbeute lag bei 0,27 (w/w).
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Abbildung 4.26 – Kultivierung von A. terreus bei 33 °C und 120 rpm im Schüttel-
kolben mit Weizenkaffhydrolysat. Die gestrichelte Linie stellt die maximal erzielte
Itaconsäurekonzentration da, die mit dem entsprechenden synthetischen Hydrolysat
erzielt wurde.

Nach vier Tagen verfärbte sich das gelbe Medium orange-rot und der Pilz bildete
Sporen.

Durch das Erhitzen des Hydrolysats konnten offensichtlich Störstoffe für die
Itaconsäureproduktion entfernt werden und somit die Itaconsäurebildung von
2,1 g/L auf 23,3 g/L gesteigert werden. Die abgetrennte gallertartige Masse lässt
vermuten, dass nicht nur das denaturierte Protein abgetrennt wurde, sondern
eventuell auch Kieselsäure, Lignin oder Polysaccharide, die alle dreidimensionale
Netzwerke ausbilden können (Beckmann et al., 1921; Cannell, 1998; Wüstenberg,
2013; Diao et al., 2014). In der vorliegenden Arbeit wurde der abgetrennte Fest-
stoff nicht weiter charakterisiert, da das Hauptaugenmerk auf der verbesserten
Itaconsäureproduktion mit Weizenkaffhydrolysat lag. Jedoch sollte für zukünftige
Anwendungen der ausgefallene Reststoff genauer untersucht werden, da nicht
ausgeschlossen werden kann, dass diese abgetrennte Verunreinigung häufig die
Itaconsäureproduktion auf alternativen Substraten stört. Insgesamt ist es gelungen
ein Hydrolysat aus Weizenkaff zu erhalten, dass von A. terreus für die Itaconsäu-
rebildung effizient genutzt werden kann. Verglichen mit einem nachempfundenen
synthetischen Hydrolysat ohne Verunreinigungen konnten 76 % der zu erwartenden
Itaconsäurekonzentration erzielt werden.
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4.2.4.4 Vergleich unterschiedlicher Aufreinigungsoptionen

Das aufkonzentrierte Weizenkaffhydrolysat konnte zwar erfolgreich für die Itacon-
säureproduktion genutzt werden, jedoch zeigte sich eine abweichende Morphologie
verglichen mit der Morphologie auf synthetischem Weizenkaffhydrolysat. Zudem
wurden nur 76 % der zu erwartenden Itaconsäurekonzentration auf dem aufgerei-
nigten Weizenkaffhydrolysat erzielt. Dieses Ergebnis ließ darauf schließen, dass
Verunreinigungen evtl. bedingt durch Ionen aus dem Weizenkaff und der Enzym-
mischung die Morphologie und somit die Itaconsäurebildung weiterhin stören.
In der Literatur wird für die Nutzung alternativer Substrate, wie Melassen oder
Hydrolysate, eine Aufreinigung mit Ionentauschern oder Ferrocyanid als unbedingt
erforderlich beschrieben, um eine ausreichende Produktivität zu erzielen (Kane
et al., 1945; Lockwood and Reeves, 1946; Batti and Schweiger, 1963; Kobayashi,
1978; Tippkötter et al., 2014). Aus diesem Grund wurde das aufkonzentrierte
Weizenkaff mittels Aktivkohle (A), Kationentauscher (K) und einer Kombination
aus beiden Einzelschritten (A + K) aufgereinigt. Das so erhaltene Hydrolysat
wurde mit Mediumkomponenten versetzt und mittels einer Kultivierung in Mikro-
titerplatten bei 33 °C und 950 rpm mit einem synthetischen Hydrolysat verglichen
(Abbildung 4.27).
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Abbildung 4.27 – Kultivierung von A. terreus bei 33 °C und 950 rpm in Mikroti-
terplatten mit aufkonzentriertem Weizenkaffhydrolysat, behandeltes Weizenkaffhy-
drolysat mit Aktivkohle (A), mit Kationentauscher (K) und mit Aktivkohle und
Kationentauscher (A+K). Als Referenz diente ein synthetisches Hydrolysat.
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Abweichend zur Kultivierung im Schüttelkolben mit dem aufkonzentrierten
Weizenkaffhydrolysat konnte in den Mikrotiterplatten keine Itaconsäure produziert
werden. Die Begründung liegt in der Bildung eines Oberflächenmycels nach einem
Tag und ist vermutlich auf das veränderte Kultivierungssystem zurückzuführen.
Bereits im Schüttelkolben waren sehr große Pellets mit einem Durchmesser von
> 500 μm festgestellt worden. Auch im Hydrolysat, das mit Aktivkohle behandelt
wurde, bildete sich ein Oberflächenmycel und Itaconsäure konnte nicht nachge-
wiesen werden. Im Gegensatz dazu wurde in den Hydrolysaten, die zuvor mittels
Kationentauscher und einer zweistufigen Aufreinigung über Aktivkohle und Ka-
tionentauscher behandelt wurden, nach 3,1 Tagen eine Konzentration von etwa
32 g/L Itaconsäure nachgewiesen. Es hatten sich Pellets mit einem Durchmesser
von 100–200 μm gebildet und beide Kultivierungen verliefen in der Itaconsäure-
bildung und Zuckeraufnahme gleich. Auf dem synthetischen Hydrolysat war die
Produktivität leicht reduziert, daher wurde nach 3,1 Tagen nur eine Konzentration
von 27,2 g/L erreicht. Die Pellets hatten einen ähnlichen Durchmesser, wie die
Pellets auf dem gereinigten Hydrolysat mittels Kationentauscher. Dieser Ver-
gleich machte deutlich, dass die Verwendung eines Kationentauschers ausreichte,
störende Ionen aus dem Hydrolysat zu entfernen, um ähnliche Konzentrationen
wie auf dem synthetischen Weizenkaffhydrolysat zu erzielen. Ein zusätzlicher
Aufreinigungsschritt über Aktivkohle war nicht notwendig.

4.2.4.5 Bestimmung der kritischen Ionenkonzentrationen im Hydro-
lysat

Zur genaueren Eingrenzung der störenden Ionen wurde das Medium mit dem
aufkonzentrierten Weizenkaffhydrolysat und den drei Aufreinigungsmöglichkeiten
mittel ICP-OES vermessen, verglichen und die auffälligsten Ionenkonzentrationen
in Tabelle 4.8 aufgelistet. Die Ionen wurden nicht nur durch die Enzymformulierung
(s. Kapitel 4.1.4, S. 67) sondern auch durch das Weizenkaff selbst ins Hydrolysat
eingetragen (McCartney et al., 2006). Die Ionenkonzentration im aufkonzentrierten
Weizenkaffhydrolysat war teilweise um ein vielfaches höher als im Medium. Die um
über ein 4000-faches erhöhte Mangankonzentration im Weizenkaffhydrolysat im
Vergleich zum Medium wurde als besonders kritisch angesehen, da nach Karaffa
et al. (2015) ein manganarmes Medium vorliegen muss, um hohe Itaconsäuretiter
und Ausbeuten erzielen zu können. Konzentrationen > 3 μg/L beeinflussen zudem
die Morphologie. Auch hohe Fe2+-Konzentrationen stören die Produktion von
Itaconsäure mit A. terreus und wurden daher von Kobayashi (1978) aus einem
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Tabelle 4.8 – Konzentrationen unterschiedlicher Elemente im Medium und in den
aufgereinigten Hydrolysaten mit Aktivkohle (A), Kationentauscher (K) und einer
zweistufigen Aufreinigung mit Aktivkohle und Kationentauscher (A+K).

Element Medium Weizenkaff- A K A+K
hydrolysat

[mg/L] [mg/L] [mg/L] [mg/L] [mg/L]

Al 0,0442 0,8825 5,1 0,1193 0,1185
B 0,0101 0,455 0 0,3455 -
Ba 0 1,245 0,2863 0 0,0065
Fe 0,1455 1,1775 0,379 0,102 0,119
K 17,4 234 713 4,69 12
Mg 42 59 62 0,0208 0,0009
Mn 0,0004 1,7215 0,3278 0,0005 0,007
Na 0,3431 870 1280 38 39
P 20 78 53 59 55
Sr 0,1722 0,807 0,223 0,0003 0,0005

Holzhydrolysat entfernt. Darüber hinaus beschreiben Lockwood and Reeves (1946),
dass weder Al3+, Cr2+ noch B3+ förderlich für hohe Itaconsäureausbeuten sind.
Durch die Anwendung der Aktivkohle wurden zwar die Konzentrationen von Bor-,
Chrom- und Manganionen gesenkt, jedoch lag die erzielte Konzentration von
Manganionen mit 328 μg/L deutlich über der Grenze von 3 μg/L. Erst durch
den Einsatz des Kationentauschers konnte die Mangankonzentration auf 0,5 μg/L
reduziert werden. An diesem Beispiel wird deutlich, dass die erzielten Titer von
32 g/L Itaconsäure auf den aufgereinigten Hydrolysaten durch den Einsatz des
Ionentauschers erzielt wurden. Auch die Produktivitätssteigerung des gereinigten
Hydrolysats gegenüber dem synthetischen Hydrolysats ließ sich anhand der ICP-
OES-Messungen erklären. Die Phosphorkonzentration im Hydrolysat war 2- bis 3-
mal so hoch wie im Medium. Kuenz (2008) und Hevekerl et al. (2014a) beschreiben
eine gesteigerte Produktivität durch die Erhöhung der Phosphatkonzentration,
darauf ist die leicht erhöhte Produktivität auf eine Phosphatquelle im Hydrolysat
zurückzuführen.

Insgesamt lässt sich somit sagen, dass die Produktivität, Ausbeute und der
Titer auf dem Weizenkaffhydrolysat durch den Einsatz einer Aufreinigung mittels
Kationentauscher gesteigert werden können.
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4.2.4.6 Kultivierung mit aufgereinigtem Weizenkaffhydrolysat

Auf Basis der Ergebnisse zur Aufreinigung des Weizenkaffhydrolysats und der
damit verbundenen Steigerung von Produktivität, Ausbeute und Endtiter, wurde
das Weizenkaff mittels Kationentauscher gereinigt und in Schüttelkolben bei 33 °C
und 120 rpm als Substrat verwendet (s. Abbildung 4.28). Durch die Verwendung
des Ionentauschers reduzierte sich die Gesamtzuckerkonzentration im Hydrolysat
auf 85,3 g/L und setzte sich zusammen aus 46,8 g/L Glucose, 38,7 g/L Xylose und
2,1 g/L Arabinose. Nach 5 Tagen der Kultivierung war die enthaltene Glucose
verbraucht und die Xylosekonzentration nahm kontinuierlich weiter ab. Die maxi-
male Itaconsäurekonzentration wurde nach 6 Tagen erzielt und betrug 27,7 g/L
mit einer Ausbeute von 0,41 (w/w) und einer Produktivität von 0,19 g/(L·h). Zu
diesem Zeitpunkt waren ca. 80 % des Gesamtzuckers verbraucht. Trotz weiterem
Verbrauch von Xylose konnte keine Konzentrationssteigerung der Itaconsäure
beobachtet werden. Stattdessen wurde die Itaconsäure wieder von A. terreus ver-
stoffwechselt. Während der Kultivierung zeigten sich regelmäßige Pellets mit einem
Durchmesser von 150–200 μm (s. Abbildung 4.29) und die Fermentationsbrühe
hatte eine gelbliche Farbe. Es konnte keine Sporulation nachgewiesen werden.
Somit entsprach die Morphologie im gereinigten Hydrolysat der Morphologie im
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Abbildung 4.28 – Kultivierung von A. terreus bei 33 °C und 120 rpm im Schüt-
telkolben mit aufgereinigtem Weizenkaffhydrolysat mittels Kationentauscher. Die
gestrichelte Linie stellt die maximal erzielte Itaconsäurekonzentration da, die mit
dem entsprechenden synthetischen Hydrolysat erzielt wurde.
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A B C

Abbildung 4.29 – Mikroskopische Aufnahmen der Kultivierung im Schüttelkolben
von A. terreus bei 33 °C und 120 rpm nach 4 Tagen. A - mit Glucose, B - gereinigtem
Weizenkaffhydrolysat C - synthetischem Weizenkaffhydrolysat; 200-fach vergrößert.

synthetischen Weizenkaffhydrolysat, mit dem ein Titer von 30,6 g/L mit einer
Produktivität von 0,26 g/(L·h) und einer Ausbeute von 0,49 (w/w) erzielt wurde.

Im Vergleich zum aufkonzentrierten Weizenkaffhydrolysat (s. S. 92) konnte
durch den Austausch der Ionen ein um 19 % gesteigerter Titer erzielt und die
Ausbeute verdoppelt werden, obwohl nur 80 % der Zucker von A. terreus ge-
nutzt wurden. Somit wurde das Ergebnis der Mikrotiterplattenversuche (s. S. 94)
bestätigt: Die Ionen beeinflussen das Wachstum und die Itaconsäureproduktion
negativ und sollten daher entfernt werden, um höhere Titer zu erzielen. Der
Abbau von Itaconsäure ist aus der Literatur bekannt, die physiologische Wirkung
jedoch nicht (Chen et al., 2016). Chen et al. (2016) wies drei Schlüsselenzyme
für den Itaconsäureabbau in A. terreus nach, wobei Itaconsäure zu Itaconyl-CoA
umgesetzt wird, eine Hydratisierung führt zu Citramalyl-CoA und dieses wird in
Pyruvat und Acetyl-CoA gespalten. Eine Vermutung ist, dass eine weitere, bis
jetzt unbekannte, Verunreinigung im Hydrolysat enthalten war oder eine Limi-
tierung von Medienbestandteilen oder Zellmetaboliten vorlag. Somit könnte die
Itaconsäure abgebaut worden sein, um einen Mangel auszugleichen. Der Abbau
der Itaconsäure mit gleichzeitigem Verbrauch von Xylose wurde in dieser Arbeit
nicht weiter untersucht. Die Vermutungen bzgl. Störstoffen oder Limitierungen
sollten zukünftig beim Einsatz alternativer Substrate näher betrachtet werden.

4.2.5 Prozessüberblick: Itaconsäure aus Weizenkaff

Auf Basis von Inhibierungsversuchen bezüglich kritischer Konzentrationen an
Zuckerabbauprodukten, Enzymformulierung und sonstigen Störstoffen aus Wei-
zenkaff wurde die Herstellung des Hydrolysats schrittweise optimiert. Dies führte
zu dem in Abbildung 4.30 schematisch dargestellten Prozess, mit dem erfolgreich
Itaconsäure mit A. terreus aus Weizenkaffhydrolysat hergestellt werden konnte.
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Abbildung 4.30 – Zusammenfassung des entwickelten Prozesses zur Herstellung
eines Hydrolysats auf Basis von Weizenkaff und anschließender Biokonversion mit
A. terreus zu Itaconsäure.

• Das Weizenkaff wurde zerkleinert (< 1 mm), um die spezifische Oberfläche
der Weizenkaffpartikel zu vergrößern und die Kristallinität der Lignocellulose
zu verringern (Hendriks and Zeeman, 2009).

