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1. Zusammenfassung 

Friulimicin ist ein hochwirksames Antibiotikum gegen gram-positive multiresistente 

Bakterien wie methicillinresistente Staphylokokken und Enterokokken (MRS, MRE). 

Zum besseren Verständnis der Biosynthese und zur Untersuchung von Möglichkeiten 

zur Steigerung der Produktivität des Lipopeptid-Antibiotikums Friulimicin in dem 

„seltenen Aktinomyzeten“ Actinoplanes friuliensis wurden verschiedene 

Modellprozesse entwickelt. 

Für die Entwicklung von Modellprozessen und zur Charakterisierung der 

Friulimicinbiosynthese in A. friuliensis wurde ein chemisch definiertes Nährmedium 

verwendet. In diesem definierten Nährmedium konnte der Einfluss von einzelnen 

Nährmedienbestandteilen auf die physiologischen und morphologischen 

Eigenschaften des Myzelbildners A. friuliensis untersucht und 

Nährmedienanpassungen zur Steigerung der Biomasse- und der Friulimicinausbeute 

vorgenommen werden. Aus den Kultivierungen mit definiertem Nährmedium wurden 

zudem Ansätze für die Entwicklung von Prozessführungsstrategien und 

Möglichkeiten zur erweiterten Prozessanalyse abgeleitet.  

Bei der Entwicklung von Prozessführungsstrategien zeigten Fed-Batch-Prozesse 

großes Potential zur Steigerung der Produktivität von Friulimicin. Der 

Nährmedienbestandteil Phosphat ist essentiell für das Zellwachstum und die Aktivität 

der Zellen. Höhere Phosphatkonzentrationen erwiesen sich allerdings als inhibierend 

auf die Friulimicinbiosynthese. Durch limitierte Zufütterung von Phosphat konnte die 

Friulimicinproduktionsphase bei gleichzeitigem Wachstum verlängert werden. Neben 

Phosphat zeigte auch das Nebenprodukt Ammonium eine inhibierende Wirkung auf 

die Friulimicinbiosynthese. Durch die Zufütterung der Kohlenhydratquelle Glucose 

konnte die Ammoniumbildung vermieden werden. Als besonders geeignete 

Prozessführungsstrategie erwies sich ein kontinuierlicher Prozess mit 

Zellrückhaltung. Die volumetrische Produktivität von Friulimicin konnte durch diesen 

Prozesstyp im Vergleich zu Batch-Prozessen und Fed-Batch-Prozessen um ein 

Mehrfaches gesteigert werden.  

Um die Prozessentwicklung effizienter zu gestalten, wurde während Kultivierungen 

von A. friuliensis der Einsatz von onlinefähigen Messmethoden wie 

Mittelinfrarotspektroskopie und Impedanzspektroskopie untersucht. Die 

Mittelinfrarotspektroskopie (micro-biolytics GmbH, Esslingen) zeigte sich als wenig 

aufwendige Methode zur Verfolgung einer größeren Anzahl an Prozessparametern 

und zur Identifikation der Nebenproduktbildung. Die Impedanzspektroskopie lieferte 

ein aussagekräftiges Online-Signal für die Biomasse und war eine gute Ergänzung 

zur Biotrockenmassebestimmung, die bei myzelförmig wachsenden Mikroorganismen 

fehlerträchtig ist.  
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Zur Unterstützung der Prozessentwicklung, wurden die Daten aus den Kultivierungen 

von A. friuliensis zur Stoffflussanalyse in einem genombasierten Stoffwechselmodell 

verwendet (Insilico Biotechnology, Stuttgart). Diese Analysen ermöglichten ein 

tiefgehendes Verständnis der Friulimicinbiosynthese in A. friuliensis und können zur 

Prozessoptimierung sowohl auf Ebene der Prozessführung als auch auf genetischer 

Ebene beitragen. 
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2. Einführung in die Entwicklung von 

Antibiotikaproduktionsprozessen für Aktinomyzeten 

Die Entwicklung von effizienten Produktionsprozessen für die biotechnologische 

Herstellung von Antibiotika setzt tiefgehende Kenntnisse des Produktionsstammes 

voraus. Die Produktionsstämme für Antibiotika sind meist myzelartig wachsende 

Aktinomyzeten, die sehr komplexe Regulationsmechanismen und 

Differenzierungsmuster besitzen (Bibb, 2005). Diese Eigenheiten stellen einen 

besonderen Anspruch an die Prozessentwicklung. In der vorliegenden Arbeit wurden 

Ansätze zur Entwicklung eines Produktionsprozesses zur Herstellung des Lipopeptid-

Antibiotikums Friulimicin in dem seltenen Aktinomyzeten Actinoplanes friuliensis 

untersucht. 

2.1. Antibiotika 

Antibiotika umfassen eine große Gruppe an Molekülen, die zur Behandlung und 

Vorbeugung von Infektionskrankheiten oder als Antitumoragentien in der Human- 

und Tiermedizin verwendet werden (Lima Procópio et al., 2012, Pamboukian et al., 

2004). Zudem werden Antibiotika bei der Herstellung von Lebensmitteln zur 

Konservierung eingesetzt. In der Landwirtschaft kommen Antibiotika zur Bekämpfung 

von Pflanzenpathogenen oder als Futtermittelzusatz zum Einsatz.  

Zur Einteilung der zahlreichen Antibiotikatypen gibt es mehrere Möglichkeiten (Gräfe, 

1992). Antibiotika lassen sich zum einen nach ihrer biologischen Wirkung in die drei 

Gruppen Bakterizide, Fungizide und Zytostatika einteilen, zum anderen können 

Antibiotika nach ihrer chemischen Struktur gruppiert werden. Dabei werden 

Strukturen unterschieden wie β-Lactame, Polyketide, Terpene, Nukleoside, 

Alkaloide, Aminoglykoside und Polypeptide, darunter Glykopeptide und Lipopeptide. 

Zur Gruppe der Lipopeptide gehören die in dieser Arbeit beschriebenen Friulimicine 

(Vertesy et al., 2000).  

Um die steigende Anzahl an multiresistenten Keimen wirkungsvoll bekämpfen zu 

können, ist eine vollständige Ausschöpfung dieser Diversität an Antibiotika 

notwendig. Im „Wettrüsten“ mit den bakteriellen Resistenzen müssen immer neue 

Antibiotika entdeckt oder weiter entwickelt werden. Mittlerweile werden sogar 

Substanzen geprüft, die inhibitorisch auf die Resistenzmechanismen der Bakterien 

wirken (Planson et al., 2011). Zu solchen Substanzen gehören die β-Lactamase-

Inhibitoren, die den Resistenzmechanismus der Pathogene gegenüber β-Lactam-

Antibiotika inaktivieren, so dass diese Antibiotika dennoch wirken können. Aber 

selbst diese Substanzen unterliegen wiederum Resistenzmechanismen, sodass eine 

ständige Neu- und Weiterentwicklung von Antibiotika notwendig ist. 
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2.1.1. Bildung von Antibiotika im natürlichen Habitat 

Antibiotika gehören zu den Sekundärmetaboliten, die im Gegensatz zu den 

Primärmetaboliten nicht für die Lebensfähigkeit eines Organismus essentiell sind. Die 

Bildung von Antibiotika stellt vermutlich für viele Organismen einen wichtigen 

Überlebensvorteil dar, da in natürlichen Habitaten wie im Boden oder Wasser das 

Angebot an Nährstoffen häufig limitiert ist. Durch die Exkretion antibiotisch wirksamer 

Substanzen werden andere Mikroorganismen, die mit dem Produzenten im Wettstreit 

um Nährstoffe stehen, im Wachstum inhibiert oder unschädlich gemacht. Die Bildung 

von Antibiotika in Aktinomyzeten (Actinomycetales), die sogenannte chemische 

Differenzierung, wird nur unter bestimmten Umweltbedingungen ausgelöst und ist in 

den meisten Fällen an eine morphologische Differenzierung dieser myzelartig 

wachsenden Mikroorganismen gekoppelt (Gräfe, 1992). Bei der morphologischen 

Differenzierung wird bei vielen Aktinomyzeten zusätzlich zum Substratmyzel ein 

sogenanntes Luftmyzel gebildet, aus dem die Bildung von Sporen hervorgeht. Diese 

Sporen stellen eine resistente Dauerform dar. Allerdings gibt es Unterschiede bei der 

morphologischen Differenzierung zwischen den einzelnen Gattungen 

(Vgl. Kapitel 2.2.4). Die Bildung von Sporen gehört in diesem Zusammenhang 

ebenfalls zur Überlebensstrategie dieser Bakterien unter ungünstigen 

Umweltbedingungen. Die Identifikation der Umweltbedingungen, die zur chemischen 

und morphologischen Differenzierung führen, ist für die Entwicklung von 

Antibiotikaproduktionsprozessen sehr wichtig (Vgl. Kapitel 2.2.5). 

2.1.2. Industrielle Herstellung von Antibiotika 

Die industrielle Herstellung von Antibiotika erfolgt über verschiedene Wege. Ein 

kleinerer Teil der Antibiotika wird durch rein chemische Synthese hergestellt, welches 

meistens der weniger aufwendigere und kostengünstigere Weg ist (Bérdy, 2005). Da 

viele wirkungsvolle Antibiotika jedoch sehr komplexe Strukturen aufweisen wie 

beispielsweise zyklische Peptide, die chemisch nur schwer synthetisiert werden 

können, wird ein großer Teil der Antibiotika auf biotechnologischem Weg hergestellt 

(Rokem et al., 2007). In einigen Fällen werden für die industrielle Herstellung von 

Antibiotika auch beide Wege kombiniert. Bei diesen sogenannten halbsynthetischen 

Antibiotika werden biotechnologisch synthetisierte Vorstufen hergestellt, die 

anschließend chemisch abgewandelt werden. 

Die biotechnologische Herstellung von Antibiotika ist zeit- und kostenintensiver als 

die chemische Synthese. Da antibiotische Substanzen schon in niedrigen 

Konzentrationen wirksam sind, werden sie im Wildstamm oft nur in geringen Mengen 

synthetisiert. Um eine wirtschaftliche Produktion der Antibiotika zu ermöglichen, ist 

daher eine Optimierung der Produzentenstämme sowie der Produktionsprozesse 

notwendig. Die Produzentenstämme sind in den meisten Fällen Aktinomyzeten, da 
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diese etwa zwei Drittel der bioaktiven Sekundärmetabolite bilden (Bérdy, 2005). Zu 

dieser Gruppe gehört auch A. friuliensis. 

2.2. Actinoplanes friuliensis und Friulimicin 

Actinoplanes friuliensis bildet das Antibiotikum Friulimicin, welches zu einer neuen 

Klasse potenter Antibiotika gezählt wird, den sauren Lipopeptidantibiotika, zu der 

auch Daptomycine, Laspartomycine und weitere calciumabhängige Antibiotika 

gehören (Wang et al., 2011, Strieker et al., 2009, Borders et al., 2007). Daptomycin 

wurde in den USA bereits als Medikament unter dem Namen Cubicin® zugelassen. 

2.2.1. Wirkungsweise von Friulimicin 

Friulimicin besitzt eine antimikrobielle Wirkung gegen multiresistente, gram-positive 

Bakterien wie methicillinresistente Stämme von Staphylococcus aureus (MRSA) und 

Staphylococcus epidermidis (MRSE) sowie Enterokokken-Stämme (MRE). Der 

Wirkmechanismus von Friulimicin beruht auf der Inhibierung der 

Zellwandbiosynthese von gram-positiven Pathogenen (Abbildung 1). Friulimicin bildet 

mit dem d-C55-Isoprenoidlipidcarrier Bactoprenolphosphat einen Komplex und 

verhindert so den Aufbau einer funktionellen Zellwand (Schneider et al., 2009). Bei 

diesem Prozess spielen Calciumionen eine wichtige Rolle (Reder-Christ et al., 2011). 

Friulimicin besitzt einen ähnlichen Wirkmechanismus wie das verwandte Antibiotikum 

Daptomycin, das ebenfalls die Integrität der Zellwand schwächt. Allerdings konnte ein 

mechanistischer Unterschied in der Wirkungsweise zwischen den beiden Antibiotika 

festgestellt werden (Wecke et al., 2009). 
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Abbildung 1: Hypothetisches Modell zum Wirkmechanismus von Friulimicin. Vermutlich bildet 

Friulimicin einen stöchiometrischen Komplex mit Bactoprenolphosphat (C55-P). Das Abfangen dieses 

zentralen Kohlenhydratcarriers unterbricht das Precursorcycling und blockiert alle Stoffwechselwege, 

die Bactoprenolphosphat verwenden. Betroffen sind die Synthese der Zellwand-Teichonsäuren (links), 

des Peptidoglycans (rechts) und der Exopolysaccharide. Der gleichzeitige Eingriff in diese 

Stoffwechselwege blockiert die Bildung einer intakten Zellhülle in gram-positiven Bakterien. 

Abbildung: Schneider et al. (2009). 

2.2.2. Aufbau des Lipopeptidantibiotikums Friulimicin 

Für A. friuliensis wurde die Bildung von acht verschiedenen Lipopeptid-

Antibiotikatypen beschrieben (Vertesy et al., 2000). Vier von ihnen sind identisch zum 

Amphomycintyp, die anderen vier werden Friulimicin A-D genannt. Alle acht 

Lipopeptide sind aus einem identischen, zyklischen Peptidkern aus zehn 

Aminosäuren aufgebaut (Abbildung 2). Der Peptidkern setzt sich neben 

proteinogenen Aminosäuren wie Asparagin, Glycin, Valin und Prolin auch aus 

ungewöhnlichen Aminosäuren wie 2,3-Diaminobuttersäure, Pipecolinsäure und 

Methylasparaginsäure zusammen. An diesen Peptidkern ist über eine exozyklische 

Aminosäure ein Fettsäurerest angeknüpft. Die exozyklische Aminosäure ist im Fall 

der Friulimicine Asparagin und im Fall der Amphomycine Asparaginsäure. Innerhalb 

ihrer Gruppe unterscheiden sich die Amphomycine und Friulimicine lediglich in ihren 

Fettsäureresten, die eine Kettenlänge von C13-C15 haben können. Diese 

Fettsäurereste besitzen eine Verzweigung am Kettenende sowie eine ungewöhnliche 

Doppelbindung zwischen Position C3 und C4 (Vertesy et al., 2000). Die 

Doppelbindung ∆cis3 hat einen großen Einfluss auf die antibiotische Wirksamkeit der 

Lipopeptide von A. friuliensis (Heinzelmann et al., 2005). Im Gegensatz zu andere 

Peptidantibiotika wie Daptomycin und einigen calciumabhängigen Antibiotika besitzt 

Friulimicin keine zusätzlichen Modifikationen wie Glykosylierungen oder 

Hydroxylierungen (Strieker et al., 2009). 
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Aminoacyladenylat geschieht hier in einer ATP-abhängigen Reaktion. Anschließend 

wird das aktivierte Aminoacyladenylat an die Thiolierungsdomäne (T-Domäne) 

weitergereicht. Diese Domäne besitzt keine autonome katalytische Aktivität, sondern 

vereinfacht über einen Phosphopantethein-Arm den geordneten Transport zu 

nachfolgenden katalytischen Reaktionen in andere Domänen. Die Herstellung der 

Peptidbindungen erfolgt in der Kondensationsdomäne (C-Domäne). Am Schluss der 

Synthesereihe sitzt eine Thioesterasedomäne (TE-Domäne), die die fertige 

Peptidkette entweder als lineares Peptid oder zyklisiert freigibt. Häufig werden die 

Peptide noch weiter durch Glykosylierung und oxidative Vernetzung postsynthetisch 

modifiziert. Durch diese Modifikationen erhalten nichtribosomal synthetisierte 

Antibiotika eine stabile Struktur, die eine präzise Funktionalität sichert. 

2.2.4. Der Produzentenstamm Actinoplanes friuliensis 

Der Produzentenstamm von Friulimicin, Actinoplanes friuliensis, wurde 1987 aus 

einem Vorgarten in der norditalienischen Region Friaul isoliert. A. friuliensis ist ein 

gram-positives Bodenbakterium, das zur Gruppe der „seltenen Aktinomyzeten“ 

gezählt wird (Aretz et al., 2000). Diese Gruppe bezeichnet alle Aktinomyzeten, die 

nicht zu den Streptomyzeten gezählt werden. Actinoplanes sp. gehören in dieser 

Gruppe zur Familie der Micromonosporaceae, die mit zu den bedeutendsten 

Naturstoffproduzenten zählen (Lazzarini et al., 2000, Stackebrandt et al., 1997). 

Mitglieder der Gattung Actinoplanes haben einen besonderen Lebenszyklus. Sie 

bilden unter ungünstigen Lebensbedingungen Sporangien aus, die in wässriger 

Umgebung mit Flagellen besetzte, rundliche Zoosporen freisetzen (Vobis, 1989). Ein 

Luftmyzel wird von vielen Stämmen nicht oder nur spärlich gebildet. Der GC-Gehalt 

ist, wie für diese Gattung üblich, hoch und liegt bei 74 % (Stackebrandt et al., 1987). 

A. friuliensis bildet ein stark orangefarbiges Substratmyzel aus (Aretz et al., 2000). 

Das Genom von A. friuliensis wurde 2010 sequenziert und ist zyklisch aufgebaut 

(Cebitec, Bielefeld). Das darin enthaltene Biosynthesecluster (Abbildung 3) für 

Friulimicin wurde nahezu vollständig untersucht (Heinzelmann et al., 2005, Müller et 

al., 2007, Nolden et al., 2009) und beinhaltet neben den Genen pstABCD für die 

nichtribosomale Peptidsynthese auch die Gene dabABC, glmAB und pip für die 

Synthese der ungewöhnlichen Aminosäuren 2,3-Diaminobuttersäure, 

Methylasparaginsäure und Pipecolinsäure, die als Baustein für den Peptidkern von 

Friulimicin verwendet werden. Die Gene lipABDE sind für die Modifizierung des 

Fettsäurerests verantwortlich. Außerdem konnten die Gene regABCD, die an der 

Regulation der Friulimicinbiosynthese beteiligt sind sowie die potentiellen 

Resistenzgene mem und expAB identifiziert werden. 
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Nährstoffen wie Phosphat, Stickstoff und Kohlenhydraten als Auslöser für 

Antibiotikabiosynthesen beobachtet werden (Martín et al., 2011). Einen ähnlichen 

Effekt wie die Nährstofflimitation kann auch die Limitation von Sauerstoff ausüben. 

Ein Beispiel für die Sekundärmetabolitbiosynthese unter Sauerstofflimitation ist die 

Bildung eines rot-pigmentierten Sekundärmetabolits in Saccharopolyspora erythraea 

(Clark et al., 1995).  

Der Auslöser für die Biosynthese von Antibiotika, der unter Laborbedingungen die 

wichtigste Rolle spielt, ist die Nährstofflimitation. Der in diesem Zusammenhang am 

häufigsten beschriebene Nährstoff ist Phosphat. Phosphat reguliert die Synthese von 

verschiedenen Antibiotikagruppen, zu denen Peptidantibiotika, Polyenmakrolide, 

Tetrazykline und weitere biosynthetisch komplexe Antibiotika gehören (Liu et al., 

2013, Hobbs et al., 1990, Martín et al., 1980). Die Signale für Nährstofflimitation oder 

andere ungünstige Lebensbedingungen werden durch übergeordnete Regulatoren 

vermittelt. Zu diesen übergeordneten Regulatoren gehört auch die 

Phosphatregulation, die in Streptomyzeten hauptsächlich über das 

Zweikomponentensystem PhoR-PhoP vermittelt wird (Liu et al., 2013). Dieses 

System ist ein weitverbreitetes Signaltransduktionssystem in Bakterien und 

kontrolliert Gengruppen, die sowohl den primären als auch den sekundären 

Metabolismus beeinflussen. Das PhoR-PhoP-Regulatorsystem misst den 

Phosphatlevel im Nährmedium, indem anorganisches Phosphat an das 

Membranprotein PhoR bindet (Zhang et al., 1996, Liu et al., 1975). Diese 

membrangebundene Sensorkinase phosphoryliert daraufhin den 

Transkriptionsregulator PhoP, der an sogenannte PHO-Boxen binden kann. Diese 

PHO-Boxen liegen den Genen des Pho-Regulons vorgelagert, die an der 

Stressantwort für Phosphatlimitation beteiligt sind. Zu dieser Stressantwort gehört 

unter anderem auch die Synthese von Antibiotika. Die Abwesenheit von PHO-Boxen 

in Antibiotikabiosyntheseclustern und die Tatsache, dass PhoP nicht direkt an 

Promotorbereiche in Antibiotikabiosyntheseclustern oder an 

biosynthesewegspezifische Regulatorgene bindet, lassen vermuten, dass der 

regulatorische Effekt von PhoP über Signalkaskaden bewerkstelligt wird.  

Neben Phosphatlimitation als Auslöser von Antibiotikabiosynthesen wird häufig die 

Limitation von Stickstoff beschrieben. Stickstofflimitation ist unter anderem ein 

Auslöser für die Retamycinproduktion in Streptomyces olindensis (Giudici et al., 

2004). In einigen Fällen löst auch die Limitation verschiedener Nährstoffe die 

Biosynthese von Antibiotika aus. Sowohl Phosphatlimitation als auch 

Stickstofflimitation wurden als Auslöser für die Produktion von Actinorhodin in 

Streptomyces coelicolor beschrieben (Doull et al., 1990). Einer der wichtigsten 

übergeordneten Regulatoren des Stickstoffmetabolismus ist GlnR. Dieser Regulator 

kontrolliert sowohl Gene des primären als auch Gene des sekundären Metabolismus. 
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Der Stickstoffmetabolismus steht häufig unter Kontrolle von Phosphat, indem der 

oben beschriebene Transkriptionsregulator PhoP an PHO-Boxen bindet, die in der 

Promotorregion von GlnR liegen (Martín et al., 2011).  

Ein weiterer Auslöser für Biosynthese von Antibiotika ist die Kohlenstofflimitation. Die 

Regulation der Antibiotikabiosynthesen bei Limitation der Kohlenstoffquelle wird 

meistens im Zusammenhang mit der Kohlenstoff-Katabolitregulation (Carbon 

Catabolite Regulation, CCR) beschrieben (Sanchez et al., 2002). Dieser 

Mechanismus ist weit verbreitet unter Mikroorganismen und steuert die sequenzielle 

Metabolisierung von verschiedenen Kohlenstoffquellen, wenn mehr als eine 

Kohlenstoffquelle zur Verfügung steht. Unter diesen Bedingungen wird in der Regel 

die Kohlenstoffquelle bevorzugt aufgenommen, die am schnellsten kohlenstoffhaltige 

Zellbausteine und Energie für Wachstumsprozesse liefert. Parallel dazu wird die 

Synthese von Enzymen, die die Verwendung anderer Kohlenstoffe ermöglichen 

solange unterdrückt, bis die bevorzugte Kohlenstoffquelle aufgebraucht ist. Neben 

der Regulation der sequentiellen Metabolisierung von verschiedenen 

Kohlenstoffquellen kann dieser Regulationsmechanismus auch auf die 

Antibiotikabiosynthese wirken. Der Einfluss der Kohlenstoffquelle Glucose wurde in 

diesem Zusammenhang am häufigsten beschrieben. Für eine Vielzahl an 

Antibiotikabiosynthesen wie zum Beispiel die Kanamycinproduktion in Streptomyces 

kanamyceticus und die Erythromycinbiosynthese von Saccharopolyspora erythraea 

ist eine Inhibierung der Antibiotikabiosynthese durch Glucose bekannt (Sanchez et 

al., 2010). Der genaue Regulationsmechanismus der Kohlenstoff-Katabolitregulation 

auf die Antibiotikabiosynthese ist allerdings häufig nicht genau aufgeklärt und ist 

zudem abhängig von der schnellen Verwertung der bevorzugten Kohlenstoffquelle. 

Neben diesen indirekten Wirkungen der Kohlenstoffquelle auf die 

Antibiotikabiosynthese wurde aber auch eine direkte Inhibition von Antibiotika-

Biosyntheseschritten durch Glucose beschrieben (Blank et al., 2013). Dies war unter 

anderem bei der Synthese von Actinorhodin und Undecylprodigiosin in Streptomyces 

coelicolor der Fall. 