• Das zerkleinerte Weizenkaff wurde bei Raumtemperatur alkalisch vorbehan-
delt (0,25 M NaOH). Diese Methode wurde gewählt, um die Bildung und
Konzentrationen von Zuckerabbauprodukten möglichst niedrig zu halten.
Als störendes Nebenprodukt für die Fermentation mit A. terreus entstanden
4,9 g/L Acetat. Die alkalische Vorbehandlung spaltete die Verbindungen
zwischen Lignin und Hemicellulose bzw. Cellulose und setzte somit den
Polymerisationsgrad weiter herab, zudem wurden Teile des Lignins aus
dem Weizenkaff herausgelöst (Beckmann et al., 1921; Spencer and Akin,
1980; Sun et al., 1995). Durch das Herauslösen von Lignin kam es zu einem
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Gewichtsverlust von etwa 10 % im Vergleich zur eingesetzten Masse an
Weizenkaff und der Zuckeranteil wurde von 0,61 g/g auf 0,72 g/g gesteigert.

• Die gelösten Ligninbestandteile und das Acetat wurden durch die Neutrali-
sation mit Wasser aus dem vorbehandelten Weizenkaff herausgewaschen und
konnten somit die anschließende Hydrolyse sowie die Fermentation nicht
negativ beeinflussen.

• Das vorbehandelte Weizenkaff wurde daraufhin getrocknet und hydrolysiert.

• Die Hydrolyse erfolgte unter optimalen Bedingungen für die Cellulasen in
der Enzymmischung Biogazyme 2x (pH 4,8 und 50 °C) für 6,6 Tage mit
einem Feststoffanteil von 10 % (w/v). Die Konzentration der Cellulasen
betrug 10 FPU/gBiomasse Biogazyme 2x, da höhere Konzentrationen der
Enzymformulierung zu einem Einbruch der Produktivität an Itaconsäure in
der abschließenden Fermentation führen könnten. Das Resultat der Hydrolyse
war ein Weizenkaffhydrolysat mit einer Gesamtzuckerkonzentration von
52 g/L, wobei die Hauptbestandteile Glucose und Xylose waren.

• Zur Konzentrierung der Zucker und der Denaturierung der Proteine (Enzyme
und Proteine des Weizenkaffs) wurde das Hydrolysat erwärmt und Wasser
entfernt. Der ausgefallene Feststoff und die nicht hydrolysierten Weizenkaff-
partikel wurden mittels Zentrifugation abgetrennt, da dieser Feststoff zu
einem verzweigten Mycelwachstum von A. terreus führte. Diese Wachstums-
form zeigte einen deutlich geringeren Titer und eine niedrigere Ausbeute, als
das gewünschte Wachstum in regelmäßigen Pellets (Gyamerah, 1995a). Die
Gesamtzuckerkonzentration des Hydrolysats betrug nach der Aufkonzentrie-
rung 100 g/L, wurde jedoch durch die Zugabe der Medienbestandteile für
die Fermentation wieder auf 85 g/L verdünnt.

• Nach 6 Tagen Kultivierung von A. terreus auf dem Weizenkaffhydrolysat
konnte 23,3 g/L Itaconsäure mit einer Ausbeute von 0,19 (w/w) gebildet
werden.

• Durch die Entfernung unterschiedlichster Kationen aus dem Hydrolysat vor
der Fermentation konnte der Titer auf 27,7 g/L angehoben und die Ausbeute
deutlich auf 0,41 (w/w) gesteigert werden.

Somit ist es gelungen, mit dem aufgezeigten Verfahren Weizenkaff für die
Itaconsäureproduktion mit einem Wildtypstamm von Aspergillus terreus nutzbar
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zu machen ohne die Verwendung eines aufwendigen und mehrstufigen Aufrei-
nigungsverfahrens. Der Einsatz eines Kationentauschers war nicht zwangsweise
erforderlich, führte aber zu einer Steigerung des Titers und der Ausbeute. Wird der
gesamte Prozess betrachtet, mussten somit ca. 22 g Weizenkaff mechanisch und
chemisch vorbehandelt und enzymatisch umgesetzt werden, um 10 g Gesamtzucker
in 100 mL Hydrolysat zu erhalten. Diese Gesamtzuckerkonzentration von 100 g/L
wurde durch die Zugabe von Medienbestandteilen auf ca. 85 g/L Gesamtzucker
verdünnt und zur Kultivierung von A. terreus verwendet. Insgesamt waren somit
220 gW eizenkaff/L für die Bildung von 23,3 g/L bzw. 27,7 g/L Itaconsäure nötig.

4.2.6 Vergleich der Kultivierungen auf Weizenkaffhydro-
lysat mit Glucose

Typischerweise wird Itaconsäure mit den Zuckern Glucose oder Saccharose pro-
duziert, in Form von Stärkehydrolysaten, Zuckerrohr- oder Zuckerrübenmelasse,
die zuvor über Ionentauscher oder Ferrocyanide aufgereinigt werden (Willke and
Vorlop, 2001; Okabe et al., 2009). Aus diesem Grund ist ein Vergleich der Titer und
Ausbeuten der zuvor durchgeführten Kultivierungen mit Weizenkaffhydrolysat
mit der Kohlenstoffquelle Glucose gerechtfertigt. Dazu wurde eine Kultivierung
im Schüttelkolben mit Glucose mit den Kultivierungen auf Weizenkaffhydroly-
sat, aufgereinigtem Weizenkaffhydrolysat und dem entsprechenden synthetischen
Weizenkaffhydrolysat verglichen (s. Tabelle 4.9).

Die Konzentration der Kohlenstoffquellen im Medium betrug jeweils 85 g/L.
Nach 7,5 Tagen wurde mit Glucose ein Titer von 40,2 g/L erzielt, was einer

Tabelle 4.9 – Vergleich der Kultivierungen mit A. terreus in Schüttelkolben nach
7,7 Tagen bei 33 °C und 120 rpm auf den Substraten Glucose, synthetischem
Weizenkaffhydrolysat, gereinigtem Weizenkaffhydrolysat und Weizenkaffhydrolysat
mit einer Gesamtzuckerkonzentration von 85 g/L.

Substrat IA Pr YP/S

[g/L] [g/(L·h)] [w/w]

Glucose 40,2 0,22 0,51
Synth. Weizenkaffhydrolysat 30,6 0,26 0,49
Weizenkaffhydrolysat 23,3 0,16 0,27
Gereinigtes Weizenkaffhydrolysat 27,7 0,19 0,41
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Ausbeute von 0,51 (w/w) und einer Produktivität von 0,22 g/(L·h) entsprach.
Die gesamte Glucose wurde verbraucht. Mit dem Weizenkaffhydrolysat konnten
lediglich 23,3 g/L Itaconsäure produziert werden. Durch die Entfernung von
Kationen konnte der Titer im gereinigten Weizenkaffhydrolysat auf 27,7 g/L
gesteigert werden. Auch die Ausbeute stieg von 0,27 (w/w) auf 0,41 (w/w) an.
Insgesamt konnten somit 58 % des Endtiters mit Weizenkaffhydrolysat und 69 %
mit gereinigtem Weizenkaffhydrolysat im Vergleich zu reiner Glucose erzielt
werden. Selbst im Fall vom synthetischen Weizenkaffhydrolysat, bei dem davon
ausgegangen werden konnte, dass keine Verunreinigungen im Hydrolysat vorliegen,
wurden lediglich 76 % des möglichen Titers auf Glucose erzielt. Dieses Ergebnis
verdeutlicht, dass mit Zuckermischungen zwar gute Titer erzielt werden können,
jedoch die Verwendung von Glucose die höchsten Werte für Titer und Ausbeute
erzielt. Auch Kautola et al. (1985) und Kobayashi (1978) bestätigen, dass A. terreus
die höchsten Titer mit Glucose erzielt. Weitere Monosaccharide erzielen deutlich
geringere Ausbeuten und Titer.

Die Kultivierungen aus den Schüttelkolben sollten für eine genauere Aussage je-
doch in einen Rührreaktor überführt werden. Zusätzlich sollte der Einsatz höherer
Zuckerkonzentrationen untersucht werden, da sich die Ausbeute von Itaconsäure
erst im Bereich von 120–200 g/L Glucose als konstant erwiesen hat (Karaffa
et al., 2015). Daher ist davon auszugehen, dass durch eine Prozessoptimierung,
Überführung der Kultivierung in einen größeren Maßstab und höhere Zucker-
konzentrationen die Produktion von Itaconsäure auf Weizenkaffhydrolysat weiter
optimiert und gesteigert werden kann. Es ist zu vermuten, dass die Titer nicht an
die Titer mit Glucose heranreichen werden, somit sollte neben den Untersuchungen
von nachwachsenden lignocellulosehaltigen Rohstoffen für die Itaconsäureproduk-
tion auch die Kultivierungen auf Glucose weiter untersucht werden, um beide
Prozesse wirtschaftlicher gestalten zu können.

4.2.7 Vergleich mit der Literatur

In der Literatur sind nur sehr wenige erfolgreiche Kultivierungen von A. terreus für
die Produktion von Itaconsäure auf lignocellulose-basierten Hydrolysaten bekannt
(s. Tabelle 4.10). Hauptsächlich werden als Alternativen zu reiner Glucose oder
Saccharose aufgereinigte Melassen (Kane et al., 1945; Lockwood and Reeves, 1946;
Batti and Schweiger, 1963) oder Stärkehydrolysate verwendet (Yahiro et al., 1997;
Petruccioli et al., 1999; Reddy and Singh, 2002; Dwiarti et al., 2007). Zudem
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konnten Reddy and Singh (2002) erfolgreich Itaconsäure auf Zuckerextrakten
aus Fruchtschalenabfällen produzieren. Eine Kultivierung auf Stärkehydrolysaten
oder Zuckerextrakten ist deutlich erfolgreicher, da keine Zuckerabbauprodukte
als Inhibitor durch harsche Vorbehandlungsbedingungen der Biomasse entstehen
können. Diese harschen Bedingungen sind bei Lignocellulose dagegen notwendig,
um die deutlich komplexere Struktur der Lignocellulose im Vergleich zu Stärke
aufzubrechen (Jönsson et al., 2013). Die entstehenden inhibierenden Zuckerab-
bauprodukte oder sonstige Verunreinigungen müssen vor der Kultivierung durch
meist komplexe Aufreinigungsverfahren wieder aus dem Medium entfernt werden,
um eine ausreichende Itaconsäureproduktion mit A. terreus erzielen zu können.
Eine weitere Möglichkeit ist es, den Stamm gegenüber potenziellen Inhibitoren
durch Mutagenese resistenter zu machen. Jedoch ist es sehr schwierig, unterschied-
liche Mikroorganismen kultiviert auf verschiedenen Lignocellulosehydrolysaten
mit differierenden Aufreinigungsmethoden miteinander zu vergleichen (Palmqvist
and Hahn-Hägerdal, 2000).

Kobayashi (1978) nutzte eine mehrstufige Aufreinigung bei einem Sicheltan-
nenhydrolysat, um Acetat, Arsenate und Fluorosilicate aus dem Hydrolysat zu
entfernen. Somit konnte ein Endtiter von 39,9 g/L Itaconsäure mit einer Ausbeute
von 0,53 (w/w) erzielt werden. Die erreichte Endkonzentration von 23,3 g/L und
27,7 g/L Itaconsäure dieser Arbeit, sowie deren Ausbeuten liegen deutlich unter
den erzielten Ergebnissen von Kobayashi (1978). Die hohen Titer und Ausbeuten
sind durch die enthaltenen Zuckermonomere im Hydrolysat zu begründen. Das
Sicheltannenhydrolysat von Kobayashi (1978) bestand zu 73 % aus Glucose und
12 % Mannose. Das in dieser Arbeit verwendete Weizenkaffhydrolysat bestand
nur zur Hälfte aus Glucose, die restlichen Zucker waren überwiegend Xylose und
Arabinose. Glucose und Mannose haben sich in der vorliegenden Arbeit im Ver-
gleich zu Xylose und Arabinose als die Monosaccharide mit den höchsten Titern,
Produktivitäten und Ausbeuten erwiesen. Somit ist die geringe Ausbeute haupt-
sächlich über die Effizienz der Zuckerverwertung zu begründen. Auch Tippkötter
et al. (2014) konnte ohne Aufreinigung kein Wachstum von A. terreus auf einem
Birkenholz-Cellulose-Hydrolysat nachweisen (20,5 g/L Glucose, 4 g/L Xylose). Für
die Bildung von 7,2 g/L Itaconsäure mit einer Ausbeute von 0,3 (w/w) musste die
verwendete Biomasse und das Hydrolysat gereinigt werden. Dabei wurde für die
Entfernung von phenolischen Bestandteilen die vorbehandelte Biomasse mit 0,5 M
NaOH bei 50 °C über Nacht gewaschen. Nach der Hydrolyse wurde Aktivkohle,
ein Anionen- und Kationentauscher zur Reinigung verwendet, nur so war eine
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erfolgreiche Kultivierung des filamentösen Pilzes möglich. Die erzielte Ausbeute
der vorliegenden Arbeit mit Weizenkaffhydrolysat ist mit 0,27 (w/w) mit dem
stark gereinigten Hydrolysat von Tippkötter et al. (2014) vergleichbar. Jedoch
liegt die Produktivität auf Weizenkaffhydrolysat mit 0,16 g/(L·h) 60 % höher als
mit dem Buchenholz-Cellulose-Hydrolysat. Auch Pedroso et al. (2017) beschreibt
einen sehr geringen Titer von 1,9 g/L Itaconsäure auf einem Hydrolysat von Reis-
hülsen. Durch eine vorherige Neutralisation des Hydrolysats durch Calciumoxid
konnte zwar die Konzentration von Ameisensäure und Essigsäure reduziert werden,
jedoch enthielt das Hydrolysat weiterhin 0,9 g/L Ameisen- und 2,2 g/L Essigsäure.
Vermutlich ist die geringe Itaconsäurekoonzentration auf die inhibierende Wirkung
der Zuckerabbauprodukte zurückzuführen, da sich solch hohe Konzentrationen in
dieser Arbeit als inhibierend herausgestellt haben.

Li et al. (2016) verwendete ein Maisstroh-Hydrolysat, das neben Glucose und
Xylose auch Ameisen- und Essigsäure enthielt. Mit einem Wildtypstamm konnten
lediglich 0,54 g/L Itaconsäure gebildet werden, vermutlich aufgrund der inhibieren-
den Wirkung der Säuren. Durch die Mutagenese des eingesetzten Stammes mittels
Atmosphärischem- und Raumtemperatur-Plasma (Zhang et al., 2014), konnte die
Resistenz des Stammes gegenüber den Verunreinigungen erhöht werden und der
Titer auf 19,3 g/L gesteigert werden. Die erzielte Endkonzentration von Li et al.
(2016) liegt zwar im Bereich der hier durchgeführten Arbeiten mit Weizenkaffhy-
drolysat, jedoch ist die Ausbeute im Vergleich mit 0,36 (w/w) deutlich erhöht. Eine
Steigerung der Ausbeute konnte in der vorliegenden Arbeit mit dem Einsatz eines
Ionentauschers erzielt werden und ist mit 0,41 (w/w) im Bereich der verwendeten
Mutante von Li et al. (2016). Durch die Verwendung von Aktivkohle konnte Wu
et al. (2017) die Produktion von Itaconsäure auf einem Weizenkleiehydrolysat
von 8 g/L auf 34,2 g/L mit einer Ausbeute von 0,41 (w/w) anheben, indem die
Konzentration von Furfural von 0,1 g/L auf 0,075 g/L reduziert wurde. Auch in der
vorliegenden Arbeit wurden generell geringe Furfuralkonzentrationen als Inhibitor
des Wachstums von A. terreus und somit der Produktion von Itaconsäure ausge-
macht. Der erzielte Titer von 34,6 g/L ist im Vergleich zu 27,7 g/L Itaconsäure auf
aufgereinigtem Weizenkaffhydrolysat aufgrund der höheren Zuckerkonzentration
im Weizenkleiehydrolysat leicht erhöht. Das Hydrolysat von Wu et al. (2017)
enthielt mit 60 g/L Xylose und 40 g/L Glucose etwa 15 % mehr Zucker als das
eingesetzte Weizenkaffhydrolysat dieser Arbeit. Der höhere Zuckeranteil entspricht
in etwa der Titererhöhung von 20 %. Zudem wurden die Versuche von Wu et al.
(2017) unter optimierten und kontrollierten Bedingungen in einem Rührkesselre-
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aktor durchgeführt. Insgesamt sind die Ausbeuten der Kultivierung von Wu et al.
(2017) und dieser Arbeit der beiden Wildtypstämme DSM 23081 und CICC40205
nach einer Aufreinigung mittels Kationentauscher bzw. Aktivkohle mit 0,41 (w/w)
vergleichbar. Für eine weitere Steigerung des Titers und der Ausbeute mutierte
Wu et al. (2017) den Stamm CICC40205 und erhielt so 49,6 g/L Itaconsäure mit
einer Ausbeute von 0,55 (w/w).