Die Antibiotikabiosynthese kann nicht nur durch Nährstofflimitation, sondern auch 

über Signalmoleküle initiiert werden. In zu A. friuliensis verwandten Streptomyzeten 

aktivieren Signalmoleküle wie γ-Butyrolactone biosynthesewegspezifische 

Regulatoren, die die Sekundärmetabolitproduktion sowie teilweise auch die 

morphologische Differenzierung steuern (Bibb, 2005). Diese γ-Butyrolactone werden 

häufig auch als externe Signalmoleküle für die Indikation der Populationsdichte im 

Zusammenhang mit „Quorum Sensing“ beschrieben. Darüber hinaus wird vermutet, 

dass sie als Signal für physiologische Zustände wie Nährstofflimitation wirken. 
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Biosynthesewegspezifische Regulation von Antibiotikabiosynthesen 

Biosynthesewegspezifische Regulatoren bilden das letzte Glied in der 

Regulationskaskade. Sie werden von den oben beschriebenen, übergeordneten 

Regulatoren kontrolliert und beeinflussen direkt die Transkription von Genen im 

Antibiotikabiosyntheseweg. Die Gene dieser biosynthesewegspezifischen 

Regulatoren befinden sich häufig direkt im Antibiotikacluster und können nicht nur 

regulatorisch auf biosynthesewegspezifischer Ebene, sondern auch auf globaler 

Ebene wirken. Sie werden daher auch „Cluster-situated Regulators“ (CSR) genannt 

(Liu et al., 2013, Bibb, 2005). 

Im Biosynthesecluster von A. friuliensis (Abbildung 3) konnten durch 

Sequenzanalysen die biosynthesewegspezifischen Regulatorgene regA, regB, regC 

und regD identifiziert werden (Müller et al., 2007). Durch 

Geninaktivierungsexperimente mit Knockout-Mutanten der jeweiligen Regulatorgene 

konnte ein Verlust der Fähigkeit zur Friulimicinproduktion nachgewiesen werden und 

damit ein Zusammenhang zur Regulation der Friulimicinbiosynthese hergestellt 

werden (Nolden et al., 2009). Für den Regulator RegA konnte zudem durch 

Transkriptionsanalysen von Friulimicinbiosynthesegenen in regA-Knockout-Mutanten 

bestätigt werden, dass er ein zentraler Transkriptionsaktivator für eine Vielzahl von 

Friulimicinbiosynthesegenen ist (Wagner, 2009). In diesem Zusammenhang wurde 

regA als Teil eines komplexen regulatorischen Multikomponenten-Netzwerks 

vermutet. Für die weiteren cluster-ansässigen Regulatorgene regB, regC und regD 

wurden ebenfalls regulatorische Funktionen in der Friulimicinbiosynthese postuliert 

(Nolden et al., 2009). Das Genprodukt von regB besitzt Ähnlichkeiten zu einem 

Protein aus Pseudomonas syringae SyrP, dem Histidinkinase-Aktivität und damit 

eine Funktion in der Phosphorylierungskaskade zur Regulation der 

Syringomycin-Produktion zugeschrieben wurde (Zhang et al., 1997). Neuere Studien 

widerlegen allerdings eine regulatorische Aktivität von SyrP und postulieren eine 

Funktion im Reifungsprozess zum fertigen Syringomycin (Singh et al., 2008). Die 

genaue Funktion von regB auf die Friulimicinbiosynthese wurde bisher aber nicht 

näher untersucht. Die Gene regC und regD kodieren für ein bakterielles 

Zweikomponentensystem. Für den Regulator regC wurde zudem eine Rolle bei der 

Pigmentsynthese in A. friuliensis zugewiesen. Beim Knock-out von regC verlor der 

Stamm seine orangefarbene Pigmentierung (Wagner, 2009).  

Ein weiterer Bereich, der vermutlich von biosynthesewegspezifischen Regulatoren 

beeinflusst werden kann, sind die Gene für die Selbstresistenz eines Stammes. Für 

diese Annahme sprechen zum einen, dass die Gene für Selbstresistenz bereits mit 

Beginn der Antibiotikabiosynthese transkribiert werden (Hopwood, 2007), zum 

anderen konnte in Streptomyces coelicolor gezeigt werden, dass inaktive 

Vorläuferstufen von Actinorhodin frühzeitig, bevor die Bildung des aktiven 
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Antibiotikums abgeschlossen war, die Gene für Selbstresistenz aktivierten (Tahlan et 

al., 2007). Dass die Ausbildung der Selbstresistenz an die Synthese von Antibiotika 

gekoppelt ist und mit steigender Antibiotikaproduktion zunimmt, wurde in 

Kultivierungen von Actinoplanes teichomyceticus während der Teicoplaninproduktion 

gezeigt (Heydorn et al., 1999). 

2.3. Prozessentwicklung für die Antibiotikaproduktion 

Die Biosynthese von Antibiotika in Aktinomyzeten wird sowohl durch genetische als 

auch durch physiologische Faktoren bestimmt. Um Produktionsprozesse für eine 

effiziente Herstellung der Antibiotika zu erhalten, müssen daher beide Faktoren 

optimiert werden. Im Speziellen bedeutet das, dass ein passender 

Produzentenstamm generiert (Vgl. Kapitel 2.3.4) und die Prozessführung optimiert 

werden muss (Vgl. Kapitel 2.3.3). Dafür muss der Produzentenstamm zunächst unter 

reproduzierbaren Bedingungen möglichst detailliert charakterisiert werden 

(Vgl. Kapitel 2.3.2). Je mehr über die physiologischen Parameter wie die maximale 

spezifische Wachstumsrate, Substrataufnahmerate und Produktausbeute sowie 

Nebenproduktbildung und (Produkt-)Toxizität bekannt ist, desto schneller und 

effizienter können die Produktionsprozesse optimiert werden. Eine detaillierte 

Prozessanalytik unterstützt diese Charakterisierung maßgeblich (Vgl. Kapitel 2.3.1). 

Da der Stoffwechsel der Produktionsstämme sehr komplex und nicht intuitiv 

verständlich ist, bieten zudem mathematische Modelle eine Möglichkeit, die 

komplexen Vorgänge im Produzentenstamm objektiv zu beschreiben 

(Vgl. Kapitel 2.3.5). Aus diesen Modellen lassen sich außerdem rationale Ansätze zur 

Verbesserung des Produzentenstammes und der Prozessführung ableiten. 

2.3.1. Analytik von Produktionsprozessen 

Eine umfassende Prozessanalytik ist Voraussetzung für die Optimierung von 

Produktionsprozessen, da daraus Aussagen über den physiologischen Zustand der 

Kultur getroffen werden können (Raju et al., 1992). Zu einer umfassenden Analytik 

gehören neben der Analyse der Parameter wie pH-Wert, Temperatur und 

Gelöstsauerstoffkonzentration auch die Analyse von Substrat-, Metabolit- und 

Produktkonzentrationen sowie der Zelldichte. Aus diesen Analysedaten können 

Informationen über Stoffwechselvorgänge, Reaktionsraten und potentiell 

inhibitorische Metabolite abgeleitet werden. Bei der Analytik von Prozessen werden 

Online-Analytik- Methoden und klassische Laboranalytik unterschieden.  

Die Online-Analytik-Methoden liefern schnelle Analyseergebnisse und haben 

gegenüber klassischer Laboranalytik den Vorteil einer zeitnahen 

Prozessüberwachung. Dadurch kann bei Bedarf sofort in den Prozess eingegriffen 
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werden und die Prozessentwicklung wird beschleunigt. Zudem laufen diese 

Methoden automatisiert ab, wodurch sich neue Prozessregelstrategien ergeben 

können, die für einen robusten Prozess sorgen. Für die direkte Prozessüberwachung 

über Online-Analytik-Methoden steht eine Vielzahl an Sensoren zur Verfügung. Zu 

den etablierten Online-Prozessparametern gehören der pH-Wert, die 

Gelöstsauerstoffkonzentration (pO2), der Kohlenstoffdioxid- und Sauerstoffgehalt in 

der Fermenterabluft sowie die Biomassekonzentration. Diese Parameter können aber 

nur sehr begrenzt Auskunft über die tatsächlichen Konzentrationen von Substraten 

und kritischen Metabolite geben und erlauben daher nur eine grobe Abschätzung des 

eigentlichen Prozessgeschehens.  

Für eine genauere Beobachtung des Prozessgeschehens ist deshalb die direkte 

Analyse von Substrat- und Metabolitkonzentrationen über Online-Sonden sinnvoll, 

die bisher eher eine Ausnahme darstellt. Für einige wenige Substrate sind aber 

bereits Online-Analysesysteme etabliert (Ulber et al., 2003). Dazu gehört unter 

anderem die Analyse von Glucose und Lactat über Fließinjektionssysteme. Hier 

werden die Konzentrationen von einzelnen Substraten enzymatisch über 

Biosensoren analysiert. Darüber hinaus wurden Fluoreszenz-Analysesysteme zur 

Bestimmung von fluoreszierenden Metaboliten entwickelt. Die Fluoreszenzspektren 

dieser Analysesysteme weisen allerdings häufig komplexe Wechselwirkungen und 

Überlagerungen mit den Spektren anderer Nährmedienbestandteile auf. Als weitere 

Online-Analysesysteme zur Bestimmung von Nährmedienbestandteilen wurden 

Infrarotspektroskopie und Raman-Spektroskopie etabliert. Die beschriebenen 

Analysesysteme sind allerdings aufgrund ihrer Komplexität bisher meist wenig robust 

und sehr fehlerträchtig. 

Die Analytik von Substraten und Metaboliten aus Kultivierungsproben wird aufgrund 

der Fehlerträchtigkeit der beschriebenen Online-Analysesysteme meistens noch über 

klassische Laboranalytik durchgeführt, die zeitlich verzögert oder im Anschluss an 

den Prozess erfolgt. Zur Analyse der Nährmedienbestandteile werden 

standardmäßig Flüssig- und Gaschromatographie, Massenspektrometrie und 

enzymatische Tests eingesetzt. Diese Analytikmethoden sind gut etabliert, haben 

aber den Nachteil, dass sie mit hohem personellen Aufwand und einer starken 

zeitlichen Verzögerung verbunden sind. Zudem sind sie sehr spezifisch und nur für 

einzelne Analytgruppen anwendbar, so dass in den meisten Prozessen 

verschiedenen Analytikmethoden kombiniert werden müssen.  

Mittelinfrarot-Transmissionsspektroskopie 

Die Mittelinfrarot-Transmissionsspektroskopie ist eine spezielle Form der im 

vorherigen Kapitel erwähnten Infrarotspektroskopiemethoden. Die 

Infrarot (IR)-Analytik hat den Vorteil gegenüber anderen Analysemethoden, dass 
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eine gleichzeitige Bestimmung einer Vielzahl von Analyten aus komplexen 

Kultivierungsproben in einer einzigen Probenmessung möglich ist (Vaidyanathan et 

al., 2001, Mazarevica et al., 2004).  

Das Prinzip der IR-Spektroskopie beruht auf der Eigenschaft von Molekülen durch 

IR-Strahlung zu Schwingungen angeregt werden zu können und dabei Strahlung 

bestimmter Wellenlängen zu absorbieren. Daraus entstehen charakteristische 

Spektren, die qualitativ und quantitativ analysiert werden können. Ein generelles 

Problem dieser Methode ist jedoch die starke Absorption der IR-Strahlung durch 

Wassermoleküle, die vor allem in wässrigen Kultivierungsproben zu Problemen führt. 

Im Nahinfrarot (NIR)-Bereich ist dieser Effekt am wenigsten ausgeprägt. Allerdings 

liegen die Nachweisgrenzen im NIR-Bereich von biologischen Proben bei etwa 1 g/l. 

Zudem ist der Informationsgehalt der Spektren in diesem Wellenlängenbereich 

begrenzt. Im Mittelinfrarot(MIR)-Bereich hingegen sind die Nachweisgrenzen mit 

etwa 10 mg/l deutlich niedriger und die Spektren weisen einen deutlich höheren 

Informationsgehalt auf. Ein Problem bei Messungen in MIR-Bereich ist jedoch die, im 

Vergleich zum NIR-Bereich, noch stärkere Absorption der IR-Strahlung durch Wasser 

(Roychoudhury et al., 2006). 

Eine Möglichkeit, den Einfluss der Absorption der MIR-Strahlung durch Wasser zu 

minimieren, ist die Reduzierung der optischen Weglängen. Bei der AquaSpec-MIR-

Analytik (micro-biolytics GmbH, Esslingen) wird deshalb eine speziell entwickelte 

Präzisions-Durchflusszelle mit definierten Schichtdicken unter 10 μm verwendet. Mit 

dieser Zelle ist es möglich, spektrale Informationen von wässrigen Proben im 

analytisch relevanten Wellenzahlbereich zu erhalten. Im Vergleich zu anderen 

MIR-Methoden können mit der AquaSpec-MIR-Analytik Substanzen bereits unter 

10 mg/l erfasst werden. 