Insgesamt betrachtet liegen die Produktivitäten, Titer und Ausbeuten von
A. terreus DSM 23081 im Vergleich zur Literatur im oberen Bereich. Jedoch
ist es schwierig, die unterschiedlichen Prozesse bezüglich eingesetzter Biomas-
se, verwendeter Vorbehandlung, Zuckerzusammensetzung der Hydrolysate und
zugesetzten Medienbestandteilen, sowie den Kultivierungsmaßstab zu verglei-
chen. Auffällig ist aber, dass in der Literatur entweder eine Aufreinigung der
Hydrolysate durchgeführt werden muss, oder eine Mutagenese des Stammes, um
die Robustheit zu erhöhen. In dieser Arbeit ist es gelungen, mit einem Wild-
typstamm ohne Verwendung von Aktivkohle oder Ionentauscher Itaconsäure in
einem annehmbaren Konzentrationsbereich von 23,3 g/L mit einer Ausbeute von
0,27 (w/w) zu produzieren. Beide Prozessgrößen konnten zusätzlich durch eine
optionale Entfernung von Kationen auf 27,7 g/L und 0,41 (w/w) gesteigert werden.
Die vorliegende Arbeit unterscheidet sich dabei von der aufgeführten Literatur
grundlegend in der Herangehensweise. In dieser Arbeit wurde die Bildung von
Inhibitoren vermieden, um so eine komplexe Aufreinigung zu umgehen. In der
Literatur werden den Inhibitoren bei der Herstellung des Hydrolysats erst keine
Bedeutung eingeräumt. Anschießend werden die Inhibitoren aufwendig entfernt
oder robustere A. terreus-Mutanten erzeugt. Die Herangehensweise auf Basis von
Inhibitorversuchen wurde so in der Literatur noch nicht beschrieben und kann
als Grundlage für die Itaconsäureproduktion auf weiteren nachwachsenden und
komplexen Polysacchariden dienen.
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4.3 Itaconsäureproduktion auf Basis von Gluco-
se mit A. terreus

Industriell wird der Stamm A. terreus zur Itaconsäureproduktion verwendet und
zeigt die besten Ergebnisse in Titer, Ausbeute und Produktivität mit Glucose
(vgl. Kapitel 4.2.6, S. 101). Dieser Teil der Arbeit baut auf Dissertationen von
Kuenz (2008) und Hevekerl (2016) auf. Kuenz (2008) konnte eine reproduzierbare
Morphologie mit A. terreus mit einem Pelletdurchmesser von 0,1 mm erzielen. Im
Batch konnte durch diese gleichmäßigen und fransigen Pellets ein Titer von bis zu
91 g/L Itaconsäure in einem 1,5 L-Rührreaktor ohne pH-Regelung erzielt werden.
In einem Fed-Batch steigerte Hevekerl (2016) den Titer auf 129 g/L Itaconsäure
im selben Reaktorsystem durch eine Medienoptimierung, eine Erhöhung der
Kultivierungstemperatur, den Einsatz von submersen Sporen und die Verwendung
einer pH-Kontrolle.

4.3.1 Referenzkultivierungen im 1,5 L-Rührreaktor

Zu Beginn wurden die Kultivierungen ohne und mit pH-Kontrolle nach Kuenz
(2008) und Hevekerl (2016) reproduziert. Dazu wurden die Optimierungsansätze
von Hevekerl (2016) genutzt, um beide pH-Strategien miteinander vergleichen zu
können. Es wurde bei 35 °C mit einer erhöhten Phosphatkonzentration 0,8 g/L
KH2PO4 kultiviert und submerse Sporen verwendet (Hevekerl et al., 2014b).

4.3.1.1 Kultivierung ohne pH-Kontrolle

Bei der Kultivierung im 1,5 L-Rührreaktor ohne pH-Kontrolle zeigte sich ein typi-
scher Verlauf der Itaconsäureproduktion (s. Abbildung 4.31). Die Sporen keimten
innerhalb von 19 Stunden aus und es bildeten sich gleichmäßige und ausgefranste
Pellets mit einem Durchmesser von 0,1 mm. Dabei fiel in dieser Phase der Sporen-
auskeimung der anfängliche pH-Wert von pH 3,1 auf pH 1,6 ab. Nach etwa einem
Tag stieg der pH wieder auf pH 1,9 an und die Bildung von Itaconsäure konnte
nachgewiesen werden. Der pH-Wert blieb während der gesamten Kultivierung kon-
stant, wobei die BTM-Konzentration weiter anstieg und eine Konzentration von
ca. 9 g/L nach ca. 2 Tagen erreichte. Somit ist das Wachstum von A. terreus und
die Produktion von Itaconsäure nicht vollständig entkoppelt (Gyamerah, 1995b;
Kuenz et al., 2012). Nach 3,1 Tagen konnten 80,8 g/L Itaconsäure nachgewiesen
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Abbildung 4.31 – Referenzkultivierung mit A. terreus ohne pH-Kontrolle in einem
1,5 L-Rührreaktor mit der sich einstellenden Morphologie (200-fach vergrößert) mit
0,8 g/L KH2PO4, 1·106 submerse Sporen/mL, min. DO 25 %, 450 rpm und 35 °C.

werden mit einer Ausbeute von 0,54 (w/w) und einer Produktivität von 1,1 g/(L·h).
Eine weitere Zugabe von Glucose, um eine Kohlenstofflimitierung zu vermeiden,
zeigte keine weitere Steigerung der Itaconsäurekonzentration. Der typische Verlauf
der Itaconsäureproduktion, pH-Verlauf und BTM-Bildung waren vergleichbar
mit den Kultivierungen von Kuenz (2008), die einen vergleichbaren Titer von
83,1 g/L Itaconsäure nach 8 Tagen mit einer Ausbeute von 0,53 (w/w) erzielte.
Eine Ausnahme ist die Produktivität von 0,43 g/(L·h), welche um das 2,5-fache
geringer war. Die gesteigerte Produktivität dieser Arbeit war zurückzuführen auf
eine erhöhte Kaliumdihydrogenatphosphatkonzentration von 0,1 g/L auf 0,8 g/L
im Medium und eine daraus resultierende gesteigerte Bildung von BTM von 7 g/L
auf 9 g/L. Zusätzlich keimten die verwendeten submersen Sporen verglichen mit
Oberflächensporen, die von Kuenz (2008) verwendet wurden, deutlich schneller
aus (Hevekerl, 2016). Auch die Erhöhung von 33 °C auf 35 °C hatte einen positiven
Einfluss auf den Metabolismus und lässt die Produktivität ansteigen (Hevekerl,
2016).
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4.3.1.2 Kultivierung mit pH-Kontrolle

Die Kultivierung im 1,5 L-Rührreaktor nach Hevekerl (2016) ist in Abbildung 4.32
dargestellt. Die Sporen keimten nach ca. 20 h aus und der pH-Wert sank von pH 3,1
auf pH 1,7 ab. Es bildeten sich gleichmäßige fransige Pellets und nach einem Tag
konnte die Bildung von Itaconsäure nachgewiesen werden. Nach zwei Tagen wurde
der pH-Wert mit einer 6,25 % (v/v) Ammoniaklösung auf pH 3 angehoben und
geregelt. Die Itaconsäurekonzentration erreichte mit 130,8 g/L ihr Maximum
nach 9 Tagen bei einer Ausbeute von 0,58 (w/w). Die Pellets waren gleichmä-
ßig mit einem Durchmesser von 80 μm und zeigten einen ausgefransten Rand.
Insgesamt stieg die BTM auf 17 g/L an und war im Vergleich zur Kultivierung
ohne pH-Kontrolle fast doppelt so hoch. So erhöhte sich die BTM-Konzentration
im Vergleich zur Kultivierung ohne pH-Kontrolle in der Produktionsphase um
ca. 70 %, was vermuten lässt, dass der pH-Wert einen starken Einfluss auf die
BTM-Bildung hat. Um eine C-Limitierung zu vermeiden, wurde der Kultivierung

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
0

50

100

150

200
Glucose
Itaconsäure

pH
BTM
Glucose

G
lu

co
se

 [g
/L

]

Zeit [d]

1

2

3

4

pH
 [-

]

0

40

80

120

160

Ita
co

ns
äu

re
 [g

/L
]

0
5
10
15
20

B
TM

 [g
/L

]

Abbildung 4.32 – Referenzkultivierung mit A. terreus mit pH-Kontrolle nach
2 Tagen auf pH 3 mit einer 6,25 % Ammoniaklösung in einem 1,5 L-Rührreaktor der
sich einstellenden Morphologie (200-fach vergrößert) mit 0,8 g/L KH2PO4, 1·106

submerse Sporen/mL, min. DO 25 %, 450 rpm und 35 °C.
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in regelmäßigen Abständen Glucose zugeführt. Der erzielte Titer, die Ausbeute
und die Konzentration der BTM entsprechen den Ergebnissen von Hevekerl (2016).
Durch die Reglung des pH-Wertes in der Produktionsphase konnte die Itaconsäu-
rekonzentration um 62 % gesteigert werden im Vergleich zur Kultivierung ohne
pH-Regelung. Hevekerl (2016) vermutet, dass die Steigerung der Itaconsäurekon-
zentration nicht auf die erhöhte Bildung von BTM zurückzuführen ist, sondern
auf eine erhöhte maximale Löslichkeit der Itaconsäure im Medium durch den
angehobenen pH-Wert. Jedoch ist dies lediglich eine Vermutung, die durch eine nä-
here Betrachtung des Einflusses des pH-Wertes auf die Itaconsäureproduktion mit
A. terreus in der vorliegenden Arbeit näher untersucht wurde. Diese Kultivierung
dient als Ausgangs- und Standardkultivierung für alle weiteren durchgeführten
Fermentationen im 1,5 L-Maßstab.

4.3.2 Korrekturmittel

Für die pH-Korrektur wurden von Hevekerl et al. (2014b) unterschiedliche Basen
getestet, dabei zeigte die Verwendung einer 6,25 % Ammoniaklösung im Vergleich
zu Kalium- oder Natriumhydroxid die höchste Produktivität und gleichzeitig die
höchsten Titer an Itaconsäure. Im Laufe dieser Arbeit wurden Ammoniaklösungen
von differierender Reinheit für die pH-Kontrolle verwendet, miteinander verglichen
und mittels ICP-OES analysiert.

In Standardkultivierungen wurde der pH-Wert nach 1,8 Tagen jeweils mit
den Ammoniaklösungen von Fluka (für Ultraspurenanalyse), Carl-Roth (Roti-
puran) oder Sigma-Aldrich (ACS Reagenz) auf pH 3 angehoben und gehalten
(s. Abbildung 4.33). Nach der Anhebung des pH-Wertes mit Ammoniaklösung von
Sigma-Aldrich verringerte sich die Produktivität von 1,14 g/(L·h) auf 0,86 g/(L·h).
Auch zeigte sich während der pH-Korrektur die Bildung von Sporen und A. terreus
wuchs als locker verzweigtes Mycel, wobei ein Titer von 35,2 g/L erreicht wurde.
Die Ausbeute lag bei 0,34 (w/w). Bei der Verwendung der Ammoniaklösung
von Carl-Roth blieb die Produktivität von 0,96 g/(L·h) nach der pH-Anhebung
nahezu gleich mit 0,92 g/(L·h). Nach 2,7 Tagen betrug die Ausbeute 0,43 (w/w)
bei einer Itaconsäurekonzentration von 40,2 g/L. Die anfänglichen Pellets waren
sehr locker und hatten weitverzweigte Hyphenausläufer. Nur durch die Verwen-
dung einer Ammoniaklösung von Fluka für den Ultraspurenbereich wurde die
Bildung von lockeren Pellets mit ausgefranstem Rand und einem Durchmesser
von 80–100 μm nachgewiesen. Die Itaconsäureproduktivität stieg nach der pH-
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Abbildung 4.33 – Einfluss unterschiedlicher 6,25 % Ammoniaklösungen als Kor-
rekturmittel für die pH-Korrektur auf die Itaconsäureproduktion und Morphologie.
1,5 L-Rührreaktor mit einem Start-pH von pH 3,1 und pH-Kontrolle nach 1,8 Tagen
auf pH 3, 0,8 g/L KH2PO4, 1·106 submerse Sporen/mL, min. DO 25 %, 450 rpm
und 35 °C. Der Pfeil markiert den Startzeitpunkt der pH-Kontrolle. Morphologie
von A. terreus nach 2,7 Tagen A - Ammoniaklösung mit der Reinheit ultra trace
von Fluka, B - Ammoniaklösung mit der Reinheit Rotipuran p.a. von Carl Roth
und C - Ammoniaklösung mit der Reinheit ACS Reagenz von Sigma-Aldrich, jeweils
200-fach vergrößert.

Veränderung von 1,03 g/(L·h) auf 1,85 g/(L·h) an. Nach 2,7 Tagen betrug die
Itaconsäurekonzentration 62,9 g/L mit einer Ausbeute von 0,59 (w/w).

Die Analyseergebnisse der einzelnen Ammoniaklösungen können dem Anhang
entnommen werden (Kapitel B.3, S. 164). Die Lösungen von Carl-Roth und Fluka
zeigten kaum Unterschiede im Auftreten und in der Konzentration der analysier-
ten Spurenelemente. Die höchste enthaltene Konzentration zeigte Kalium mit
ca. 3 mg/L, alle weiteren Elemente waren nicht auffällig. Im Gegensatz dazu
zeigten sich für die Ammoniaklösung von Sigma-Aldrich hohe Konzentrationen
von Aluminium (0,78 mg/L), Bor (1,92 mg/L), Natrium (79 mg/L) und Nickel
(0,01 mg/L). Die Konzentration von Mangan lag in allen drei Lösungen unter der
Nachweisgrenze von 0,4 μg/L. Aluminium-, Bor-, Mangan-, und weitere Ionen
sind nicht förderlich für die Itaconsäurebildung mit A. terreus, zusätzlich wird
durch diese die Morphologie verändert (Lockwood and Reeves, 1946; Kobayashi,
1978; Gyamerah, 1995a; Karaffa et al., 2015; Hevekerl, 2016). Somit waren die
Sporulation und die veränderte Morphologie von anfänglich lockeren Pellets ver-
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mutlich auf Verunreinigungen der Ammoniaklösungen zurückzuführen. Da sich die
Ammoniaklösungen von Carl-Roth und Fluka nicht deutlich in Verunreinigungen
und Konzentrationen unterschieden war davon auszugehen, dass die störenden
Komponenten mit der verwendeten Methode bzw. den verwendeten Standards
nicht erfasst werden konnten.

Aus der veränderten Morphologie resultiert die Stagnation oder auch Ab-
nahme der Produktivität und Ausbeute. Gyamerah (1995a) zeigt auf, dass die
optimale Ausbeute von 0,55–0,59 (w/w) auf Glucose mit gleichmäßigen Pellets
mit einem Durchmesser von 100–500 μm erzielt wird, was den Ergebnissen bei der
Verwendung der Ammoniaklösung von Fluka entsprach. Bildet A. terreus dagegen
große, lose Mycelpellets aus, wie im Fall der Ammoniaklösung von Carl-Roth,
sinkt die Ausbeute auf 0,45–0,51 (w/w) (Gyamerah, 1995a). Die stark unter-
schiedlichen Ergebnisse unter der Verwendung verschiedener Ammoniaklösungen
machen deutlich, wie empfindlich der Pilz auf Ionen reagiert, sich dadurch die
Morphologie verändert und somit die Ausbeute und Produktivität stark absinken.
Aus diesem Grund wurde für diese Arbeit nur die Ammoniaklösung von Fluka
für die weiteren Kultivierungen mit A. terreus verwendet, um das Eintragen von
minimalen Verunreinigungen durch die Lösungen ausschließen zu können.

4.3.3 Startpunkt der pH-Kontrolle

Zu Beginn der weiteren Optimierung für die Kultivierung im 1,5 L-Reaktor mit pH-
Kontrolle wurde getestet, ob es einen optimalen Startzeitpunkt für die Aktivierung
der pH-Kontrolle gibt.

Dazu wurde die pH-Kontrolle mit 6,25 % (v/v) Ammoniaklösung zu unter-
schiedlichen Zeitpunkten in Abhängigkeit der bereits produzierten Itaconsäure
gestartet (s. Abbildung 4.34). Der pH-Wert wurde nach 1,1 Tagen, 1,8 Tagen,
2,2 Tagen und 2,9 Tagen auf pH 3 angehoben und geregelt. Der Start-pH sank
in den ersten 24 Stunden bei allen Kultivierungen von pH 3,1 in den Bereich
von pH 1,6–1,8 ab. Der Startzeitpunkt der pH-Regelung nach 1,1 Tagen ent-
sprach dem Produktionsbeginn der Itaconsäure. Zu diesem Zeitpunkt waren die
Sporen ausgekeimt und es konnten 0,1 g/L Itaconsäure nachgewiesen werden.
Diese frühe Anhebung des pH-Wertes hatte einen negativen Einfluss auf die
Itaconsäureproduktion. Es wurden lediglich 23,8 g/L Itaconsäure innerhalb von
5 Tagen gebildet. Bei der Aktivierung der pH-Kontrolle nach 1,8 Tagen oder zu
einem späteren Zeitpunkt zeigte sich eine konstante maximale Produktivität von
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Abbildung 4.34 – Einfluss des Startzeitpunkts der pH-Kontrolle auf die Itacon-
säureproduktion mit A. terreus auf pH 3 mit einer 6,25 % Ammoniaklösung (Fluka,
ultra trace) in einem 1,5 L-Rührreaktor mit einem Start-pH von pH 3,1, 0,8 g/L
KH2PO4, 1·106 submerse Sporen/mL, min. DO 25 %, 450 rpm und 35 °C. Die
Pfeile markieren den Startzeitpunkt der pH-Kontrolle.

1,53 ± 0,16 g/(L·h) und nach 5 Tagen ein Titer von 108 ± 5 g/L Itaconsäure.
Unabhängig vom Startzeitpunkt der pH-Kontrolle wurde eine Biotrockenmasse
von 17,1 ± 0,8 g/L erreicht. Die Pellets hatten einen Durchmesser von 80 μm und
waren locker und fransig. Da sich weder ein Unterschied in Produktivität, Titer
oder BTM-Konzentration zwischen den Kultivierungen mit einer pH-Änderung
zwischen 1,8 und 2,9 Tagen zeigte, wurden die Untersuchungen nach 5 Tagen
beendet.

Für die Itaconsäureproduktion beschreiben Larsen and Eimhjellen (1955), dass
die Zellen bei niedrigen pH-Werten wachsen müssen, um relevante Enzymsysteme
für die Itaconsäureproduktion zu bilden. Beim Start der pH-Kontrolle nach 1,1 Ta-
gen war der pH-Wert zwar auf pH 1,8 abgesunken, aufgrund der sehr geringen
Produktion von 23,8 g/L war allerdings davon auszugehen, dass der Zeitraum des
Wachstums bei einem niedrigen pH-Wert nicht ausreichte. Auch Hevekerl (2016)
beschreibt, dass eine pH-Kontrolle von Kultivierungsbeginn an einen negativen
Einfluss auf die Itaconsäureproduktion hat. Somit hat der pH-Wert nicht nur
einen Einfluss auf die Biotrockenmassekonzentration (vgl. Kapitel 4.3.1.2, S. 109),
sondern auch auf die Itaconsäureproduktion und könnte so ein Auslöser für die
Überproduktion der Itaconsäure sein. Bei Beginn der pH-Kontrolle ab Tag 1,8 oder
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18 g/L Itaconsäure war zwischen den einzelnen Kultivierungen kein Unterschied
erkennbar. Aufgrund von gleicher Morphologie und BTM-Konzentration zeigten
sich weder Unterschiede in der Ausbeute, Produktivität oder im Endtiter. Somit
kann daraus geschlossen werden, dass der Startzeitpunkt der pH-Kontrolle nicht
relevant für hohe Endkonzentrationen ist, sondern der Organismus sollte sich in
der fortgeschrittenen Produktionsphase befinden, die ca. ab einer Itaconsäure-
konzentration von ∼ 20 g/L liegt. Auch in der Literatur werden unterschiedliche
Itaconsäurekonzentrationen für den Start von pH-Änderungen beschrieben, die
jedoch alle in der fortgeschrittenen Produktionsphase liegen. So beschreiben Batti
and Schweiger (1963) die pH-Kontrolle ab einer erzielten Itaconsäurekonzentration
im Bereich von 25–45 g/L als optimal für eine Steigerung des Endtiters. Zusätzlich
wird durch eine Anhebung des pH-Wertes im Konzentrationsbereich von 46–50 g/L
Itaconsäure die Konzentration der Nebenprodukte reduziert (Batti, 1964). Auch
Nubel and Ratajak (1962) ermittelten einen positiven Einfluss auf die Kultivierung
durch eine einmalige pH-Anhebung bei einer Itaconsäurekonzentration von 40 g/L.

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass es keinen optimalen Startzeitpunkt für
die pH-Kontrolle gibt. Der Startzeitpunkt sollte lediglich in der fortgeschrittenen
Produktionsphase liegen, was bei einer Itaconsäurekonzentration von ∼ 20 g/L
zutrifft. Aus diesem Grund ist ein Start zu einem exaktem Zeitpunkt, wie bei-
spielsweise nach 2 Tagen (Hevekerl, 2016), nicht notwendig und kann frei im
Konzentrationsbereich von 20–70 g/L gewählt werden.

4.3.4 Einfluss des pH-Wertes

Der Einfluss des pH-Wertes in der Produktionsphase wurde in einem Fed-Batch
mit Glucose untersucht, indem der pH-Wert nach 2 Tagen auf pH-Werte im Bereich
von pH 3,0–3,6 angehoben und geregelt wurde. Die Endkonzentration, Produk-
tivität, sowie die Ausbeute und die BTM-Konzentration sind in Abbildung 4.35
vergleichend dargestellt.

Der pH-Wert von pH 3 resultierte in einer Endkonzentration von 129 g/L
mit einer Produktivität von 0,61 g/(L·h) und einer Ausbeute von 0,57 (w/w).
Insgesamt wurden 17 g/L Biotrockenmasse gebildet. Bei einer pH-Kontrolle auf
pH 3,2 stieg die Endkonzentration auf 138 g/L Itaconsäure und die Produktivität
auf 0,82 g/(L·h) an. Die Ausbeute lag bei 0,56 (w/w) und nahm im Vergleich zur
Kultivierung mit pH 3,0 leicht ab. Obwohl die BTM-Konzentration gleich blieb,
nahm der Durchmesser von 80–100 μm auf 120–140 μm der Pellets zu und die
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Abbildung 4.35 – Einfluss der pH-Kontrolle in der Produktionsphase von A. ter-
reus auf Endtiter, Produktivität, Ausbeute und BTM-Konzentration. Der pH-Wert
wurde nach 2 Tagen mit einer 6,25 % Ammoniaklösung (Fluka, ultra trace) in einem
1,5 L-Rührreaktor auf den jeweiligen pH-Wert angehoben und geregelt. Start-pH
von pH 3,1, 0,8 g/L KH2PO4, 1·106 submerse Sporen/mL, min. DO 25 %, Fed-Batch
mit Glucose, 450 rpm und 35 °C.

Pellets wurden mit zunehmendem pH-Wert kompakter. Beide Kultivierungen zeig-
ten eine typische hellgelbe Färbung. Bei der Anhebung des pH-Wertes auf pH 3,6
verfärbte sich die Kultivierung rot-bräunlich und die BTM-Konzentration stieg auf
23 g/L an. Der Durchmesser der kompakten Pellets lag bei durchschnittlich 190 μm
und die Endkonzentration betrug 104 g/L Itaconsäure. Die Gesamtproduktivität
sank auf 0,73 g/(L·h) und die Ausbeute fiel auf 0,45 (w/w). Die höchste Itacon-
säurekonzentration von 162 g/L wurde mit der Kontrolle des pH-Wertes in der
Produktionsphase auf pH 3,4 erzielt. Dabei betrug die Produktivität 0,99 g/(L·h)
und die Ausbeute 0,46 (w/w). Die Konzentration der gebildeten BTM lag mit
22 g/L leicht unter der Konzentration von der Kultivierung bei pH 3,6. Die Pellets
erreichten einen Durchmesser von 160 μm und die Kulturbrühe war über die
gesamte Fermentation gelblich gefärbt.

Die Abnahme der Ausbeute mit zunehmendem pH-Wert korreliert mit der
Zunahme der BTM und des Pelletdurchmessers. Zusätzlich wurden die Pellets
mit zunehmendem pH-Wert kompakter, wobei kompaktere Pellets eine geringere
Ausbeute aufweisen als lockere Pellets (Gyamerah, 1995a). Aufgrund der Zunahme
der BTM, kann davon ausgegangen werden, dass ein Großteil der Glucose nicht
mehr für die Itaconsäurebildung, sondern für die Bildung wichtiger Metabolite für
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die Pilzbiomasse-Bildung genutzt wurde. Zusätzlich könnte durch die Zunahme der
Pilzbiomasse im System die Durchmischung und daher eine Unterversorgung mit
Sauerstoff für die Zellen entstanden sein. Eine solche Unterversorgung resultiert bei
A. terreus in einer Unterversorgung der Zelle mit ATP, was den Metabolismus der
Säureproduktion dauerhaft schädigt (Gyamerah, 1995b). Vermutlich war genau
diese Unterversorgung und die kompakten Pellets der Grund, warum durch eine
weitere Erhöhung des pH-Wertes auf pH 3,6 keine Steigerung des Endtiters erzielt
werden konnte.

Es zeigte sich, dass eine pH-Anhebung in der Produktionsphase auf pH 3,4 op-
timal für die Kultivierung mit A. terreus ist. Durch die Anhebung des pH-Wertes
um 0,4 Einheiten im Vergleich zur Referenz mit pH 3,0 konnte die Endkonzen-
tration um 26 % erhöht werden. Jedoch ist weiterhin unbekannt, warum die
Itaconsäurekonzentration zunahm. Eine mögliche Erklärung wäre nach Hevekerl
et al. (2014b) die Zunahme der Löslichkeit der Itaconsäure und deren Salze im
Medium aufgrund des sich verändernden Dissoziationsgrades. So steigt die ma-
ximale Löslichkeit im Medium von 166 g/L (35 °C, pH 3,0) auf 248 g/L (35 °C,
pH 3,4) an. Auch die Verschiebung des Dissoziationsgrades selbst von der Säure
hin zur einfachprotonieren Form könnte eine Möglichkeit sein, warum die Itacon-
säurekonzentration anstieg, da bekannt ist, dass schwache Säuren fettlöslich sind,
durch die Plasmamembran in das Cytosol diffundieren und so die Zelle schädigen
können (Lambert and Stratford, 1999; Axe and Bailey, 1995). Diese Annahme
wird in den Kapiteln 4.3.4.2 und 4.3.4.3 genauer untersucht.

4.3.4.1 Kultivierung mit pH-Kontrolle bei pH 3,4

Die Kultivierung mit der optimalen pH-Kontrolle nach 2 Tagen auf pH 3,4 ist
in der Abbildung 4.36 im Detail dargestellt. Der pH-Wert sank innerhalb des
ersten Tages von pH 3,1 auf pH 1,7 ab und die Sporen keimten aus. Mit Beginn
der Itaconsäureproduktion nach 26 Stunden waren noch 396 mg/L Phosphat,
2,3 g/L Nitrat und 240 mg/L Ammonium im Medium enthalten. Der pH-Wert
stieg leicht auf pH 2 an. Nach zwei Tagen wurde der pH-Wert auf pH 3,4 mit einer
6,25 % Ammoniaklösung von Fluka angehoben und die Ammoniumkonzentration
im Medium nahm kontinuierlich bis auf 6,5 g/L zu. Die Itaconsäurekonzentration
lag zu diesem Zeitpunkt bei 38 g/L. Die Konzentration der Itaconsäure stieg mit
einer maximalen Produktionsrate von 1,78 g/(L·h) auf 162 g/L an. Die maximale
BTM-Konzentration mit 22 g/L wurde nach drei Tagen erreicht, zu diesem
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Abbildung 4.36 – Kultivierung von A. terreus in einem 1,5 L-Rührreaktor als
Fed-Batch mit Glucose. Der pH-Wert wurde nach zwei Tagen mit einer 6,25 %
Ammoniaklösung (Fluka, ultra trace) auf pH 3,4 angehoben und geregelt. Der Pfeil
symbolisiert den Beginn der pH-Kontrolle. Start-pH von pH 3,1, 0,8 g/L KH2PO4,
1·106 submerse Sporen/mL, min. DO 25 %, 450 rpm und 35 °C.

Zeitpunkt lagen noch 111 mg/L Phosphat und 1 g/L Nitrat im Medium vor. Als
Nebenprodukte traten α-Ketoglutarsäure und Äpfelsäure sowie in Spuren cis- und
trans-Asconitsäure auf. Die Konzentration der Ketoglutarsäure stieg kontinuierlich
über die Dauer der Fermentation an, wogegen die Konzentration der Äpfelsäure
ab Tag 4 wieder abnahm. Nach 7 Tagen wurden 5,5 g/L α-Ketoglutarsäure und
1,6 g/L Äpfelsäure neben 162 g/L Itaconsäure im Medium nachgewiesen. So
betrug der Anteil der Nebenprodukte am Ende der Kultivierung 4,3 %.