Die Auswertung von IR-Spektren komplexer Substanzgemische erfordert eine 

erhebliche Expertise und wird in der Regel mit der multivariaten Datenanalyse 

kombiniert (Kessler, 2008). Für die Auswertung müssen die Spektren im Vorfeld 

durch Auswertealgorithmen, die eine Basislinienkorrektur, Glättung und Entfaltung 

der Spektren durchführen, aufbereitet werden. Bei der anschließenden multivariaten 

Datenanalyse werden relevante Informationen aus den Spektren-Datensätzen 

herausgefiltert und Messwerte mit dem gleichen Informationsgehalt 

zusammengefasst, wodurch eine Informationsverdichtung und eine Datenreduktion 

stattfinden. Häufig verwendete Regressionsmodelle bei der multivariaten 

Datenanalyse von IR-Spektren sind die Hauptkomponentenanalyse (Principal 

Component Analysis, PCA) und die Partial Least Square (PLS)-Regression. Bei der 

PCA werden Gemeinsamkeiten und Unterschiede zwischen den verschiedenen 

Spektren in sogenannten Hauptkomponenten zusammengefasst. Durch diese 

Hauptkomponenten werden die Korrelationen zwischen verschiedenen Spektren 
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dargestellt und die komplexen Datensätze der MIR-Spektroskopie werden stark 

reduziert. Die PLS-Regression wird in der Spektroskopie zur Kalibrierung der 

Spektren verwendet. Bei dieser Methode werden beispielsweise aus Referenzwerten 

von Analytkonzentrationen Bewertungspunkte erstellt, die bestmöglich korrelieren. 

Die über multivariate Datenanalyse aufbereiteten Spektrendaten werden in 

chemometrischen Modellen verwendet, um die Analytkonzentrationen 

vorherzusagen. Die erstellten chemometrischen Modelle sind speziell auf den 

jeweiligen Prozess zugeschnitten und nicht auf andere Prozesse übertragbar. 

Aufgrund des großen Informationsgehalt und der Genauigkeit der AquaSpec-MIR-

Analytik können mit dieser Methode eine Vielzahl relevanter Informationen für einen 

Kultivierungsprozess gewonnen werden. 

Biomassebestimmung myzelartig wachsender Mikroorganismen 

Die Bestimmung der Biomassekonzentration ist wichtig während der Kultivierung von 

Mikroorganismen, da aus der Biomassekonzentration die Wachstumsrate sowie die 

spezifischen Raten für Substratverbrauch und Produktbildung abgeleitet werden 

können, die den Verlauf eines Prozesses charakterisieren. Zur Bestimmung der 

Biomassekonzentration von myzelartig wachsenden Mikroorganismen sind 

klassische Methoden wie die Trübungsmessung oder mikroskopische Verfahren oft 

ungeeignet (Rønnest et al., 2011). Es sind aber zahlreiche alternative Ansätze 

beschrieben, die die Biomassekonzentration dieser Mikroorganismen entweder direkt 

oder indirekt erfassen und teilweise auch die Möglichkeit für eine Online-Analyse 

bieten.  

Zu den direkten Methoden, die häufig zur Bestimmung der Biomassekonzentration 

myzelartig wachsender Mikroorganismen verwendet werden, gehören die 

Biotrockenmassebestimmung und das Packed Myzelial Volume (PMV) (Neves et al., 

2000). Diese Methoden sind aufwendig, schwierig zu automatisieren und nicht in 

feststoffhaltigen Nährmedien anwendbar. Ein weiterer Nachteil ist, dass sie nicht 

zwischen metabolisch aktiven und toten Zellen unterscheiden und zudem keine 

morphologischen Unterschiede erfassen können. Eine weitere direkte Methode zur 

Bestimmung der Biomassekonzentration, die diese Nachteile aufhebt, ist die 

Impedanzspektroskopie. Sie arbeitet nach dem Prinzip der Dualen-Frequenz-

Dielektrizitäts-Spektroskopie, bei dem die Zellen einem externen elektrischen Feld im 

Radiowellen-Frequenzbereich ausgesetzt werden (Yardley et al., 2000). Die Ionen 

des Zellplasmas wandern in diesem Feld, abhängig von der Ladung und begrenzt 

durch die Plasmamembran, bis zu den Zellpolen. Dabei werden Zellen mit intakter 

Zellmembran polarisiert und verhalten sich wie kleine elektrische Kondensatoren. Die 

dadurch messbare Kapazität korreliert linear mit der Zellmasse. Während der 

Messung wird das elektrische Feld mit einer bestimmten Frequenz geändert. Diese 
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Frequenz muss idealerweise so gewählt werden, dass eine vollständige 

Polarisierung der Zellen ermöglicht wird. Eine vollständige Polarisation ist erreicht, 

wenn die Ionen des Zellplasmas, bei Umkehrung des elektrischen Feldes, zum 

gegenüberliegenden Zellpol gewandert sind. Die Messfrequenz ist also abhängig von 

der Länge der Zellen.  

Indirekte Methoden zur Bestimmung der Biomassekonzentration schätzen diese über 

die metabolische Aktivität der Zellen ab (Kiviharju et al., 2008). Diese Methoden 

verwenden häufig die CO2-und O2-Signale der Abgasanalyse und die daraus 

abgeleitete Kohlenstoffdioxidbildungsrate (CER) und die Sauerstoffaufnahmerate 

(OUR). Zu den aus der Abgasanalyse abgeleiteten Größen gehört auch der 

sogenannte kumulative CER, der auf der Annahme basiert, dass das gesamte 

während der Kultivierung gebildete CO2 proportional zur Biomasse ist. Neben 

Verwendung dieser respiratorischen Parameter können auch der Verbrauch von 

Base oder Säure zur Regelung des pH-Werts oder die Wärmefreisetzung der 

Mikroorganismen (Biener et al., 2010) während des Wachstums mit der 

Biomassekonzentration korrelieren. In einigen Fällen werden auch intrazelluläre 

Komponenten wie DNA und RNA, NAD(P)H oder Proteine zur Abschätzung der 

Biomassekonzentration verwendet (Meyer et al., 1985). Die genannten indirekten 

Methoden haben den Vorteil, dass sie nicht von Feststoffen im Nährmedium oder 

morphologischen Veränderungen beeinflusst werden. Allerdings haben diese 

Methoden auch einen Nachteil: Wenn sich der metabolische Zustand der Zellen 

verändert, korrelieren diese Methoden häufig nicht mehr mit der 

Biomassekonzentration.  

2.3.2. Nährmedien- und Prozessentwicklung 

Um optimale Voraussetzungen für die Antibiotikaproduktion unter Laborbedingungen 

zu schaffen, sind die Entwicklung eines auf den Produzentenstamm zugeschnittenen 

Nährmediums sowie die Anpassung der Prozessparameter notwendig. Die 

Nährmedienzusammensetzung kann signifikant die Qualität und Ausbeute von 

Sekundärmetaboliten beeinflussen (Theobald et al., 2000, Gunnarsson et al., 2003, 

Hobbs et al., 1990). Aus diesem Grund muss die Nährmedienzusammensetzung so 

gewählt werden, dass eine ausreichende Versorgung der Stoffwechselwege zu allen 

Zeiten des Produktionsprozesses gewährleistet ist. Bei der Nährmedienentwicklung 

muss zudem auf eine ausgeglichene Konzentration aller Nährstoffe geachtet werden, 

da einerseits bei einer Unterversorgung der Zellen die Ausbeute leidet und 

andererseits eine Überversorgung an bestimmten Nährmedienbestandteilen häufig 

zu Overflow-Metaboliten führt, die in bestimmten Konzentrationen sowohl das 

Wachstum als auch die Produktbildung hemmen können.  
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Die Nährmedienentwicklung erfordert eine große Anzahl an Kultivierungen, um die 

komplexen Wirkungen der einzelnen Nährmedienkomponenten auf den 

Produzentenstamm zu charakterisieren. Aus diesem Grund wird bei der 

Nährmedienentwicklung häufig auf die statistische Versuchsplanung 

(Design of Experiments, DoE) zurückgegriffen (Marques et al., 2011). Bei dieser 

Methode werden Versuchspläne erstellt, die eine Reduzierung der Anzahl an 

Kultivierungen bei gleicher Aussagekraft erlauben. Durch die Anwendung der 

statistischen Versuchsplanung bei der Entwicklung eines Nährmediums für die 

Produktion des zyklischen Hexapeptid-Antibiotikums NW-G01 mit Streptomyces 

alboflavus konnte die Antibiotikakonzentration im Vergleich zum nicht optimierten 

Nährmedium um das 2,7-fache erhöht werden (Guo et al., 2012). Eine weitere 

Möglichkeit, den Aufwand bei der Nährmedienentwicklung zu reduzieren ist der 

Einsatz von Mikrokultivierungstechniken. Bei Kultivierungen verschiedener 

Streptomyzeten-Stämme zur Sekundärmetabolitproduktion in Mikrotiterplatten konnte 

ein hoher Durchsatz an Experimenten parallelisiert werden (Minas et al., 2000). Ein 

allgemeines Problem dieser Mikrokultivierungen sind jedoch die niedrigen 

Sauerstofftransferraten. Beim Vergleich von Wachstum und Produktion dieser 

Streptomyzeten-Stämme in Mikrotiterplatten, Schüttelkolben und Bioreaktoren konnte 

allerdings gezeigt werden, dass in diesen Systemen trotzdem reproduzierbare 

Kultivierungen durchgeführt werden können. 

Zu Beginn der Nährmedienentwicklung muss der Nährmedientyp festgelegt werden. 

In der Regel werden komplexe und definierte Nährmedien unterschieden. Die 

komplexen Nährmedien für Aktinomyzeten enthalten meistens nicht genau definierte 

Bestandteile wie Hefeextrakt, Sojamehl und Baumwollsaatenmehl, die kostengünstig 

sind und mit denen in der Regel hohe Produktivitäten erreicht werden (Zhang et al., 

1999). Komplexe Nährmedien haben allerdings den Nachteil, dass sie sich 

chargenweise in ihrer Nährstoffzusammensetzung unterscheiden, was zu Variationen 

unter den Kultivierungen führt. Zudem sind ihre genauen Bestandteile nicht bekannt. 

Besonders bei der Biosynthese von Antibiotika können Bestandteile aus komplexen 

Nährmedien wie Aminosäuren und Fettsäuren zu unerwünschten Verschiebungen 

des Produktspektrums führen (Park et al., 2009, Jovetic et al., 2008, Taurino et al., 

2011). Außerdem können beispielsweise anorganische Phosphate durch die 

Metabolisierung von komplexen Nährmedienbestandteilen wie Sojabohnenmehl oder 

Hefeextrakten freigesetzt werden, die häufig regulatorischen Einfluss auf die 

Biosynthese von Antibiotika haben (Taurino et al., 2011).  

Um zuverlässig qualitative und quantitative Aussagen über Stoffwechselvorgänge 

treffen zu können, ist daher die Verwendung von chemisch definierten Nährmedien, 

in denen jeder Bestandteil bekannt ist, sinnvoll. Solche Nährmedien bieten neben 

einer besseren Reproduzierbarkeit und Prozesskontrolle auch eine verbesserte 
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Produktrückgewinnung (Zhang et al., 1999). Einen speziellen Vorteil bieten definierte 

Medien bei Antibiotikabiosyntheseprozessen. Bei vielen Antibiotikabiosynthesen 

werden verschiedene Variationen eines Antibiotikatyps gleichzeitig synthetisiert. In 

der biotechnologischen Produktion ist aber meistens nur die Synthese eines Typs 

erwünscht. Die Biosynthese dieser einzelnen Typen lässt sich durch 

Vorläufersubstanzen wie Aminosäuren und Fettsäuren gezielt beeinflussen. Neben 

den genannten Vorteilen für den Produktionsprozess wird durch ein chemisch 

definiertes Nährmedium auch die quantitative Analyse von metabolischen 

Stoffflüssen zur Erstellung eines Stoffflussmodells (vgl. Kapitel 2.3.4) ermöglicht. 