Es zeigte sich deutlich, dass die Produktion nicht vollständig vom Wachstum
entkoppelt war, da die Konzentration der Biotrockenmasse innerhalb der ersten
drei Tage parallel mit der Itaconsäurekonzentration anstieg und trotz gleichbleiben-
der Biotrockenmassekonzentration ab Tag 3 die Itaconsäurekonzentration weiter
anstieg. Vermutlich durch die Zugabe von Stickstoff in Form der Ammoniaklösung
stieg die Konzentration der BTM deutlich auf 22 g/L an. Zu Beginn der Itaconsäu-
reproduktion lag weder eine Phosphat- noch eine Stickstofflimitierung vor. Somit
konnten diese Limitierungen nicht Auslöser für eine Itaconsäureüberproduktion
sein, wie von Rychtera and Wase (1981), Riscaldati et al. (2000) und Willke and
Vorlop (2001) beschrieben. Ein möglicher Auslöser könnte die pH-Absenkung
in der Phase der Sporenauskeimung und frühen Produktionsphase sein, da bei
einer pH-Anhebung zu Beginn der Itaconsäureproduktion keine hohen Endtiter
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erzielt werden konnten (s. Kapitel 4.3.3, S. 112). Auch Hevekerl et al. (2014b)
schloss eine Phosphat- oder Stickstofflimitierung aus. Somit ist der Auslöser der
Überproduktion weiterhin unbekannt und sollte weiter untersucht werden. Es
sollte dabei in Betracht gezogen werden, dass das Absenken des pH-Wertes in der
frühen Produktionsphase (< 20 g/L Itaconsäure, bzw. in den ersten 48 Stunden)
einen großen Einfluss hatte.

4.3.4.2 Dissoziationsgrad von Itaconsäure

Die pKS-Werte für Itaconsäure bei Raumtemperatur liegen bei pH 3,84 und
pH 5,55. Die Temperatur und Ionenstärke können diese Werte jedoch beeinflussen.
Aus diesem Grund wurden die pKS-Werte für Itaconsäure im Fermentationsmedi-
um bei 35 °C mittels Titration am Halbäquivalentspunkt bestimmt.

Das Gleichgewicht zwischen Itaconsäure (H2IA) und der einfach-protonierten
Form (HIA−) lag bei pH 3,91. Der Halbäquivalentspunkt für HIA− zur zweifach-
protonierten Form (IA2−) wurde bei pH 5,43 ermittelt. Somit wichen die ermit-
telten pKS-Werte gering von den Literaturwerten, welche in reinem Wasser und
bei Raumtemperatur bestimmt werden, ab. Aus diesem Grund wurden für die
Berechnung der Dissoziationsgrade in Abhängigkeit des pH-Wertes die in dieser
Arbeit bestimmten pKS-Werte verwendet (s. Abbildung 4.37). Daraus ergab sich
für die Fermentation ohne pH-Kontrolle, dass bei einem pH-Wert von pH 2,0 die

Abbildung 4.37 – Bestimmte relative Verteilung von Itaconsäure und Itaconaten
als Funktion des pH-Wertes in der Fermentationsbrühe bei 35 °C.
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Itaconsäure zu 98,8 % als Säure (H2IA) vorlag und zu 1,2 % als HIA−. Wurde
der pH-Wert auf pH 3,0 angehoben, lagen 89 % der Itaconsäure als H2IA vor und
der Anteil von HIA− stieg auf 11 %. Unter dem ermittelten optimalen pH-Wert
von pH 3,4 (s. Kapitel 4.3.4, S. 114), nahm der Anteil von HIA− auf 23,6 %
weiter zu und der Anteil von H2IA sank auf 76,2 %, zusätzlich trat mit einem
sehr geringen Prozentsatz von 0,2 % IA2− auf. Somit erhöhte sich nicht nur die
Löslichkeit von Itaconsäure von 120 g/L (pH 2) auf 270 g/L (pH 3,4) in der
Fermentationsbrühe (Hevekerl, 2016), sondern es verschob sich auch das relative
Konzentrationsverhältnis mit steigendem pH-Wert von H2IA zu HIA−.

4.3.4.3 Bestimmung der Konzentrationen von Itaconsäure und Itaco-
naten in der Fermentationsbrühe

Für die Endkonzentrationen aus Kapitel 4.3.4 (S. 114) wurden im pH-Bereich von
pH 3,0–3,4 mit den errechneten Dissoziationsanteilen (s. Kapitel 4.3.4.2) die Kon-
zentrationen der einzelnen Dissoziationsformen berechnet. Zusätzlich wurden diese
Ergebnisse mit Daten von Hevekerl et al. (2014b) für pH-Werte < 3,0 ergänzt. Die
so berechneten Anteile an H2IA zu HIA− und die finale Itaconsäurekonzentration
wurden in Abbildung 4.38 über dem jeweiligen herrschenden pH-Wert am Ende
der Fermentation aufgetragen.
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Abbildung 4.38 – Endtiter der Itaconsäure basierend auf den kalkulierten Anteilen
von H2IA und HIA−. Die Daten dieser Arbeit wurden mit den Daten von Hevekerl
et al. (2014b) für pH-Werte < pH 3,0 ergänzt.
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Bei der Kultivierung ohne pH-Kontrolle mit einem finalen pH-Wert von pH 2
trat hauptsächlich H2IA auf. Mit Erhöhung des pH-Wertes von pH 3,0 auf pH 3,4
in der Produktionsphase stieg der Titer von 129 g/L auf 162 g/L an. Dabei
blieb die Konzentration von H2IA in einem ähnlichen Bereich von 115–123 g/L.
Lediglich die Konzentration von HIA− stieg von 14 g/L bei pH 3,0 über 22 g/L
(pH 3,2) auf 38 g/L bei pH 3,4 an. Im getesteten pH-Bereich trat IA2− in nicht
relevanten Konzentrationen auf (< 1 g/L). Insgesamt wurde deutlich, dass der
Anteil an HIA− anstieg, wobei die Konzentration von H2IA nahezu gleich blieb. Die
Zunahme der Konzentration an Itaconsäure könnte somit durch die Verschiebung
von H2IA zu HIA− erklärt werden.

Als Konsequenz des erhöhten pH-Werts nahm nicht nur die Löslichkeit von
Itaconsäure und deren Salzen in der Fermentationsbrühe zu, sondern es verschoben
sich auch die Konzentrationen der einzelnen Dissoziationsformen von H2IA über
HIA− zu IA2−. Anionen, wie HIA− oder IA2− können aufgrund ihrer Ladung
nicht frei durch die Cytoplasmamembran diffundieren, verbleiben im Medium und
schaden so der Zelle nicht. Die Säure dagegen diffundiert frei durch die Cytoplas-
mamembran. Besonders schwache Säuren sind dafür bekannt und dissoziieren
in der Zelle, basierend auf dem intrazellulären pH-Wert. Das Proton säuert das
Cytoplasma an und verursacht Stress oder ist wachstumsinhibierend für die Zelle.
Durch die H+ATPase kann die Zelle dem Absinken des pH-Wertes entgegenwirken
und Protonen aus der Zelle ins Medium pumpen, wobei Energie in Form von ATP
benötigt wird (Lambert and Stratford, 1999; Viegas and Sa-Correia, 1991; Plum-
ridge et al., 2004). Es kann davon ausgegangen werden, dass Itaconsäure in Form
von H2IA in die Zelle diffundiert und dort aufgrund des höheren intrazellulären
pH-Wertes dissoziiert. A. terreus schleuste H+ vermutlich über H+ATPasen und
das intrazelluläre Itaconat über Major Facilitator Superfamily Proteine (Mfs) aus
der Zelle. Diese Mfs wurden von Li et al. (2011) nachgewiesen und nutzen Energie
des elektrochemischen Gradientens der Zellmembran und benötigen kein ATP
(Pao et al., 1998; Stergiopoulos et al., 2002). Bei den gemessenen Konzentrationen
von 115–123 g/L H2IA war A. terreus vielleicht nicht mehr in der Lage einen
zusätzlichen Influx von H2IA in die Zelle mittels Efflux von H+ entgegenzuwirken.
Somit könnte der intrazelluläre pH-Wert abgesunken sein, da nicht genügend ATP
zur Verfügung stand, um den intrazellulären pH-Wert konstant zu halten. Die
ATP-Synthese basiert auf dem verfügbaren Sauerstoff innerhalb der Zelle und ist
daher von dem verwendeten Bioreaktorsystem und von der Konzentration der
gebildeten Pilzbiomasse abhängig. Aufgrund der sehr hohen BTM-Konzentration
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von 17 bzw. 22 g/L, sowie den sehr kompakten Pellets ist es möglich, dass die
Zellen nicht ausreichend mit Sauerstoff versorgt wurden, um einen höheren Influx
von H2IA in die Zelle auszugleichen.

Die Erhöhung auf pH 3,6 in der Produktionsphase zeigte keine Zunahme im
Endtiter, obwohl der HIA− sich weiter erhöhen würde. Der Grund dafür war
eine veränderte Morphologie, hin zu größeren und kompakteren Pellets und einer
weiteren Zunahme der BTM-Konzentration auf 23 g/L. Das Innere dieser deutlich
größeren und kompakteren Pellets kann nicht ausreichend mit Sauerstoff versorgt
werden und führte daher zu geringen Ausbeuten und Titern (Gyamerah, 1995a).

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass eine Korrelation zwischen der Zunahme
des Titers und der Zunahme von HIA− bestand. Der pH-Wert hatte einen positiven
Einfluss auf die Kultivierung, da sich der Dissoziationsgrad von H2IA zu HIA−

verschob. Der finale Titer stieg um die HIA−-Konzentration an, daher ist es
möglich, dass A. terreus von einer höheren H2IA Konzentration negativ beeinflusst
wurde und HIA− nicht schädlich für die Zelle war. Eine weitere Erhöhung des
Titers bei höheren pH-Werten in der Produktionsphase ist denkbar, wenn es
gelingt, dass die BTM-Konzentration nicht weiter ansteigt, A. terreus kleinere
lockere Pellets ausbildet und zusätzlich die Zellen mit ausreichend Sauerstoff
versorgt werden.

4.3.5 Einfluss von Phosphat

Die Standardkultivierung mit 0,8 g/L KH2PO4 mit einer pH-Regelung in der
Produktionsphase auf pH 3 erzielte eine Endkonzentration von 130 g/L Itaconsäure.
Hevekerl et al. (2014b) beschreibt bei einer geringeren Phosphatkonzentration von
0,1 g/L KH2PO4 einen erhöhten Titer von 145 g/L Itaconsäure mit einer geringeren
Produktivität von 1,23 g/(L·h). Vergleichend wurde mit einer pH-Regelung auf
pH 3,4 mit 0,8 g/L und 0,1 g/L KH2PO4 kultiviert.

Beide Kultivierungen sind in Abbildung 4.39 dargestellt. Die Sporen der Kul-
tivierung mit 0,1 g/L KH2PO4 keimten innerhalb der ersten 24 Stunden aus und
Itaconsäure konnte nach 1,1 Tagen festgestellt werden, zu diesem Zeitpunkt waren
noch 85 mg/L Phosphat im Medium enthalten. Der pH-Wert war auf pH 1,8
abgefallen. Nach 2,1 Tagen trat eine Phosphatlimitierung ein, wobei die Itacon-
säurekonzentration 16 g/L betrug. Nach 2,8 Tagen und bei einer Konzentration
von 35 g/L Itaconsäure wurde der pH-Wert von pH 1,9 auf pH 3,4 mit einer
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Abbildung 4.39 – Vergleich der Kultivierung von A. terreus mit 0,1 g/L und
0,8 g/L KH2PO4 in einem 1,5 L-Rührreaktor als Fed-Batch mit Glucose. Der pH-
Wert wurde mit einer 6,25 % Ammoniaklösung (Fluka, ultra trace) auf pH 3,4
angehoben und geregelt. Start-pH von pH 3,1, 1·106 submerse Sporen/mL, min. DO
25 %, 450 rpm und 35 °C. Die Pfeile symbolisieren den Beginn der pH-Kontrolle.

6,25 % Ammoniaklösung angehoben. Die Itaconsäurekonzentration stieg mit einer
maximalen Produktivität von 1,05 g/(L·h) auf 160 g/L innerhalb von 11,8 Tagen
an. Die Produktivität lag bei 0,58 g/(L·h) und die Ausbeute betrug 0,56 (w/w).
Insgesamt hatte sich 10 g/L BTM gebildet und die lockeren gleichmäßigen Pellets
hatten einen Durchmesser von 80 μm. Auffällig war, dass sich die Kulturbrühe ab
Tag 7 mit fortschreitender Kultivierung von leicht gelblich in rot-violett umfärbte
und sich Chlamydosporen bildeten.

Auch in der Kultivierung mit 0,8 g/L KH2PO4 keimten die Sporen nach 24 h aus
und die Itaconsäurebildung startete nach 1,1 Tagen. Der pH-Wert sank innerhalb
des ersten Tages auf pH 1,7 deutlich schneller ab als bei der Kultivierung mit
0,1 g/L KH2PO4. Der pH wurde im Bereich von 35 g/L Itaconsäure nach 2 Tagen
auf pH 3,4 angehoben. Es trat während der Kultivierung keine Phosphatlimitierung
auf und die Konzentration der Biotrockenmasse stieg auf 22 g/L. Nach 6,8 Tagen
wurde eine ähnliche Endkonzentration von 162 g/L Itaconsäure mit einer geringeren
Ausbeute von 0,46 (w/w) erreicht. Die maximale Produktivität war fast doppelt
so hoch mit 1,91 g/(L·h), verglichen mit der Kultivierung mit 0,1 g/L KH2PO4.
Die Pellets waren gleichmäßig und der Durchmesser war mit 160 μm doppelt so
groß, wobei die Kulturbrühe leicht gelblich gefärbt war.
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Unabhängig von der Phosphatkonzentration wurde ein Endtiter von
161 g/L ±1 g/L in beiden Kultivierungen erzielt, somit konnte das Ergeb-
nis von Hevekerl et al. (2014b), dass die Phosphatkonzentration Einfluss auf
die Endkonzentration hat, nicht bestätigt werden. Dagegen zeigten sich deutli-
che Unterschiede in der Produktivität und Ausbeute. Aufgrund der geringeren
Phosphatkonzentration von 0,1 g/L KH2PO4 trat eine Phosphatlimitierung nach
2,1 Tagen auf und es wurde mit 10 g/L 55 % weniger Biotrockenmasse gebildet als
bei der Kultivierung mit 0,8 g/L KH2PO4. Auf Basis der geringen Biotrockenmasse
mit einem kleineren Durchmesser war die Produktivität um 44 % reduziert und
die Ausbeute der Itaconsäure um 22 % erhöht. Kuenz (2008) und Hevekerl (2016)
beschreiben beide die Zunahme von Biotrockenmasse durch eine Erhöhung der
Phosphatkonzentration und somit die Steigerung der Produktivität. Die Zunahme
des Pelletdurchmessers mit höherer Phosphatkonzentration wird von Gao et al.
(2014) beschrieben, wobei auch die Biotrockenmasse zunimmt und die Ausbeute
der Itaconsäure absinkt. Insgesamt wird durch die Phosphatkonzentration nicht
der Endtiter beeinflusst, sondern nur die Biotrockenmassekonzentration. So kann
die Kultivierung entweder hinsichtlich der Ausbeute oder der Produktivität durch
eine Veränderung der Phosphatkonzentration optimiert werden.

Die geringere Biotrockenmassekonzentration mit einem Durchmesser von 80 μm
bei pH 3,4 mit 0,1 g/L KH2PO4 könnte eine Möglichkeit sein, den pH-Wert in
der Produktionsphase weiter auf > pH 3,6 anzuheben. So könnte der Anteil
der Itaconate weiter erhöht werden. Bei einer zukünftigen Verbesserung der
Itaconsäureproduktion sollte der beschriebene Einfluss berücksichtigt werden. Die
Anhebung des pH-Wertes auf pH 3,6 mit 0,8 g/L KH2PO4 resultierte in einer
Zunahme an BTM und des Pelletdurchmessers, allerdings zu keiner Zunahme
der Itaconsäurekonzentration (s. Kapitel 4.3.4, S. 114) und sollte mit geringeren
Phosphatkonzentrationen wiederholt werden.

4.3.6 Einfluss von Mangan

Um hohe Ausbeuten und Endtiter bei der Citronen- oder Itaconsäureproduktion
mit Aspergillus erhalten zu können, sollte die Konzentration von Manganionen im
Medium möglichst gering gehalten werden (Karaffa and Kubicek, 2003; Karaffa
et al., 2015). Die Anwesenheit von Mangan wirkt sich auf die Bildung der Zellwand
und somit auf die Morphologie des Pilzes aus (Kisser et al., 1980; Karaffa et al.,
2015). Für A. terreus NREL 1960 liegt die Grenze bei 3 μg/L, höhere Konzentra-
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tionen senken die Ausbeute und Titer an Itaconsäure (Karaffa et al., 2015). In
Kapitel 4.2.4.5 (S. 95) wurde bereits festgestellt, dass unter anderem die Anwe-
senheit von Mangan im Hydrolysat die Morphologie von A. terreus DSM 23081
so verändern kann, dass diese sich negativ auf den Titer auswirkte. Das Standard-
medium zur Kultivierung in dieser Arbeit wies eine Mangankonzentration von
1,7 μg/L auf. Durch die Zugabe von Glucose während der Kultivierung war davon
auszugehen, dass weitere Manganionen in das Medium eingetragen werden könnten.
Somit wäre es denkbar, dass die Konzentrationsgrenze von 3 μg/L überschritten
und so die Ausbeute oder der Titer verringert wird. Ziel war es festzustellen,
ob die Ausbeute oder der Endtiter durch eine Entfernung von Mangan aus der
Glucose mittels Ionentauscher gesteigert werden könnte. Dazu wurde eine parallele
Kultivierung von A. terreus im 1,5 L-Rührreaktor mit 0,1 g/L KH2PO4 und einer
pH-Anhebung auf pH 3 durchgeführt, wobei für den Fed-Batch Standard-Glucose
und gereinigte Glucose miteinander verglichen wurden.

Beide Kultivierungen wurden nach 11,8 Tagen beendet, da sich weder ein
Unterschied in Morphologie, Titer, Ausbeute oder max. Produktivität zeigte
(s. Tabelle 4.11). A. terreus wuchs in kleinen lockeren Pellets und der Titer lag
durchschnittlich bei 145,1 ±1,7 g/L. Auch die Ausbeute und maximale Produktivi-
tät wichen mit 3,8 % und 1,2 % nur geringfügig voneinander ab. Nach 11,8 Tagen
lag die Mangankonzentration im Standardmedium bei 2,5 μg/L und im Medium
mit gereinigter Glucose bei 1,7 μg/L. Da die Grenze von 3 μg/L in beiden Fällen
nicht überschritten wurde, war der Kultivierungsverlauf nahezu identisch.

Somit lässt sich insgesamt sagen, dass bei den Reaktorkultivierungen die-
ser Arbeit die Beeinflussung durch Manganionen und somit Auswirkungen auf
Titer und Ausbeute ausgeschlossen werden konnten. Es kam durch die Entfer-
nung von Mangan und weiteren Ionen aus der Glucose zu keiner Steigerung der
Endkonzentration oder Ausbeute.

4.3.7 Kultivierung im 15 L-Rührreaktor

Für eine potenzielle industrielle Umsetzung der Itaconsäureproduktion wurde der
optimierte Prozess in den 15 L-Maßstab überführt. Dazu wurden vergleichbare Be-
dingungen wie im 1,5 L-Rührreaktor verwendet (Kuenz et al., 2012). Es wurde eine
Kultivierung mit 0,8 g/L KH2PO4 durchgeführt und der pH-Wert nach 2,1 Tagen
auf pH 3,4 angehoben. Die maximale Produktivität sank daraufhin von 2,1 g/(L·h)
auf 0,6 g/(L·h) ab. Der Pelletdurchmesser war > 200 μm (s. Abbildung 4.40).
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Tabelle 4.11 – Vergleich des Fed-Batchs mit Standard-Glucose und gereinigter
Glucose von A. terreus im 1,5 L-Rührreaktor bei 35 °C, 450 rpm und 0,1 g/L
KH2PO4 nach 11,8 Tagen.

Standard Glucose Gereinigte Glucose

IA [g/L] 143,4 146,8
Prmax [g/(L·h)] 0,78 0,79
YP/S [w/w] 0,54 0,52
Mangan [μg/L] 2,5 1,7

Aufgrund des Einbruchs der Produktivität, vermutlich basierend auf dem großen
Pelletdurchmesser, war ein akzeptabler Titer mit einer hohen Produktivität nicht
mehr zu erwarten und die Kultivierung wurde abgebrochen.

Um den Pelletdurchmesser zu reduzieren (vgl. Kapitel 4.3.5, S. 121) und das
Absinken der Produktivität zu verhindern, wurde 0,1 g/L KH2PO4 eingesetzt
und der pH-Wert lediglich auf pH 3 angehoben. Es wurde parallel zum 15 L-
Reaktor auch eine Kultivierung in einem 1,5 L-Reaktor durchgeführt und in beiden
Systemen eine 25 % Ammoniaklösung zur Anhebung und Regelung des pH-Wertes
verwendet. Beide Kultivierungen sind in Abbildung 4.41 vergleichend dargestellt.
Der pH-Wert beider Kultivierungen sank von pH 3,1 auf pH 1,8 ab und wurde nach
1,9 Tagen auf pH 3 angehoben. Die pH-Korrektur auf pH 3 erfolgte nach Bedarf,
indem manuell die Ammoniaklösung hinzugefügt wurde. Die Sporen keimten in
den ersten 24 Stunden aus und es bildeten sich verzweigte, lockere Pellets. Nach
der Anhebung des pH-Wertes formten sich lange Mycelfäden an den Rändern der
Pellets und A. terreus formte größtenteils Chlamydosporen (s. Abbildung 4.40).

AA B C

Abbildung 4.40 – Mikroskopische Aufnahmen der Kultivierungen von A. terreus
bei 35 °C nach 3 Tagen mit 200-facher Vergrößerung. A - 15 L-Rührreaktor mit
0,8 g/L KH2PO4 und pH-Regelung mit pH 3,4, B - 1,5 L-Rührreaktor mit 0,1 g/L
KH2PO4 und pH-Regelung mit pH 3, C - 15 L-Rührreaktor mit 0,1 g/L KH2PO4
und pH-Regelung mit pH 3. Start-pH 3,1, 1·106 submerse Sporen/mL, 1,5 L-Reaktor:
min. DO 25 %, 450 rpm und 15 L-Reaktor: min. DO 20-25 %, 350 rpm.
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Abbildung 4.41 – Vergleich der Kultivierung in einem 15 L-Rührreaktor und einem
1,5 L-Rührreaktor von A. terreus mit 0,1 g/L KH2PO4. Der pH-Wert wurde nach 2
Tagen mit einer 25 % Ammoniaklösung (Fluka, ultra trace) auf pH 3 angehoben und
geregelt. Start-pH 3,1, 1·106 submerse Sporen/mL, 35 °C, 1,5 L-Reaktor: min. DO
25 %, 450 rpm und 15 L-Reaktor: min. DO 20-25 %, 350 rpm. Der Pfeil symbolisiert
den Beginn der pH-Kontrolle.

Diese Sporen keimten im weiteren Fermentationsverlauf jedoch nicht aus. Im
15 L-Reaktor waren die Pellets augenscheinlich deutlich lockerer und zeigten
mehr Mycelfäden. Nach ca. 4 Tagen waren die Pellets im stationären Wachstum
und es hatte sich durchschnittlich 10 g/L BTM im 15 L-Reaktor und 8 g/L im
1,5 L-Maßstab gebildet. Nach 7 Tagen verfärbte sich die Fermentationsbrühe des
1,5 L-Reaktor von hellgelb zu rotbraun. Die Bildung von Itaconsäure konnte im
15 L-Reaktor nach 0,1 Tagen festgestellt werden und stieg mit einer maximalen
Produktivität von 1,7 g/(L·h) an. Die maximale Konzentration von 152 g/L
Itaconsäure wurde nach 9,7 Tagen erreicht. Die maximale Produktivität im 1,5 L-
Reaktor war mit 1,1 g/(L·h) geringer und die Endkonzentration nach 11,7 Tagen
betrug 144 g/L. Die Ausbeuten lagen bei 0,56 (w/w) im 15 L-Maßstab und
0,63 (w/w) im 1,5 L-Maßstab. In beiden Systemen wurde als Hauptnebenprodukt
α-Ketoglutarsäure gebildet, nach 9,7 Tagen 3 g/L im 15 L-Maßstab und nach
11,7 Tagen 2,6 g/L im 1,5 L-Maßstab. Zusätzlich traten im 15 L-Reaktor Äpfelsäure,
cis- und trans-Aconitsäure mit Konzentrationen > 0,1 g/L auf. 0,3 g/L trans-
Aconitsäure und 0,1 g/L cis-Aconitsäure wurden am Ende der Kultivierung im
1,5 L-Reaktor nachgewiesen.
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Insgesamt betrachtet war der Transfer der Itaconsäureproduktion mit pH-
Regelung in der fortgeschrittenen Produktionsphase von einem 1,5 L-Reaktor in
einen 15 L-Reaktor erfolgreich. Nach der Modifikation der Parameter KH2PO4

(Senkung von 0,8 g/L auf 0,1 g/L) und des pH-Wertes (Senkung der Regelung
von pH 3,4 nur auf pH 3,0) zeigte sich eine vergleichbare Morphologie in beiden
Systemen. Auffällig war, dass die maximale Produktivität im 15 L-Reaktor um
54 % verglichen mit dem 1,5 L-Reaktor höher lag, auch war ein Anstieg von etwa
6 % in der Endkonzentration sichtbar. Dies ist vermutlich darauf zurückzuführen,
dass die Sporen im 15 L-System schneller auskeimten und sich durchschnittlich
2 g/L mehr BTM im Vergleich zum 1,5 L-Maßstab gebildet hatte. Das schnellere
Auskeimen und die höhere Biotrockenmassekonzentration basierte wahrscheinlich
auf einem besseren Energieeintrag, Strömungsprofil oder Sauerstoffeintrag im
15 L-Reaktorsystem. Alle drei Gründe sind in der Literatur ausführlich für die
Itaconsäureproduktion mit A. terreus untersucht worden (Park et al., 1993; Yahiro
et al., 1997; Gyamerah, 1995b; Riscaldati et al., 2000; Shin et al., 2013). So
zeigte Shin et al. (2013) in einem Scale-up mit konstantem KLa von einem
5 L- in einen 50 L-Rührreaktor, dass sich der Scherstress auf das Pellet im
größeren Maßstab reduziert. Es wurden geringere Drehzahlen und Begasungsraten
im 50 L-Reaktor benötigt, um die gleichen Sauerstoffübergangskoeffizienten zu
erzielen. Auch Yahiro et al. (1997) bevorzugt eine Reaktorform mit geringerem
Energieeintrag für die Itaconsäureproduktion, einen Airliftreaktor, um Titer und
Ausbeute zu verbessern. In der vorliegenden Arbeit wurde die Rührerdrehzahl
von 450 rpm auf 350 rpm beim Scale-up abgesenkt, um den Energieeintrag der
drei Rushton-Impeller im Vergleich zum hängenden Magnetrührstäbchen im 1,5 L-
Reaktor anzupassen. Zusätzlich war A. terreus im 15 L-Reaktorsystem vermutlich
besser mit Sauerstoff versorgt, sodass sich mehr Biotrockenmasse bildete und
die Ausbeute der Itaconsäure absank. Auch Okabe et al. (1993) beschreibt die
Zunahme von Pilzbiomasse bei höheren Begasungsraten. Denkbar ist, dass die
unterschiedlichen Begasungssysteme Auswirkung auf die Itaconsäureproduktion
hatten. Im 15 L-System wurde eine Ringbegasung verwendet, die sich unterhalb
der Rührer befand (s. Abbildung 3.2, S. 28), so wurden die Blasen zerschlagen,
dispergiert und im Reaktor verteilt. Im 1,5 L-Reaktor wurde eine Begasungsfritte
verwendet (s. Abbildung 3.1, S. 26). Die Luft wurde durch die Membran mit Poren
gepresst, sodass feine Blasen entstanden, die vom Rührer lediglich im Reaktor
verteilt wurden.
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Bezogen auf die ermittelten pKS-Werte und Dissoziationsverteilung der Ita-
consäure (s. Kapitel 4.3.4.3, S. 119), lag im 15 L-Reaktor nach 9,7 Tagen die
Itaconsäure in 135 g/L H2IA und 17 g/L HIA− vor. Im 1,5 L-Reaktor waren es
nach 11,7 Tagen 128 g/L H2IA und 16 g/L HIA−. Auch der leicht erhöhte Endtiter
und die damit erhöhte H2IA Konzentration könnte auf die bessere Sauerstoffver-
sorgung im 15 L-Reaktor hindeuten. So könnte A. terreus in der Lage gewesen
sein durch die bessere Versorgung mit Sauerstoff mehr ATP zu bilden und so das
H+ der einströmenden Itaconsäure (H2IA) über H+-ATPasen aus der Zelle zu
befördern.

Generell betrachtet war der Scale-up erfolgreich und die Itaconsäureproduktion
mit einer pH-Anhebung in der fortgeschrittenen Produktionsphase könnte in
den Pilotmaßstab überführt werden. Dabei ist besonderes auf eine ausreichende
Sauerstoffversorgung, geringen Scherstress und die daraus resultierende förderliche
Morphologie zur Itaconsäureproduktion zu beachten.

4.3.8 Vergleich der Kultivierungen mit der Literatur

Zur besseren Übersicht und Vergleichbarkeit sind die optimierten Kultivierungen
dieser Arbeit in Tabelle 4.12 aufgelistet. Insgesamt zeigten die Kultivierungen
mit einer höheren Phosphatkonzentration von 0,8 g/L KH2PO4 und einer pH-
Regelung in der fortgeschrittenen Produktionsphase auf pH 3,4, die höchste
max. Produktivität von 1,9 g/(L·h). Dagegen war die Ausbeute mit 0,46 (w/w)
geringer als bei Kultivierungen mit 0,1 g/L KH2PO4, da mehr BTM gebildet
wurde. Unabhängig von der Phosphatkonzentration wurde ein Titer von ungefähr
160 g/L erzielt. Trotz des Einsatzes von 0,1 g/L KH2PO4 wurde eine hohe max.
Produktivität von 1,7 g/(L·h) im 15 L-Reaktor erzielt. Vermutlich durch eine
bessere Versorgung der Pellets mit Sauerstoff war die Produktivität um 55 %
erhöht, verglichen mit dem 1,5 L-Reaktor. Auch konnte im 15 L-Maßstab wegen
der geringen BTM-Produktion auf Basis der niedrigen Phosphatkonzentration
eine hohe Ausbeute von 0,56 (w/w) erreicht werden.