Zudem wurden chemisch definierte Nährmedien auch verwendet, um die 

Sauerstoffaufnahmekinetik und die metabolischen Parameter in Streptomyzeten-

Kulturen bestimmen zu können. In komplexen Nährmedien war dies aufgrund von 

Ungenauigkeiten bei der Biomassebestimmung nicht möglich (Ozergin-Ulgen, 1998).  

Neben der Nährmedienentwicklung ist auch die Anpassung der physikalischen 

Prozessparameter wichtig, um einen effizienten Prozess zu ermöglichen (Jung et al., 

2008). Zu den Standardparametern, die während eines Prozesses angepasst werden 

sollten, gehören die Temperatur, der pH-Wert, der osmotische Druck und die 

Gelöstsauerstoffkonzentration (pO2).  

Im Fall von myzelartig wachsenden Mikroorganismen wie Aktinomyzeten und Pilzen 

wird der Produktionsprozess neben den Standardparametern auch stark durch die 

Morphologie der Myzelien beeinflusst. In größeren Myzelpellets kommt es schnell zu 

Diffusionslimitierungen, durch die Differenzierungsprozesse (vgl. Kapitel 2.1.1) 

ausgelöst werden können und die zu Problemen bei der Reproduzierbarkeit der 

Prozesse führen (Manteca et al., 2008). Die Morphologie der Myzelien wird durch 

externe Faktoren wie das Nährmedium und die Kultivierungsbedingungen aber auch 

durch genetische Faktoren beeinflusst (van Wezel et al., 2006). Die 

Kultivierungsbedingungen, die maßgeblich die Morphologie beeinflussen sind die 

Scherkräfte, die durch den Leistungseintrag des Rührers oder durch 

Nährmedienbestandteile wie polymere Substanzen entstehen (Vecht-Lifshitz et al., 

1990). Des Weiteren beeinflussen auch chemische Substanzen wie Ionen und 

Detergenzien die Morphologie, da sie die Hydrophobizität der Zelloberfläche 

verändern und dadurch Abstoßungsreaktionen zwischen den Zellhyphen verändern. 

2.3.3. Entwicklung von Prozessführungsstrategien 

Bei biotechnologischen Produktionsprozessen soll das gewünschte Produkt mit 

möglichst hohen Produktionsraten synthetisiert werden. Damit dies möglich ist, 

müssen ausreichend Nährstoffe für Biomasse- und Produktbildung bereitgestellt 

werden (vgl. Kapitel 2.3.2), die eine hohe Stoffwechselaktivität des 

Produktionsstammes aufrechterhalten. Zudem muss die Bildung inhibierender 
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Nebenprodukte oder in einigen Fällen auch eine starke Anreicherung des Produktes 

im Nährmedium vermieden werden. Zur Umsetzung dieser Anforderungen kommen 

verschiedene Prozesstypen wie Batch-, Fed-Batch und kontinuierliche Prozesse zum 

Einsatz. 

Im Batch-Prozess erfolgt die Kultivierung in einem geschlossenen System ohne Zu- 

oder Abfuhr von Nährstoffen. Eine Ausnahme bilden die Luftzufuhr durch die 

Begasung und die Zugabe von Korrekturmitteln zur pH-Wert-Regelung. Bei diesem 

Prozesstyp ändern sich die Substrat- und Produktkonzentrationen, die Zelldichte und 

die Scherkraftbelastung im Verlauf des Prozesses. Dadurch entstehen 

verschiedenen Prozessphasen wie die exponentielle Phase, die stationäre Phase 

und die Absterbephase. Die Änderungen der Bedingungen während des Batch-

Prozesses können, vor allem bei Aktinomyzeten mit ihren komplexen 

Regulationsmechanismen (vgl. Kapitel 2.2.5), die Ausbildung unterschiedlicher 

Differenzierungszustände auslösen (Bibb, 2005, Demain, 1998). Um den Einfluss der 

sich ändernden Substratkonzentrationen auf die Biosynthese von Antibiotika zu 

minimieren werden daher häufig Fed-Batch-Kultivierungen eingesetzt. 

Bei der Fed-Batch-Kultivierung werden Substrate, die eine Bildung von 

Nebenprodukten auslösen können oder in höheren Konzentrationen inhibierend 

wirken, limitiert zugefüttert. Ein klassisches Beispiel, bei dem die Zufütterung des 

wachstumslimitierenden Substrates Glucose eine Reduzierung der 

Nebenproduktbildung bewirkt, ist die Bildung von Acetat in E. coli. Nur wenn die 

Glucosekonzentrationen eine kritische Konzentration nicht überschreitet, wird kein 

Acetat gebildet (Riesenberg et al., 1991). Bei Antibiotikaproduktionsprozessen 

werden häufig Substrate zugefüttert, die regulatorisch auf die Biosynthese wirken 

(vgl. Kapitel 2.2.5). 

Ein weiterer Prozesstyp ist die kontinuierliche Kultivierung. Dieser Prozesstyp stellt 

ein offenes System dar, bei dem die Nährlösung dem Bioreaktor mit einer konstanten 

Zuflussrate zugeführt und das Kulturmedium mit derselben Rate abgepumpt wird. Die 

Verdünnungsrate ist bei diesem Prozesstyp eine wichtige Größe und gibt den 

Wechsel des Kulturvolumens pro Stunde an. Der Vorteil einer kontinuierlichen 

Kultivierung besteht darin, dass sich nach einiger Zeit ein dynamisches 

Fließgleichgewicht einstellt. In diesem Zustand sind alle Konzentrationen im 

Nährmedium und alle Bildungs- und Verbrauchsraten konstant. Der konstante 

Zustand wird meistens durch Limitation eines Substrates ausgelöst, wodurch die 

Wachstumsrate begrenzt wird. Die volumetrische Produktivität eines kontinuierlichen 

Prozesses wird in diesem Zustand als Produkt aus der Produktkonzentration und der 

Verdünnungsrate dargestellt. Daher sind in einem kontinuierlichen Prozess hohe 

Verdünnungsraten wünschenswert.  
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Eine Erweiterung des kontinuierlichen Prozesses ist der Perfusionsprozess, der vor 

allem bei langsam wachsenden Mikroorganismen zum Einsatz kommt. Bei diesem 

Prozesstyp werden die Zellen über Zellrückhaltesysteme aus dem Ablaufstrom 

entfernt und dem Bioreaktor wieder zugeführt. Dadurch wird der Austrag der Zellen 

aus dem Bioreaktor stark reduziert. Für Perfusionsprozesse ist eine Vielzahl an 

Zellrückhaltesystemen beschrieben (Voisard et al., 2003). Dazu gehören 

Filtrationssysteme, die eine sehr effiziente Zellrückhaltung ermöglichen, aber sehr 

anfällig für die Verblockung der Membranen sind. Das Problem der Verblockung 

dieser Systeme wird häufig durch Anwendung des Querstromprinzips und durch 

Variation der Flussrichtung in den Filtrationsmodulen minimiert. Außerdem sind bei 

Perfusionsprozessen Sedimentationsmodule, Zentrifugationssysteme und 

sogenannte Settler im Einsatz. Akustische Settler, bei denen die Sedimentation der 

Zellen in einer Sedimentationskammer über akustische Wellen verstärkt wird, 

arbeiten sehr effizient und zellschonend und werden bereits bei Prozessen mit 

tierischen Zellkulturen erfolgreich eingesetzt. Bei Zentrifugationssystemen wird 

zellhaltiges Medium aus dem Bioreaktor in eine Zentrifuge gepumpt, in der die Zellen 

abgetrennt und dem Bioreaktor wieder zugeführt werden. Diese Systeme 

ermöglichen einen hohen Zellrückhaltegrad, beeinträchtigen aber stark die Vitalität 

der Zellen aufgrund der hohen Verweilzeiten und den hohen Scherkräften beim 

Zentrifugieren. 

2.3.4. Prozessoptimierung durch Stammverbesserung 

Zu einem effizienten Produktionsprozess trägt nicht nur ein optimierter 

Kultivierungsprozess bei (vgl. Kapitel 2.3.2 und 2.3.3), sondern auch die 

Leistungsfähigkeit des verwendeten Produktionsstammes. Wildtypstämme 

synthetisieren die gewünschten Produkte meist nur in geringen Konzentrationen. Vor 

allem bei Antibiotika, die schon in niedrigen Konzentrationen wirksam sind, sind die 

Produkttiter sehr gering.  

Die Produktbiosynthesewege effizienter Produktionsstämme sind durch 

Stoffflussraten gekennzeichnet, die hoch zum gewünschten Produkt und gering zu 

den Nebenprodukten sind. Hohe Stoffflussraten zum Produkt werden erreicht, wenn 

zwei Bedingungen erfüllt sind. Zum einen muss eine ausreichende Bereitstellung von 

Substraten im Nährmedium gewährleistet sein (vgl. Kapitel 2.3.2), zum anderen 

muss das Zusammenspiel der Enzymaktivitäten und Regulationsmechanismen der 

Produkt- und Precursorbiosynthesewege in der Zelle aufeinander abgestimmt sein. 

Ansatzpunkte für die Stammverbesserung lassen sich durch eine Charakterisierung 

der Produktstoffwechselwege und der daran beteiligten Enzyme sowie aus 

Erfahrungswerten, die bei Kultivierungen des Produzentenstammes gesammelt 

wurden, finden. Zudem eröffnen sich durch die Bereitstellung von Sequenzierdaten 
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vollständiger Genome, wie sie auch für A. friuliensis vorliegen, weitere Möglichkeiten 

zur gezielten Aufklärung und Veränderung von Stoffwechselwegen. Aus den 

Genomdaten können beispielsweise Informationen zu regulatorischen Bereichen und 

Strukturgenen ableitetet werden. Auch aus der vollständigen Charakterisierung von 

Sekundärmetabolitclustern können sich neue Ansatzpunkte zur Stammverbesserung 

ergeben, da diese Cluster regulatorische Elemente enthalten, die zur Steigerung der 

Produktausbeute verwenden werden können (Olano et al., 2008). Weitere 

Ansatzpunkte zur Verbesserung der Produzentenstämme lassen sich außerdem aus 

Stoffwechselmodellen (vgl. Kapitel 2.3.4) ableiten. 

2.3.5. Genombasierte Netzwerkmodelle und Stoffflussanalyse 

Stoffwechselmodelle können einen wesentlichen Beitrag zur Steigerung der Effizienz 

bei der Entwicklung von biotechnologischen Prozessen liefern. Aus 

Stoffwechselmodellen können Informationen gewonnen werden, die nicht direkt aus 

experimentellen Beobachtungen abgeleitet werden können, da sie verdeckt oder 

sehr komplex sind (Blank et al., 2013). Stoffwechselmodelle sind metabolisch 

strukturierte Modelle die, im Gegensatz zu Black-Box-Modellen, einzelne Reaktionen 

in der Zelle berücksichtigen. Diese Modelle werden als System biochemischer 

Reaktionsgleichungen formuliert, die das metabolische Reaktionsnetzwerk der Zelle 

näherungsweise abbilden. Die Genauigkeit dieser Stoffwechselmodelle wird durch 

den Zugriff auf komplette Genomsequenzen verbessert, da daraus Informationen 

über tatsächlich vorhandene Reaktionen abgeleitet werden können. Die zugehörigen 

Reaktionsgleichungen werden dabei, sofern sie verfügbar sind, aus bestehenden 

metabolischen Reaktionsdatenbanken extrahiert. Teilweise laufen diese 

Netzwerkrekonstruktionen sogar automatisiert ab, bedürfen dann aber häufig noch 

aufwendiger manueller Korrektur und Ergänzung. Einige Reaktionsgleichungen 

beispielsweise für die Produktsynthese und die Synthese von ungewöhnlichen 

Precursormolekülen müssen neu formuliert werden. 

In Stoffwechselmodellen können Daten verschiedener Art integriert und simultan 

analysiert werden. Dazu gehören experimentell ermittelte Daten aus der Bestimmung 

von Substrataufnahmeraten und Produktbildungsraten, der Abgasanalyse sowie von 

Transkriptionsprofilen. Die Integration experimenteller Daten in diese Modelle 

ermöglicht Stoffflussanalysen und damit Aussagen zu Stoffflussverteilungen, 

maximalen Ausbeuten und Kontrollhierarchien, die nicht direkt messbar sind (Blank 

et al., 2013). Darüber hinaus können verschiedene Größen zur Charakterisierung 

eines Prozesses wie die maximal mögliche Produkt- und Biomasseausbeute sowie 

der Verbrauch von Zellenergie in Form von ATP (Adenosintriphosphat) für den 

Erhaltungsstoffwechsel berechnet werden. Durch Stoffflussanalysen kann zudem die 



Grundlagen                                                         23 

Leistungsfähigkeit von entwickelten Produzentenstämmen gegenüber dem 

Ausgangsstamm beurteilt werden.  