In der Literatur (s. Tabelle 4.12, S. 129) wurde noch keine höhere Itaconsäu-
rekonzentration als in dieser Arbeit beschrieben. Verglichen mit dem höchsten
Titer von 129 g/L mit einer entsprechenden Produktivität von > 1 g/(L·h) und
ähnlicher Kultivierungsstrategie von Hevekerl et al. (2014b) wurde die Itacon-
säurekonzentration um 26 % gesteigert. Aufgrund der hohen BTM-Bildung in
dieser Arbeit lag die Ausbeute im 1,5 L-Reaktor nur in einem mittleren Bereich
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Tabelle 4.12 – Vergleich der Ergebnisse zur Itaconsäureproduktion mit Glucose in
Rührkesselreaktoren und einer pH-Kontrolle in der fortgeschrittenen Produktions-
phase.

Maßstab pH KH2PO4 IA t Prmax YP/S

[-] [g/L] [g/L] [d] [g/(L·h)] [w/w]

1,5 L 3 0,8 129 6,7 1,6 0,57
3,4 0,8 162 6,8 1,9 0,46
3 0,1 144 11,7 1,1 0,63

3,4 0,1 161 11,8 1,1 0,58
15 L 3 0,1 152 9,7 1,7 0,56

von 0,46 (w/w). Mit einer Produktivität von 1,01 g/(L·h) liegt diese Arbeit im
oberen Bereich der in der Literatur beschriebenen Produktivitäten. Höhere oder
vergleichbare Produktivitäten erreichen nur kontinuierliche Verfahren mit sehr ge-
ringen Ausbeuten von max. 0,29 (w/w) (Kautola et al., 1985) oder Kultivierungen,
in denen eine Vorkultur zur Verkürzung der lag-Phase genutzt wurde (Cros and
Schneider, 1993; Nubel and Ratajak, 1962). Generell betrachtet schwanken die
Titer in der Literatur in Rührreaktoren zwischen 70 und 91 g/L mit einer Ausbeute
von ungefähr 0,55 (w/w) (Cros and Schneider, 1993; Nubel and Ratajak, 1962;
Batti and Schweiger, 1963; Kuenz et al., 2012). Teilweise laufen die Kultivierungen
ohne pH-Regelung ab oder der pH-Wert wird in der Produktionsphase auf einen
pH-Wert > pH 3 angehoben. Eine Ausnahme stellen die Ergebnisse von Karaffa
et al. (2015) da. Dabei wurden Erkenntnisse aus der Citronensäureproduktion
mit Aspergillus niger erfolgreich auf die Itaconsäureproduktion anwendet. Die
Entfernung von Manganionen aus dem Medium führte zu einer Steigerung des
Titers auf 133 g/L Itaconsäure und einer Ausbeute auf 0,65 (w/w). Dieses Beispiel
verdeutlicht, wie ähnlich sich Citronensäure- und Itaconsäureproduktion sind,
da beide Produkte von der Gattung Aspergillus produziert werden und aus dem
Citratzyklus stammen.

Die typische industrielle Produktion von Citronensäure liegt zwischen 160 und
200 g/L innerhalb von 5–12,5 Tagen (Anastassiadis et al., 2008; Roehr et al.,
1996). Industrielle Daten für die Itaconsäureproduktion sind eher rar (Willke and
Vorlop, 2001). Vermutlich liegt der typische industriell erzielte Titer zwischen
70–90 g/L basierend auf den Patenten von Batti and Schweiger (1963) und Nubel
and Ratajak (1962). In Abbildung 4.42 sind vergleichend eine Produktionskurve
einer typischen industriellen Citronensäureherstellung und die Itaconsäurepro-
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Abbildung 4.42 – Vergleich einer typischen industriellen Citronensäureproduktion
mit A. niger nach Roehr et al. (1996) und die Itaconsäureproduktion mit A. terreus
dieser Arbeit in einem 15 L-Rührreaktor. Der Konzentrationsbereich einer typischen
industriellen Itaconsäureproduktion wurde auf Basis von Batti and Schweiger (1963)
und Nubel and Ratajak (1962) geschätzt.

duktion dieser Arbeit im 15 L-Reaktor mit der Regelung des pH-Wertes nach
1,9 Tagen auf pH 3 dargestellt. Es wird deutlich, dass die lag-Phase der Ita-
consäureproduktion im Vergleich zur Citronensäureproduktion deutlich verkürzt
ist. Aus diesem Grund liegt bis zu 6,5 Tage die Konzentration der Itaconsäure
oberhalb der Citronensäurekonzentration. Durch ein kontinuierliches Absinken der
Produktivität ab 4,5 Tagen der Itaconsäureproduktion und einer gleichbleibenden
Citronensäureproduktivität, nimmt die Citronensäurekonzentration ab diesem
Zeitpunkt deutlich stärker zu. Die Itaconsäurekonzentration erreicht ihr Maximum
von 152 g/L nach 9,7 Tagen und Citronensäure nach 12 Tagen mit etwa 200 g/L.
Zwar liegt die erzielte Itaconsäurekonzentration noch immer unterhalb der End-
konzentration der Citronensäureproduktion, aber der anzunehmende industriell
zu erzielende Konzentrationsbereich der Itaconsäureproduktion wurde deutlich
übertroffen. Die entwickelte Kultivierungsstrategie dieser Arbeit mit pH-Regelung
könnte durch die hohe Produktivität im Vergleich zur Citronensäureherstellung,
einer guten Ausbeute von 0,56 (w/w) und einem deutlich gesteigerten Titer von
152 g/L Itaconsäure die industrielle Itaconsäureproduktion wesentlich verbessern.
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KAPITEL 5

Zusammenfassung und Ausblick

Itaconsäure zählt zu den chemischen Grundstoffen für die Polymerindustrie, die auf
Basis von nachwachsenden Rohstoffen hergestellt werden können. Jedoch basiert
die Produktion immer noch auf reinen Zuckern, Melassen oder Stärkehydrolysaten,
da der industriell verwendete Stamm A. terreus sehr sensitiv auf Verunreinigungen
und schwankende Zusammensetzungen in alternativen Substraten reagiert. Dies
hat zur Folge, dass Titer, Produktivität und Ausbeute stark absinken.

Dieses Problem wurde in der vorliegenden Arbeit mit einer systematischen
Studie untersucht und mögliche Störstoffe und Inhibitoren aus Hydrolysaten iden-
tifiziert und quantifiziert. Dazu wurde zuerst ein Screening auf Glucose nach alter-
nativen Itaconsäurebildnern durchgeführt, die als weniger empfindlich gegenüber
Verunreinigungen gelten. Es wurden mit Ustilago maydis DSM 17144 der Stamm
mit dem höchsten Titer auf Glucose und Ustilago rabenhorstiana NBRC 8995 mit
der geringsten Konzentration an organischen Säuren als Nebenprodukt ausgewählt.
Schrittweise wurde die Nutzung unterschiedlicher Monosaccharide, der Einfluss
der Enzymformulierung und von Zuckerabbauprodukten aus der Biomassevorbe-
handlung, sowie die Verwertung eines synthetischen Weizenkaffhydrolysats und
die Auswirkungen auf die Itaconsäureproduktion untersucht. Die dabei erzielten
Produktivitäten, Titer und Ausbeuten der beiden Ustilago-Stämme wurden mit
Aspergillus terreus DSM 23081 verglichen.
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A. terreus und U. rabenhorstiana zeigten ein ähnliches Substratspektrum
bei den getesteten Monosacchariden. Itaconsäure wurde auf Glucose, Fructose,
Mannose, Xylose und Arabinose nachgewiesen. Dagegen war es nicht möglich, mit
U. maydis auf Xylose und Arabinose Itaconsäure zu bilden. Bei der Untersuchung
möglicher Zuckerabbauprodukte lag der Vorteil bei Verunreinigung des Mediums
durch schwache Säuren aufseiten der Ustilago-Stämme. Einer der Gründe hierfür
liegt im pH-Wert der jeweiligen Kultivierungssysteme. Bei der Itaconsäureproduk-
tion mit A. terreus sinkt der pH-Wert auf < pH 3,1, die schwache Säure liegt als
nicht-dissoziierte Form vor, diffundiert durch die Zellmembran ins Cytoplasma
und senkt den intrazellulären pH-Wert. Der pH-Wert der Ustilago-Fermentation
lag dagegen zwischen pH 5,5–pH 6,7, wodurch die schwachen Säuren als Anion
kaum Einfluss auf die Itaconsäurebildung zeigten. Dagegen inhibierten Konzentra-
tionen von Furanderivaten > 0,1 g/L die Itaconsäurebildung der beiden Hefen,
wobei mit A. terreus noch eine geringe Itaconsäureproduktion von etwa 10 %
der ursprünglichen Produktivität ohne Zusatz nachgewiesen werden konnte. Die
Empfindlichkeit des filamentösen Pilzes zeigte sich sehr deutlich bei der Zuga-
be durch das Enzym Biogazyme 2x. Die Salze der Formulierung inhibierten ab
einer Konzentration von 9,4 g/L Biogazyme 2x das Wachstum, wogegen es bei
den Ustilago-Stämmen zu keinem Einbruch der Itaconsäureproduktion kam. Der
größte Vorteil von A. terreus stellte sich bei der Untersuchung von synthetischem
Weizenkaffhydrolysat heraus. Der erzielte Titer von 51,5 g/L mit A. terreus war
dreimal so hoch, wie die Titer der Hefen. Zusätzlich lag der prozentuale Anteil
der Nebenprodukte bei unter 3 %, wohingegen beide Ustilago-Stämme neben der
Bildung weiterer organischer Säuren auch die Produktion intrazellulärer Lipide
zeigten. Aus diesen Gründen wurde sich für die weitere Itaconsäureproduktion
auf Basis von Lignocellulose für den filamentösen Pilz A. terreus entschieden.

Auf der Grundlage von systematischen Untersuchungen zu störenden Kompo-
nenten im Kultivierungsmedium von A. terreus wurde eine alkalische Vorbehand-
lung für das Weizenkaff ausgewählt. Diese Methode zeigt bei Raumtemperatur
geringe Konzentrationen an störenden Zuckerabbauprodukten und ist zudem
effektiv bei der Auflösung der komplexen Struktur der Lignocellulose. Zuckerab-
bauprodukte wie Acetat wurden mittels Waschschritten vor der enzymatischen
Hydrolyse bei pH 4,8, 50 °C und 10 FPU/gBiomasse Biogazyme 2x entfernt. Durch
Eindampfen des Hydrolysats wurden die enthaltene Glucose, Xylose und Ara-
binose aufkonzentriert und störende Proteine ausgefällt. Mit dem so erhaltenen
Hydrolysat konnten ohne aufwendiges Aufreinigungsverfahren mit A. terreus
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23,3 g/L Itaconsäure mit einer Ausbeute von 0,27 (w/w) erzielt werden. Eine
zusätzliche Aufreinigung des Hydrolysats mittels Kationentauscher führte zu
einer Steigerung des Titers auf 27,7 g/L Itaconsäure und einer Ausbeute von
0,41 (w/w). Somit ist es auf Basis der systematischen Studie gelungen, Weizenkaff
erfolgreich für die Itaconsäureproduktion zu nutzen. Spezielle Einflussfaktoren
wurden herausgearbeitet und dienen als Grundlage für zukünftige Arbeiten mit
A. terreus auf nachwachsenden Rohstoffen. Verglichen mit der Verwendung von
Glucose als Substrat sind die erzielten Ergebnisse mittelmäßig und die miteinander
kombinierten Verfahren (Vorbehandlung, enzymatische Hydrolyse und Aufreini-
gung) bilden noch keinen attraktiven Prozess auf Basis von Lignocellulose mit
hoher Itaconsäureausbeute und hohem Titer. Unter Berücksichtigung der heraus-
gestellten Inhibitoren, höheren Zuckerkonzentrationen, einer Optimierung oder
Änderung in der Vorbehandlung und enzymatischen Hydrolyse, kann jedoch ein
attraktiver Prozess für die Produktion von Itaconsäure auf Basis nachwachsender
lignocellulosehaltiger Rohstoffe entwickelt werden.

Neben der Produktion von Itaconsäure auf Basis von Weizenkaff als ligno-
cellulosehaltigem Substrat, wurde auch die Produktion auf Basis von Glucose
weiter untersucht. Dabei wurde im Detail der Einfluss des pH-Wertes auf die
Kultivierung untersucht, der bereits bei Hevekerl et al. (2014b) zu einer Steigerung
des Titers von 91 g/L auf 129 g/L Itaconsäure führte, indem der pH-Wert nach
zwei Tagen auf pH 3 angehoben und geregelt wurde. In dieser Arbeit stellt sich
heraus, dass der Zeitpunkt der Aktivierung für die pH-Regelung kein fest gewählter
Zeitpunkt sein muss, sondern lediglich in der fortgeschrittenen Produktionsphase
gewählt werden muss, um eine Steigerung der Itaconsäurekonzentration zu erzielen.
Die fortgeschrittene Produktionsphase liegt bei einer Itaconsäurekonzentration
> 20 g/L. Somit kann die Aktivierung der pH-Regelung frei im Konzentrationsbe-
reich von 20–70 g/L Itaconsäure aktiviert werden. Zusätzlich stellte sich heraus,
dass der optimale pH-Wert für eine Regelung bei pH 3,4 liegt. Diese Optimierung
führte im Vergleich zu Hevekerl et al. (2014b) zu einer Steigerung des Titers
um weitere 26 % auf 162 g/L Itaconsäure mit einer Ausbeute von 0,46 (w/w).
Aktuell ist dieser Wert die höchste veröffentlichte Itaconsäurekonzentration in der
Literatur. Zusätzlich konnte festgestellt werden, dass während der Kultivierung
weder eine Phosphat-, noch eine Stickstofflimitierung vorlag. Auch eine negative
Beeinflussung des Titers durch eine zu hohe Mangankonzentration im Medium
konnte ausgeschlossen werden.
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Mit zunehmendem pH-Wert nimmt auch die Löslichkeit der Itaconsäure in
der Fermentationsbrühe zu, indem sich der Dissoziationsgrad von Itaconsäure
zu Itaconat verschiebt. Es konnte ein Zusammenhang zwischen dem Anstieg
des Titers und dem steigenden Anteil des Itaconates (HIA−) festgestellt werden.
Vermutlich diffundiert die undissoziierte Itaconsäure in die Zelle und dissoziiert
dort in Anion und Proton. Das Proton wird unter ATP-Verbrauch wieder aus
der Zelle transportiert und um den intrazellulären pH-Wert konstant zu halten.
Abhängig von der Versorgung der Biomasse mit Sauerstoff, dem Rührsystem oder
der Morphologie des Pilzes kann die Zelle nur bestimmte Maximalkonzentrationen
an H2IA (115–123 g/L) ausgleichen. Somit führte die pH-Regelung dazu, dass in
der Fermentationsbrühe für A. terreus unschädliches HIA− entstand und deswegen
die Endkonzentration weiter gesteigert werden konnte. Der genaue Einfluss der
einzelnen Dissoziationsformen auf die Zelle sollte für eine genauere Aussage näher
betrachtet werden.

Eine weitere Erhöhung des pH-Werts auf pH 3,6 war nicht zielführend. Es
bildeten sich kompaktere und größere Pellets mit einer geringeren Produktivität
und niedrigerem Titer. Generell ist eine weitere Steigerung des Titers bei höheren
pH-Werten mit Verschiebung des Dissoziationsgrades denkbar, wenn es gelingt,
dass sich die Morphologie von A. terreus nicht verändert. In nachfolgenden
Untersuchungen sollte daher der Fokus auf einer gleichbleibenden Morphologie
liegen.

Die Kultivierung wurde zudem erfolgreich vom 1,5 L-Maßstab in den 15 L-
Maßstab überführt. Auch hier kam es zu einer abweichenden Morphologie und
einer erhöhten Biomassebildung. Aus diesem Grund wurde die Phosphatkonzen-
tration von 0,8 g/L auf 0,1 g/L KH2PO4 reduziert und der pH-Wert nur auf
pH 3,0 angehoben. Es konnte eine Itaconsäurekonzentration von 152 g/L mit
einer Ausbeute von 0,56 (w/w) erzielt werden. Somit ist es gelungen, die Itacon-
säureproduktion mit einem A. terreus-Wildtypstamm weiter zu verbessern und
ein ähnliches Konzentrationsniveau wie bei der industriellen Citronensäurepro-
duktion zu erlangen. Somit können die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit die
industrielle Itaconsäureproduktion deutlich verbessern und zu einer Verringerung
der Produktionskosten führen.
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ANHANG A

Verzeichnisse und Listen

A.1 Abkürzungs- und Symbolverzeichnis

Tabelle A.1 – Liste der verwendeten Abkürzungen.

Abkürzung Bezeichnung

A Aktivkohle
Adi1 Aconitat-Δ-Isomerase
ALR Airlift-Reaktor
ATP Adenosintriphosphat
BTM Biotrockenmasse
CAD cis-Aconitat-Decarboxylase
CBP konsolidierter Bioprozess

engl.: consolidated bioprocessing
CSTR kontinuierlicher Rührkesselreaktor

engl.: continuously stirred tank reactor
DNS 3,5-Dinitrosalicylsäure
DO Sauerstoffsättigung

engl.: dissolved oxygen
DSMZ Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
EG Endoglucanase
EMPP Embden-Meyerhof-Parnas Weg

engl.: Embden-Meyerhof-Parnas pathway
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Abkürzung Bezeichnung

ERY Erythrit
EX Exoglucanase
FPU Filterpapiereinheiten

engl.: filter paper units
GC-MS Gaschromatographie mit Massenspektrometrie-Koppelung

engl.: gas chromatography–mass spectrometry
H2IA nicht-dissoziierte Itaconsäure
HIA− einfach-dissoziierte Itaconsäure
HMF 5-Hydroxymethylfurfural
HPAEC Hochleistungsanionenaustauschchromatographie

engl.: high performance anion exchange chromatography
HPLC Hochleistungsflüssigkeitschromatographie

engl:. high performance liquid chromatography
IA Itaconsäure
IA2− zweifach-dissoziierte Itaconsäure
IC Ionenchromatographie
ICP induktiv gekoppeltes Plasma

engl.: inductively coupled plasma
Itp1 Itaconsäureexporter
K Kationentauscher
k. A. keine Angabe
MAL Malat
MEL Mannosylerythritollipid
MfS Major-Facilitator-Superfamilie
Mtt1 mitochondiraler cis-Aconiatatexporter
OD optische Dichte
OES optische Emissionsspektrometrie
PAD gepulste amperometrische Detektion

engl.: pulsed amperometric detection
PPP Pentosephosphatweg

eng.: pentose phosphate pathway
RI Brechungsindex

engl.: refractive index
rpm Umdrehungen pro Minute

engl.: revolutions per minute
RT Raumtemperatur
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Abkürzung Bezeichnung

SHF Separate Hydrolyse und Fermentation
SK Schüttelkolben
SSF Simultane Verzuckerung und Fermentation

engl.: simultaneous saccharification and fermentation
STR Rührkesselreaktor

engl.: stirred tank reactor
SUC Succinat
Tad1 trans-Aconitase
UV ultraviolett
YEPS Hefeextrakt-Pepton-Saccharose

engl.: yeast extract-peptone-sucrose

Tabelle A.2 – Liste der verwendeten Formelzeichen.

Formelzeichen Einheit Bedeutung

0 [-] Startpunkt
A [mm2] Fläche
c [g/L] Konzentration
h [mm] Höhe
n [-] Mittelwert
P [-] Produkt
Pr [g/(L·h)] Produktivität
S [-] Substrat
t [h] Zeit
YP/S [w/w] Ausbeute
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A.2 Chemikalienliste

Tabelle A.3 – Liste der verwendeten Chemikalien und Standards.

Chemikalie Reinheit Lieferant

Aceton ≥ 99,9 % Merck
cis-Aconitsäure 98 % Sigma Aldrich
trans-Aconitsäure 99 % Fluka
Ameisensäure 98-100 % zur Analyse Merck
Agar-Agar für die Mikrobiologie Merck
Ammoniaklösung 25 % reinst Fluka
Äpfelsäure ≥ 99 % Carl Roth
Bernsteinsäure zur Analyse Fluka
Biogazyme 2x Pulver, T. reesei ASA Spezialenzyme
Bradfordreagenz Sigma
Chloroform ≥ 99,8 % Sigma Aldrich
3,5-Dinitrosalicylsäure zur colorimetrischen Be-

stimmung reduzierender
Zucker

Sigma Aldrich

meso-Erythritol ≥ 99 % Sigma
Essigsäure 96 % zur Analyse Merck
Ethanol 96 %, reinst Carl-Roth
Filterpapier Whatman No. 1, 87 g/m2 Sigma
Fumarsäure zur Analyse Alfa Aesar
Furfural zur Analyse Merck
Glycerin, wasserfrei ≥ 98 % Carl Roth
Heneicosansäure ≥ 99 % Sigma Aldrich
Hefeextrakt für die Mikrobiologie Merck
n-Hexan reinst Merck
4-Hydroxybenzoesäure 99 % Alfa Aesar
5-Hydroxymethylfurfural ≥ 98 % Sigma Aldrich
K-Na-Tartrat· 4 H2O ≥ 99 %, reinst Merck
Kationentauscherharz Dowex 50W-X8, 100/200-

mesh
Sigma Aldrich

Ketoglutarsäure 99 % Riedel de Haën
KOH zur Analyse Merck
Lävulinsäure zur Synthese Merck
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Chemikalie Reinheit Lieferant

Methanol HPLC Ultra Gradient
Grade

Carl Roth

Methylsulfonsäure ≥ 9,5 % Sigma Aldrich
Natriumacetat wasserfrei electrochemical grade Thermo Fisher
Natriumcitrat Sigma
Natriummetabisulfite ≥ 97 % VWR
NaOH zur Analyse Merck
NaOH 50-52 % in Wasser, für IC Fluka
Natriumsulfat wasserfrei Fluka
Nilrot technisch Sigma
Pepton/Trypton aus Casein Carl Roth
Rinderserumalbumin 99 % Sigma
Salpetersäure 69 % Supra Carl Roth
Schwefelsäure 0,5 M Fixanal Fluka
Schwefelsäure 72 % zur Analyse AppliChem
Schwefelsäure 98 % 98 % Carl Roth
Syringaldehyde 98+ % Alfa Aesar
Vanillin reinst AppliChem
Wasserstoffperoxid 30 %, Suprapur Carl Roth

Salze
CaCl2· 2 H2O zur Analyse, 99 % Merck
CaCO3 gefällt Carl Roth
CuSO4· 5 H2O zur Analyse Merck
FeCl3· 6 H2O zur Synthese Merck
FeSO4· 7 H2O rein Merck
KCl zur Analyse Merck
KH2PO4 zur Analyse, ≥ 99,5 % Merck
NaCl reinst, 99,5 % Merck
NH4Cl zur Analyse Merck
NH4NO3 zur Analyse, ≥ 99 % Fluka
NaNO3 zur Analyse Merck
MgSO4· 7 H2O reinst, ≥ 99 % Merck
ZnSO4· 7 H2O rein, 98 % Merck
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Chemikalie Reinheit Lieferant

Zucker
L-Arabinose ≥ 99 %, für die Biochemie Carl Roth
D-Fructose ≥ 99 %, für biochemische

Zwecke
Merck

D-Galactose high purity grade Amresco
Glucose· H2O für die Mikrobiologie Carl Roth
D-Mannose 99 % Alfa Aesar
L-Rhamnose· H2O 99 % Alfa Aesar
Saccharose für die Mikrobiologie Merck
D-Xylose ≥ 99 % Sigma Aldrich

Standards
Anionen-Multielement-
standard, 7 Anionen

in Wasser Carl Roth

Kationen-Multielement-
standard, 6 Kationen

in 0,1 % HNO3 Carl Roth

FAME-Mixstandard, 37
Komponenten

in Methylenchlorid Sigma Aldrich

ICP-Multielement Stan-
dard, 28 Elemente

Rotistar 100 mg/L in 5 %
HNO3

Carl Roth

Phosphat ICP-Standard Rotistar 1000 mg/L in
Wasser

Carl Roth

Schwefel ICP-Standard Rotistar 1000 mg/L in
Wasser

Carl Roth

Wolfram ICP-Standard Rotistar 1000 mg/L in
4 % NH3

Carl Roth
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A.3 Geräteliste

Tabelle A.4 – Auflistung der verwendeten Geräte, die zuvor nicht erwähnt wurden.

Gerät Typ Hersteller

Analysenwaage Analytic A 200 S Satorius AG, Göttingen
Autoklav DX-23 SysTec GmbH, Linden
Autoklav VX-40 SysTec GmbH, Linden
Kontaktthermometer ETS-D5 IKA-Werke, Staufen im

Breisgau
Kühlaggregat WK450 MGW Lauda, Lauda-

Königshofen
Inkubator Minitron Infors AG, Bottmingen,

Schweiz
Magnetrührer RCT basic IKA-Werke, Staufen im

Breisgau
MR Heidolph Instruments Lab-

ortechnik, Schwabach
mV-Meter pH410 WTW, Weilheim
pH-Elektroden InLab Micro Mettler Toledo Inc., Colum-

bus, USA
405-DPAS-SC-K8S Mettler Toledo Inc., Colum-

bus, USA
pH-Meter pH526 WTW, Weilheim
Photometer T80 P.G. Instruments Ltd, Wib-

toft, England
Reinstwasseranlage MilliQplus 185 Merck KGaA, Darmstadt
Redox-Elektrode Pt4805-DPAS-SC-K8S Mettler Toledo Inc., Colum-

bus, USA
Sauerstoffsensor InPro 6800 Mettler Toledo Inc., Colum-

bus, USA
Sterilwerkbank Herasafe Heraeus GmbH, Hanau
Thermostat RMG+RMS MGW Lauda, Lauda-

Königshofen
Trockenschränke UE 400 230 V Memmert GmbH + Co. KG,

Schwabach
UT6420 Heraeus GmbH, Hanau

Vortexmischer Genius3 IKA-Werke, Staufen im
Breisgau
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Gerät Typ Hersteller

Waage EW 6200-2NM Kern & Sohn GmbH,
Balingen-Frommern

Wasserbad 1002 Gesellschaft für Labortech-
nik GmbH, Burgwedel

Zentrifugen Centrifuge 5417R Eppendorf AG, Hamburg
Biofuge stratos Heraeus GmbH, Hanau
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ANHANG B

Analysenergebnisse

B.1 Synthetische Hydrolysate

Tabelle B.1 – Zusammensetzung des synthetischen Weizenkaffhydrolysats nach
Anders (2014).

Monosaccharid Konzentration
[g/L]

Glucose 37
Xylose 33
Arabinose 25
Galactose 7,5
Rhamnose 2,5
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Tabelle B.2 – Zusammensetzung des synthetischen Orangenschalenhydrolysats.

Monosaccharid Konzentration
[g/L]

Glucose 39
Xylose 7
Arabinose 29
Galactose 22
Mannose 6

Tabelle B.3 – Zusammensetzung des synthetischen Zitterpappelhydrolysats nach
Janga et al. (2011).

Monosaccharid Konzentration
[g/L]

Glucose 67,5
Xylose 26,5
Arabinose 0,7
Galactose 2,5
Mannose 2,7

Tabelle B.4 – Zusammensetzung des synthetischen Fichtenhydrolysats nach Sassner
et al. (2008).

Monosaccharid Konzentration
[g/L]

Glucose 65
Xylose 9
Arabinose 3
Galactose 3
Mannose 20
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B.2 Fettsäuren

Tabelle B.5 – Gebildete Fettsäuren der Ustilago-Stämme bei einer Kultivierung
mit Glucose.

Fettsäure Ustilago maydis Ustilago rabenhorstiana
DSM 17144 NBRC 8995
[mg/gBTM] [mg/gBTM]

Methylhexanoat
(C6:0)

12,66 n.n.

Methyldodecanoat
(C12:0)

6,09 n.n.

Methylmyristat
(C14:0)

11,16 1,46

Methylpalmitat
(C16:0)

64,48 30,04

Methylpalmitoleat
(C16:1)

15,06 1,55

Methylstearat
(C18:0)

12,78 16,94

Methylelaidinat
(C18:1n9trans)

117,9 1,83

Methyllinolenat
(C18:2n6trans)

103,12 48,38

Methylarachinoat
(C20:0)

8,12 n.n.

cis-8,11,14-
Eicosatriensäure-
methylester
(C20:3n6)

7,75 n.n.

Methylbehenoat
(C22:0)

12,96 4,42

Methyltetracosanoat
(C24:0)

2,83 2,45
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B.3 Ammoniaklösungen

Tabelle B.6 – Spurenelemente in 6,25 % (v/v) Ammoniaklösungen.

Element Wellenlänge Rotipuran,
Carl Roth

ultra trace,
Fluka

ACS Reagenz,
Sigma-Aldrich

[mg/L] [mg/L] [mg/L]

Ag 328 nm n.n. n.n n.n.
Al 396 nm 0,0381 0,0725 0,7706
As 189 nm n.n. n.n. n.n.
B 249 nm n.n. 0,0001 1,93
Ba 455 nm 0,0013 0,0019 0,0056
Be 234 nm n.n. n.n. n.n.
Bi 223 nm n.n. n.n. n.n.
Ca 422 nm 0,0375 n.n. 0,0156
Cd 214 nm n.n. n.n. n.n.
Co 228 nm n.n. n.n. n.n.
Cr 267 nm n.n. n.n. n.n.
Cu 324 nm n.n. n.n. 0,0006
Fe 259 nm n.n. 0,0094 0,0194
K 766 nm 3,06 2,53 2,95
Li 670 nm n.n. 0,0019 0,0575
Mg 280 nm 0,0013 0,0006 0,0031
Mn 293 nm n.n. n.n. n.n.
Mo 202 nm n.n. n.n. n.n.
Na 589 nm 0,1681 0,1843 79
Ni 231 nm n.n. n.n. n.n.
P 177 nm 0,87 0,58 0,49
Pb 220 nm n.n. 0,0013 0,0019
S 182 nm n.n. n.n. n.n.
Sb 217 nm n.n. n.n. n.n.
Se 203 nm n.n. n.n. n.n.
Sr 407 nm n.n. n.n. 0,0013
Ti 337 nm n.n. n.n. n.n.
Tl 190 nm n.n. n.n. n.n.
W 239 nm n.n. n.n. n.n.
Zn 206 nm n.n. n.n. 0,0156
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