Neben der Beurteilung von Biosyntheseprozessen können Stoffflussanalysen 

außerdem Schlüsselreaktionen für die Produktbiosynthese aufzeigen, an denen 

gezielt genetische Modifikationen vorgenommen werden können, die zu einer 

Steigerung der Produktivität führen. Dabei handelt es sich meistens um die 

Entfernung von metabolischen Engpässen (Bottlenecks) oder die Umleitung von 

Stoffflüssen. Stoffflussanalysen tragen damit zu einer rationalen Stammoptimierung 

bei (Vongsangnak et al., 2012). Die Stoffflussanalyse allein reicht allerdings meistens 

nicht aus, um Angriffspunkte für gezielte genetische Modifikationen zu identifizieren. 

Häufig müssen zusätzliche experimentelle Daten beispielsweise aus der Analyse von 

intrazellulären Metaboliten oder Transkriptionsdaten für eine zuverlässige 

Identifikation von solchen Modifikationen hinzugezogen werden. 
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3. Material und Methoden zur Kultivierung von 

A. friuliensis 

3.1. Nährmedien und Chemikalien  

Soweit nicht in Tabelle 1 aufgeführt, wurden alle Nährmedien und Chemikalien für die 

Kultivierung von A. friuliensis von der Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe) 

bezogen. 

Tabelle 1: Bezugsquellen von Nährmedien und Chemikalien, die nicht von der Carl Roth 

GmbH + Co. KG (Karlsruhe) bezogen wurden. 

4-Aminobenzoesäure Riedel-de Haën (Seelze) 

BactoTM-Tryptic-Soy Broth (TSB) Becton Dickinson (Franklin Lakes, USA)

Ca-Pantothenat Sigma (St. Louis, USA) 

CuCl2	∙	2 H2O Riedel-de Haën (Seelze) 

Glycin Sigma (St. Louis, USA) 

Nikotinamid Fluka (St. Louis, USA) 

Nikotinsäure Merck (Darmstadt) 

Riboflavin Fluka (St. Louis, USA) 

Vitamin B12 Sigma (St. Louis, USA) 

ZnCl2 Merck (Darmstadt) 

  
Die Nährmedien für die Kultivierungen von A. friuliensis (Tabelle 2) wurden mit 

deionisiertem Wasser angesetzt und soweit nicht anders angegeben 20 min bei 

121 °C autoklaviert. Das chemisch definierte Nährmedium wurde aus separat 

hergestellten Stammlösungen angesetzt. 

Tabelle 2: Nährmedien für die Kultivierung von A. friuliensis. 

  g/l 

TSB-Medium Caseinhydrolysat 17,0 

(BactoTM-Tryptic Soy Broth)  Sojapepton 3,0 

bestehend aus: Dextrose 2,5 

 NaCl 5,0 

 K2HPO4 2,5 
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Fortsetzung von Tabelle 2: 

  g/l 

Chemisch definiertes Nährmedium Saccharose 11,0 

für A. friuliensis  L-Arginin HCl 2,0 

nach Wagner (2009) L-Valin 0,6 

 MgSO4 ∙ 7 H2O 0,6 

 K2HPO4 0,07 

 Spurenelementlösung 0,1 % 

 Vitaminlösung 0,13 % 

Spurenelementlösung Fe(III)Cl3 ∙ 6 H2O 0,20 

(Okanishi et al., 1974) ZnCl2 0,04 

 CuCl2 ∙ 2 H2O 0,01 

 Na2B4O7 ∙ 10 H2O 0,01 

 (NH4)6Mo7O24 ∙ 4 H2O 0,01 

 MnCl2 ∙ 4 H2O 0,01 

Vitaminlösung  Biotin 0,04 

(Gonzalez et al., 2003, modifiziert) Ca-Pantothenat 0,67 

sterilfiltriert Nikotinamid 0,67 

 Thiamin-HCl 0,67 

 Pyridoxin HCl 0,67 

 4-Aminobenzoesäure 0,13 

Medium für Agardiffusionstest KH2PO4 3,0 

 K2HPO4 7,0 

 (NH4)2SO4 1,0 

 Na3-Citrat ∙ 2 H2O 0,5 

 MgSO4 ∙ 7 H2O 0,1 

 Glucose 2,0 

 Agar 15,0 
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Fortsetzung von Tabelle 2: 

  g/l 

Sporolationsmedium für Glukose 2,0 

Bacillus subtilis (pH 7,1) Na-L-Glutamat-Monohydrat 1,9 

 FeCl3 ∙ 6 H2O 0,001 

 MnCl2 ∙ 2 H2O 0,015 

 NH4Cl 0,540 

 NaSO4 0,105 

 KH2PO4 0,087 

 CaCl2 0,195 

 NH4NO3 0,096 

 MgCl2 ∙ 6 H2O 0,008 

3.2. Kultivierung von A. friuliensis 

Für die Untersuchungen der Friulimicinbiosynthese in Actinoplanes friuliensis wurde 

der Stamm HAG 010964 (Aretz et al., 2000) verwendet. 

3.2.1. Stammhaltung 

Zur Herstellung von Kryokulturen von A. friuliensis wurden 100 ml TSB-Medium mit 

A. friuliensis inokuliert und 4 d bei 28 C und 140 rpm im Inkubationsschüttler 

inkubiert. Das Myzel wurde nach der Inkubation zweimal mit TSB-Medium (Tabelle 2) 

gewaschen, indem die Kultur 10 min bei 3500 g zentrifugiert wurde und das Zellpellet 

anschließend in frischem TSB-Medium resuspendiert wurde. Nach dem Waschen 

wurde das Myzel mit einem Glashomogenisator homogenisiert und mit 20 % sterilem 

Glycerin vermischt. Die Kultur wurde in Röhrchen á 2 ml bei -80 °C gelagert. 

3.2.2. Vorbereitung des Inokulums 

Die Vorbereitung des Inokulums für die Kultivierungen im Bioreaktor erfolgte über 

zwei Vorkulturen. Die Vorkultur 1 wurde in komplexem Nährmedium, die Vorkultur 2 

wurde zur Anpassung von A. friuliensis an das Nährmedium der Hauptkultur in 

chemisch definiertem Nährmedium hergestellt. Um eine homogene und möglichst 

feine Myzelbildung zu erreichen sowie eine ausreichende Sauerstoffversorgung zu 

gewährleisten, wurden die Vorkulturen während der gesamten Inkubationszeit auf 
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über den die Sondendaten während der Kultivierung alle 12 min an einen PC zur 

Aufzeichnung gesendet wurden. Die weiteren Kultivierungsbedingungen sind unter 

3.2.2 beschrieben. 

3.2.5. Kultivierung im 2,5-l-Bioreaktor 

Die Kultivierungen im 1,5-l-Maßstab wurden im 2,5-l-Bioreaktor (InforsHT Minifors, 

Bottmingen, Schweiz) durchgeführt. Die Ausstattung des Bioreaktors ist in Tabelle 3 

beschrieben. 

Tabelle 3: Ausstattung des 2,5-l-Bioreaktors 

 Messprinzip Hersteller 

pO2-Sonde optisch Hamilton, Bonaduz, Schweiz 

pH-Sonde amperometrisch Mettler-Toledo, Gießen 

Durchflussregler thermisch Vögtlin red-y, Aesch, Schweiz 

Abgasanalyse O2 paramagnetisch BlueSens, Herten 

Abgasanalyse CO2 Infrarot BlueSens, Herten 

 

Vor dem Autoklavieren wurde der Bioreaktor mit 1l deionisiertem Wasser gefüllt. 

Nach dem Autoklavieren wurden die restlichen Nährmedienbestandteile aus sterilen 

Stammlösungen in den abgekühlten Reaktor überführt und das fehlende Volumen 

mit sterilem Wasser ergänzt. Der Bioreaktor wurde mit einem Inokulationsverhältnis 

von 1:5 aus Vorkultur 2 (vgl. Kapitel 3.2.2) inokuliert. Um möglichst wenig 

Nährmedium der Vorkultur in den Bioreaktor zu überführen, wurden die Myzelien der 

Vorkultur vor der Inokulation konzentriert. Dies wurde durch Entfernung von etwa 

zwei Drittel des Kulturüberstands nach Sedimentation des Myzels erreicht.  

Während den Kultivierungen wurde der pH-Wert des Nährmediums mit 1 M H2SO4 

und 2 M KOH auf pH 7,0 geregelt. Der pO2-Wert wurde über eine Programmsequenz 

in der Bioreaktorsoftware Iris durch automatische Anpassung der 

Rührergeschwindigkeit in 10-rpm-Schritten über 30 % Sauerstoffsättigung gehalten. 

Die Begasung erfolgte mit Luft und wurde über einen Massendurchflussregler 

konstant auf 0,3 lpm (0,2 vvm) geregelt. Zur Reduzierung der Verdunstung des 

Nährmediums und zur Verbesserung der Genauigkeit der Abgasanalyse wurde die 

Feuchtigkeit im Abluftstrom über einen Abgaskühler reduziert. Das Abgas-

Analysesystem wurde vor der Kultivierung mit Raumluft kalibriert. Die aus der 

Abgasanalyse abgeleiteten Größen Sauerstoffaufnahmerate (OUR –

Oxygen Uptake Rate) und Kohlenstoffdioxidbildungsrate (CER – Carbon 
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Dioxide Evolution Rate) wurden über die unter 3.3.10 beschriebenen Formeln 

berechnet. Proben des Kulturmediums wurden ein- bis zweimal täglich entnommen.  

Die Probenahme erfolgte durch Erzeugung eines Vakuums im 

Probenahmefläschchen mit Hilfe eine Spritze über einen Sterilfilter. Dadurch wurde 

Zellsuspension über das Probenahmerohr des Bioreaktors in das 

Probenahmefläschchen befördert. Sofort nach der Probenahme wurde die 

Zellsuspension über einen Spritzenfilter (0,2 µm Polyethersulfon, Carl Roth 

GmbH + Co. KG, Karlsruhe) filtriert, in Röhrchen à 2 ml abgefüllt und bis zur Analytik 

bei -35 °C gelagert. Die Biotrockenmassebestimmung erfolgte unmittelbar nach der 

Probenahme (siehe 3.3.2). 

Bei Fed-Batch-Kultivierungen im 2,5-l-Bioreaktor wurde die Zufütterung nach einer 

anfänglichen Batch-Phase mit einem linearen Profil gestartet. Da eine kontinuierliche 

Dosierrate aufgrund der kleinen Zufütterungsvolumina nicht realisierbar war, wurde 

die Feedlösung im 10 min Takt dosiert. Die Zufütterung der Feedlösung erfolgte über 

ein in Matlab (The Mathworks, Novi, USA) erstelltes Programm, mit dem die 

Feedlösung Waagen-kontrolliert über eine externe Schlauchpumpe mit 

Kassettenpumpenkopf (Ismatec Ecoline, IDEX Health & Science, Wertheim-

Mondfeld) dosiert wurde. 

3.2.6. Kultivierung im 7,5-l-Bioreaktor 

Da die Möglichkeiten der Messtechnik und das Probenahmevolumen im 

2,5-l-Bioreaktor begrenzt waren, wurden einige Kultivierungen im größeren Maßstab 

durchgeführt. Für die Kultivierungen im 3- und 4-l-Maßstab wurde daher ein 

7,5-l-Bioreaktor (InforsHT Labfors, Bottmingen, Schweiz) verwendet. Die Ausstattung 

des 7,5-l-Bioreaktors ist in Tabelle 4 beschrieben. Die Kultivierungen wurden, soweit 

nicht anders beschrieben, wie im 1,5-l-Maßstab (vgl. Kapitel 3.2.5) durchgeführt. 
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Tabelle 4: Ausstattung des 7,5-l-Bioreaktors 

 Messprinzip Hersteller 

pO2-Sonde optisch Hamilton, Bonaduz, Schweiz 

pH-Sonde amperometrisch Mettler-Toledo, Gießen 

Mass-Flow-Controller thermisch red-y, Vögtlin, Aesch, Schweiz 

Abgasanalyse O2 Zirconiumelektrolysezelle BlueSens, Herten 

Abgasanalyse CO2 Infrarot BlueSens, Herten 

Biomassebestimmung Impedanz-
spektroskopisch 

Fogale Nanotech, Nimes, 
Frankreich 

 

Fed-Batch-Kultivierungen wurden im 4-l-Maßstab durchgeführt. Die Zufütterung 

wurde über eine Feedpumpe des Bioreaktors realisiert, die über ein in Matlab 

erstelltes Programm angesteuert wurde. Bei Verwendung einer zweiten Feedlösung 

wurde zusätzlich eine externe Pumpe (Ismatec, IDEX Health & Science, Wertheim-

Mondfeld) verwendet, die ebenfalls über ein Matlab-Programm angesteuert wurde. 

Die Dosierung der Feedlösung erfolgte kontinuierlich mit einem linearen Profil und 

wurde über Waagen kontrolliert. 

Die kontinuierlichen Kultivierungen mit Zellrückhaltung wurden im 3-l-Maßstab 

durchgeführt. Die Zufütterung des Nährmediums erfolgte über eine externe Pumpe 

mit variabler Drehzahleinstellung (Ismatec MCP, IDEX Health & Science, Wertheim-

Mondfeld), die über ein Matlab-Programm gesteuert und über eine Waage (Sartorius 

Talent TE6101, Göttingen) kontrolliert wurde (Abbildung 5). Da der Wägebereich der 

Feedvorlagewaage begrenzt war, wurde das Feedvorlagegefäß bei Bedarf 

automatisch über eine weitere Pumpe aus einem Vorlagetank nachgefüllt. Das 

Volumen des Bioreaktors wurde über das Bioreaktorgewicht kontrolliert, indem das 

Gewicht des gesamten Bioreaktorsystems von einer Waage (Sartorius LA64000, 

Göttingen) bestimmt wurde. Um das Kulturvolumen im Bioreaktor konstant zu halten, 

wurde innerhalb einer Schaltdifferenz von 20g (je nach Feedrate etwa alle 15-30 min) 

Kulturmedium über das Probenahmerohr abgepumpt. Für die Zellrückhaltung wurden 

30-60s vor der Entnahme des Kulturmediums Rührer und Begasung ausgeschaltet. 

Dies ermöglichte eine Sedimentation der Myzelpellets. Das Probenahmerohr wurde 

zudem, um den nahezu zellfreien Kulturüberstand abzupumpen, etwa 2cm unterhalb 

des Flüssigkeitslevels im Bioreaktor positioniert. Nach dem Abpumpvorgang wurden 

Rührer und Begasung wieder angeschaltet und die Kultivierung mit den vorherigen 

Parametern fortgesetzt. 
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Die pO2-Regelung erfolgte bei der kontinuierlichen Prozessführung nicht wie bei den 

anderen Prozessen über eine Programmsequenz der Bioreaktorsoftware Iris, 

sondern über ein Matlab-Programm. Die Regelung über dieses Matlab-Programm 

ermöglichte ein Ausschalten der pO2-Regelung während des Abpumpvorgangs des 

Kulturmediums, da während des Abpumpvorgangs die Gelöstsauerstoffkonzentration 

kurzfristig abfiel. Diese pO2-Regelung erhöhte bei Unterschreiten des pO2 von 30 % 

Sättigungswert die Rührergeschwindigkeit in Schritten von 10 rpm. Als zusätzliche 

Möglichkeiten zur Erhöhung des Sauerstoffeintrags konnten bei dieser Regelung 

zum einen der Sauerstoffanteil durch Zugabe von reinem Sauerstoff in der Zuluft, 

zum anderen auch die Begasungsrate erhöht werden. 
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3.3. Analytik von Kultivierungsproben 

Aus Kultivierungsüberständen wurden standardmäßig die Konzentrationen von 

Biotrockenmasse, Glucose und Saccharose, der Aminosäuren Arginin und Valin, 

Phosphat und Sulfat sowie Friulimicin analysiert. Die Analytik dieser Komponenten 

erfolgte über Standardverfahren wie HPLC und Ionenchromatographie sowie mit 

enzymbasierten Testkits. Die Kultivierungsüberstände ausgewählter Kultivierungen 

wurden zusätzlich über Mittelinfrarot-Spektroskopie analysiert (3.3.9). Zudem wurden 

die Kulturen in regelmäßigen Abständen auf Kontamination überprüft (3.3.1). 

3.3.1. Prüfung von Kulturen auf mikrobielle Kontamination 

Zur Überprüfung von Kultivierungen auf mikrobielle Kontamination wurden 

Kultivierungsproben in regelmäßigen Abständen mikroskopisch unter 1000-facher 

Vergrößerung betrachtet sowie Reinheitsausstriche auf Agarplatten durchgeführt. Für 

die Reinheitsausstriche wurden 100 µl Probe auf einer LB-Agarplatte ausplattiert und 

für 3 d bei 28 °C inkubiert. Aufgrund der orangefarbenen Pigmentierung von 

A. friuliensis lassen sich mikrobielle Verunreinigungen auf Agarplatten deutlich 

erkennen. 

3.3.2. Bestimmung der Biotrockenmasse 

Bei der Bestimmung der Biotrockenmassekonzentration wurden 10 ml 

Kulturflüssigkeit über Vakuumfiltration auf einen Celluloseacetatfilter (0,2 µm, 

Macherey-Nagel, Düren) gesaugt, von dem zuvor das Gewicht bestimmt wurde. Zur 

Entfernung von Nährmedienbestandteilen wurde das Myzel mit deionisiertem Wasser 

gewaschen. Der Filter mit dem ausgesaugten, gewaschenen Myzel wurde bei 130 °C 

im Infrarot-Trocknungsgerät (Ohaus, Nänikon, Schweiz) bis zur Gewichtskonstanz 

getrocknet. Anschließend wurde der Filter auf einer Feinwaage gewogen. Um das 

Nettogewicht zu erhalten, wurde das Gewicht des leeren Filters von dem des 

getrockneten Filters subtrahiert. Die Bestimmung der Biotrockenmassekonzentration 

erfolgte in einer Doppelbestimmung. 

3.3.3. Bestimmung von Friulimicin B 

Die Untersuchung der Antibiotikabildung von A. friuliensis wurde in dieser Arbeit auf 

das Lipopeptidantibiotikum Friulimicin B beschränkt (Abbildung 2). 

Bestimmung von Friulimicin B über HPLC 

Die Bestimmung der Konzentration von Friulimicin B in Kultivierungsproben erfolgte 

über Reversed-Phase-HPLC (Shimadzu Prominence, Kyoto, Japan) in Anlehnung an 

das Protokoll von Vertesy et al. (2000). Die wichtigsten Parameter für die 
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HPLC-Analytik sind in Tabelle 5 aufgeführt. Die Kultivierungsproben wurden vor der 

Auftrennung 1:5 mit eiskaltem Methanol (-20 °C) gemischt und 10 min bei 16060 g 

zentrifugiert. Als Standard wurden Verdünnungen von Friulimicin B (MerLion 

Pharmaceuticals GmbH, Berlin, Chargennummer CBS000043) verwendet, die 

ebenfalls mit Methanol versetzt wurden. 

Tabelle 5: Parameter zur Trennung und Detektion von Friulimicin B über HPLC 

Säule: TSKgel ODS-100V, 25 cm (Tosoh Stuttgart, Germany) 

Laufmittel: Isokratisch: Acetonitril und 0,1%ige Phosphorsäure (45:55)

Fließgeschwindigkeit: 1 ml/min 

Temperatur: 40 °C 

Injektionsvolumen: 20 µl 

Detektion: UV-Detektor, 210 nm 

Agardiffusionstest zur Bestimmung von Friulimicin 

Der Agardiffusionstest wurde als semiquantitativer Schnelltest zur Bestimmung der 

Friulimicinproduktion während der Kultivierungen eingesetzt. Das Testprinzip beruht 

auf der Ausbildung eines Hemmhofs mit dem friulimicinsensitiven Referenzkeim 

Bacillus subtilis. Bei diesem Test werden im Gegensatz zur HPLC-Analytik alle 

gebildeten Substanzen erfasst, die eine antibiotische Wirkung gegenüber dem 

eingesetzten Referenzkeim besitzen. Für den Agardiffusionstest wurden mit einem 

sterilen Korkbohrer (D = 6 mm) Agarblöckchen aus einer B. subtilis-Testplatte 

ausgestochen. Anschließend wurden in die Vertiefung 80 µl des zu testenden 

Kulturüberstandes pipettiert. Die Friulimicinproduktion konnte nach Inkubation der 

Testplatte über Nacht bei 37 °C anhand eines um die Vertiefung entstandenen 

Hemmhofs detektiert werden.  

Für die Herstellung der Testkeimplatten wurde eine Sporensuspension von B. subtilis 

hergestellt. Dazu wurden 100 ml B. subtilis-Sporulationsmedium (Tabelle 2) in einem 

500-ml-Erlenmeyerkolben mit Zellmaterial aus einer TSB-Vorkultur inokuliert. Die 

Inkubation erfolgte für etwa 3 d im Inkubationsschüttler bei 120 rpm und 30 °C. Das 

Wachstum und die Sporenbildung von B. subtilis wurden mikroskopisch verfolgt. 

Sobald neben einer geringen Menge vegetativer Zellen nur noch Sporen erkennbar 

waren, wurde die Kultur durch Zentrifugation (9000 g, 10 min, 4 °C) geerntet. Nach 

dreimaligem Waschen der Zellpellets mit sterilem Leitungswasser wurde die 

Suspension ebenfalls mit sterilem Leitungswasser auf eine OD546 von 1,5 eingestellt. 

Für die Herstellung der Testkeimplatten wurde 1 % (v/v) dieser Sporensuspension 
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direkt in den 70 °C heißen TSB-Agar (Tabelle 2) gegeben, um restliche vegetative 

Zellen zu inaktivieren. 

3.3.4. Bestimmung von Glucose 

Die Bestimmung der Konzentration von D-Glucose in Kultivierungsproben erfolgte 

enzymatisch-amperometrisch mit einem Glucoseanalysegerät (C-line EKF, 

Barleben). Die Kultivierungsproben wurden, soweit notwendig, mit deionisiertem 

Wasser verdünnt und nach Angaben des Herstellers analysiert. 

3.3.5. Bestimmung von Saccharose 

Für die Bestimmung der Saccharosekonzentration in Kultivierungsproben wurden 

diese zunächst 15 min bei 80 °C im Thermoschüttler inkubiert, um mögliche Enzyme 

in den filtrierten Kultivierungsüberständen zu inaktivieren. Die 

Saccharosekonzentration wurde anschließend mit einem Saccharose/D-Glucose-

Enzymtestkit (r-biopharm, Darmstadt) nach Angaben des Herstellers bestimmt. Das 

Testprinzip beruht auf der enzymatischen Umsetzung von Saccharose durch 

β-Fructosidase zu D-Glucose und D-Fructose. Die entstandene D-Glucose wird über 

weitere enzymatische Schritte mit Hexokinase und Glucose-6-phosphat-

Dehydrogenase unter Freisetzung von NADPH umgesetzt, welches im Spektrometer 

quantifiziert werden kann. Anhand der NADPH-Konzentration können Rückschlüsse 

auf die Saccharosekonzentration gezogen werden. 

3.3.6. Bestimmung von Aminosäuren und Ammonium 

Die Bestimmung der Konzentrationen der Aminosäuren Arginin und Valin sowie von 

Ammonium erfolgte zum einen nach Abschluss der Kultivierung über HPLC, zum 

anderen wurde prozessbegleitend ein enzymatischer Schnelltest für Arginin und 

Ammonium durchgeführt. 

Bestimmung von Aminosäuren und Ammonium über HPLC 

Die Bestimmung der Konzentrationen von Arginin, Valin und Ammonium in 

Kultivierungsüberständen wurde mit der AccQ-Tag-Methode (Waters, Milford 

Massachusetts, USA) über HPLC (Shimadzu Prominence, Kyoto, Japan) 

durchgeführt. Bei dieser Methode werden primäre sowie sekundäre Aminosäuren mit 

6-aminoquinolyl-N-hydroxysuccinimidyl Carbamat (AQC) in stabile fluoreszierende 

Derivate umgesetzt, die nach Auftrennung in einem Fluoreszenzdetektor analysiert 

werden können. 

Für die Analyse wurden die filtrierten Kultivierungsproben entsprechend mit 

HPLC-grade Wasser verdünnt. 100 µl der verdünnten Probe wurde mit 20 µl einer 
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0,5 mM Serinlösung (Interner Standard) versetzt und nach Angaben des Herstellers 

derivatisiert. In Tabelle 6 sind die wichtigsten Parameter zur Trennung und Detektion 

der Derivate aufgeführt. 

Tabelle 6: Parameter zur Trennung und Detektion von Aminosäuren über HPLC 

Säule: AccQ-Säule (Waters, Milford Massachusetts, USA)

Laufmittel: Gradient aus Acetonitril, Wasser, AccQ-Puffer 

Fließgeschwindigkeit: 1 ml/min 

Temperatur: 37 °C 

Injektionsvolumen: 1 µl 

Detektion: Fluoreszenzdetektor Ex 250nm, Em 395nm 
(Waters, Milford Massachusetts, USA)  

Enzymatischer Schnelltest zur Bestimmung von Arginin und Ammonium 

Die Konzentrationen von Arginin und Ammonium wurden während der Kultivierungen 

mit einem enzymatischen Arginin/Harnstoff/Ammonium-Schnelltest (Megazyme, 

Wicklow, Irland) nach Angaben des Herstellers bestimmt. Bei diesem Test wird 

Arginin durch das Enzym Arginase zu Harnstoff und Ornithin hydrolysiert. Der 

freigesetzte Harnstoff wird in einem nächsten Schritt durch Urease zu Ammonium 

und Kohlenstoffdioxid umgewandelt. Ammonium wird anschließend in einer dritten 

Reaktion zusammen mit 2-Oxogluterat unter Verbrauch von NADPH durch 

Glutamatdehydrogenase zu Glutamat umgesetzt. Der NADPH-Verbrauch kann bei 

dieser Reaktion über ein Spektrometer quantifiziert werden und ist proportional zur 

Ammoniumkonzentration. Durch die Bestimmung der NADPH-Konzentrationen nach 

jedem enzymatischen Schritt kann auf die Arginin- und Harnstoffkonzentration 

zurückgeschlossen werden. 

3.3.7. Bestimmung von Phosphat und Sulfat 

Die Bestimmung der Phosphat- und Sulfatkonzentrationen erfolgte zum einen nach 

Abschluss der Kultivierung über Ionenchromatographie, zum anderen wurde 

prozessbegleitend ein enzymatischer Schnelltest zur Bestimmung der 

Phosphatkonzentration durchgeführt. 

Ionenchromatographische Bestimmung von Phosphat und Sulfat 

Die Konzentrationen von Phosphat und Sulfat in Kultivierungsüberständen wurden 

über Ionenchromatographie (Metrohm 792 Basic, Filderstadt) bestimmt. Als 

Standards wurden Verdünnungen von Phosphat- und Sulfatkalibrierlösungen 
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(Certipur, Merck) verwendet. Die Kultivierungsproben wurden vor der Analyse mit 

Reinstwasser verdünnt. Die wichtigsten Parameter zur Bestimmung von Phosphat 

und Sulfat sind in Tabelle 7 beschrieben. 

Tabelle 7: Parameter zur Trennung und Detektion von Phosphat und Sulfat über IC 

Säule: Metrosep Anion Supp-A 4,0x250 mm, Particle 10 µm 

Anionensuppressorsäule: Dual1 (Metrohm, Filderstadt) 

Laufmittel: 1,7 mM NaHCO3, 1,8 mM Na2CO3, 4 % Aceton 

Regeneriermittel: 50 mM H2SO4 

Fließgeschwindigkeit: 1,2 ml/min 

Temperatur: Raumtemperatur 

Injektionsvolumen: 20 µl 

Detektion: Leitfähigkeitsdetektor 

Schnelltest zur Bestimmung der Phosphatkonzentration 

Während der Kultivierungen wurde die Phosphatkonzentration photometrisch mit 

einem Schnelltest (Spectroquant, Merck) nach Angaben des Herstellers 

nachgewiesen. Bei diesem Test bilden Orthophosphat-Ionen in schwefelsaurer 

Lösung mit Ammoniumvanadat und Ammoniumheptamolybdat die orangegelbe 

Molybdatovanadatophosphorsäure, die photometrisch bestimmt werden kann. 

3.3.8. Bestimmung von Acetat 

Die Bestimmung der Acetatkonzentration in Kultivierungsüberständen erfolgte mit 

einem enzymatischen Acetattestkit (r-biopharm, Darmstadt) nach Angaben des 

Herstellers. Vereinfacht beschrieben wird bei diesem Test Acetat über das Enzym 

Acetyl-CoA-Synthetase unter anderem zu Acetyl-CoA umgesetzt. Acetyl-CoA 

reagiert in einer weiteren enzymatischen Reaktion mit Citrat-Synthase bei 

Anwesenheit von Oxalacetat zu Citrat. Das bei dieser Reaktion benötigte Oxalacetat 

wird in einer vorgeschalteten Reaktion gebildet. Bei dieser Reaktion wird NAD zu 

NADH reduziert. Die Entstehung von NADH kann spektrometrisch quantifiziert 

werden. Über die NADH-Konzentration kann die Acetatkonzentration berechnet 

werden. 

3.3.9. Analyse von Kultivierungsproben mit Mittelinfrarotspektroskopie 

Die Analysen von Kultivierungsüberständen über Mittelinfrarot (MIR)-

Transmissionsspektroskopie (AquaSpec-MIR-Analytik) und die anschließende 
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Datenauswertung wurden von der micro-biolytics GmbH (Esslingen) durchgeführt. 

Die Analyse über AquaSpec-MIR-Analytik erfolgte für ausgewählte Kultivierungen 

zusätzlich zu der oben aufgeführten Analytik. 

Zur Vorbereitung der Kultivierungsproben für die AquaSpec-MIR-Analytik wurde die 

Zellsuspension, wie auch für die oben aufgeführten Analytikmethoden, über einen 

Zelluloseacetatfilter (0,2 µm) filtriert. Die filtrierten Proben wurden zu 400 µl in 

Reaktionsgefäße abgefüllt und bis zur Analyse bei -35 °C gelagert. 

Zur Erstellung von Referenzspektren für die spektroskopische Auswertung 

(vgl. Kapitel 2.3.1) wurden für sämtliche, im chemisch definierten Nährmedium 

vorkommenden Substanzen sowie für das Produkt Friulimicin B und potentiell 

vorkommende Nebenprodukte Reinsubstanzlösungen angesetzt (Tabelle 8). 

Außerdem wurden Reinsubstanzen für die Pufferlösung MOPS, die im 

Vorkulturmedium verwendet wurde und das bei der Herstellung von Kryokulturen 

verwendete Glycerin (vgl. Kapitel 3.2.1) angesetzt. Alle Reinsubstanzen wurden in 

deionisiertem Wasser in Konzentrationen angesetzt, die dem Konzentrationsbereich 

im Nährmedium entsprechen. Der pH-Wert dieser Lösungen wurde, entsprechend 

dem pH-Wert im Nährmedium, auf 7,0 eingestellt. Um den Einfluss von pH-Wert-

Änderungen auf die Spektren analysieren zu können, wurde zusätzlich jede 

Reinsubstanzlösung mit pH-Werten von 6,5 und 7,5 hergestellt. Zur Ermittlung von 

möglichen Interferenzen der Nährmedienbestandteile untereinander, wurden 

zusätzlich Gemische dieser Reinsubstanzen analysiert. 

Tabelle 8: Lösungen von Reinsubstanzen für die Erstellung einer Spektrendatenbank für die 

AquaSpec-MIR-Analytik. Alle Reinsubstanzlösungen wurden mit den pH-Werten pH 6,5, pH 7,0 und 

pH 7,5 angesetzt. 

  g/l   g/l

 Saccharose 10  myo-Inositol 1 

 Glucose ∙ 1 H2O 10  Glycerin 1 

 L-Arginin HCl 5  Trehalose 1 

 L-Valin 2  Pipecolinsäure 1 

 MgSO4 ∙ 7 H2O 1  Essigsäure 1 

 K2HPO4 2  MOPS 2 

 NaHCO3 1   

3.3.10. Berechnete Größen 

Soweit nicht anders angegeben, wurden folgende Gleichungen zur Berechnung 

verschiedener Größen einer Kultivierung verwendet. 
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Die maximale Wachstumsrate µmax für A. friuliensis wurde in der Batch-Phase über 

μ୫ୟ୶	 ൌ ቆ
lnେ౮ െ lnେ౮బ

t െ t଴
ቇ 

mit der Biomassekonzentration cx und der Kultivierungszeit t berechnet. 

Der Ausbeutekoeffizient (Ertragskoeffizient) YX/S für die Biotrockenmasse in Bezug 

auf das Substrat Glucose wurde für die Batchphase über 

Yଡ଼ ୗ⁄ ൌ
c୶୧ െ c୶୓
cୗ୧ െ cୗ୓

 

mit der Substratkonzentration cS berechnet.  

Der Ausbeutekoeffizient YP/X für das Produkt Friulimicin in Bezug auf die 

Biotrockenmasse wurde für die Batchphase über 

Y௉ ଡ଼⁄ ൌ
c୔୧ െ c୔୓
cଡ଼୧ െ cଡ଼୓

 

mit der Produktkonzentration cP berechnet. Der zeitliche Verlauf der spezifischen 

Substrataufnahmerate qS wurde bei Batch- und Fed-Batch-Prozessen über  

qୗ ൌ ൭െ
dcୗ
dt

൅
F
V
൫cୗ,୸୳ െ cୗ൯൱ ∙

1
c୶

 

berechnet. Darin sind der Volumenstrom F und das Flüssigkeitsvolumen des 

Bioreaktors V enthalten, wobei bei Batch-Prozessen F=0 l/h ist. 

Die spezifische Produktbildungsrate qP wurde über 

௉ݍ ൌ ൬
dc୔
dt

൅
F
V
∙ ܿ௉൰ ∙

1
c୶

 

berechnet. 

Die volumetrische Produktivität (Raum-Zeit-Ausbeute) QP wurde für den 

Batch-Prozess und den Fed-Batch-Prozess über 

Q୔ ൌ
C୔ు౨౤౪౛
t୉୰୬୲ୣ

 

berechnet. Für den kontinuierlichen Prozess (Chemostat oder Perfusionsprozess) 

ergibt sich die volumetrische Produktivität QP aus  

Q୔ ൌ D ∙ c୔. 

Darin ergibt sich die Verdünnungsrate D mit dem Volumenstrom F und dem 

Flüssigkeitsvolumen des Bioreaktors V aus	D ൌ ୊

୚
 Die Konzentration des Produktes 

Friulimicin beschreibt cP. 
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Die Bestimmung der Sauerstoffaufnahmerate (OUR) und der 

Kohlenstoffdioxidemissionsrate (CER) erfolgte über die Abgasanalyse und wurde 

durch folgende Gleichungen (Storhas, 2003) berechnet: 

OUR ൌ
Fୋ ∙ p୸୳
V ∙ R ∙ T୸୳

ቆx୓మ,୸୳ െ
1 െ x୓మ,୸୳ െ xେ୓మ,୸୳
1 െ x୓మ,ୟୠ െ xେ୓మ,ୟୠ

∙ x୓మ,ୟୠቇ 

 

CER ൌ
Fୋ ∙ p୸୳
V ∙ R ∙ T୸୳

ቆ
1 െ x୓మ,୸୳ െ xେ୓మ,୸୳
1 െ x୓మ,ୟୠ െ xେ୓మ,ୟୠ

∙ xେ୓మ,୸୳ െ xେ୓మ,୸୳ቇ 

mit 

FG Begasungsrate 

pzu  Begasungsdruck 

V Flüssigkeitsvolumen des Bioreaktors 

R allgemeine Gaskonstante 

Tzu Temperatur der Zuluft 

xO2 Molanteil an Sauerstoff in der Zu- oder Abluft 

xCO2 Molanteil an Kohlenstoffdioxid in der Zu- oder Abluft 

Da für die Begasung der Bioreaktoren Luft verwendet wurde, war              

xO2,zu = 0,2095 und xCO2,zu = 0,00034. 
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4. Ergebnisse 

Für die Entwicklung von effizienten biotechnologischen Prozessen sind umfangreiche 

Kenntnisse des Produzentenstammes wichtig, die aus Untersuchungen des 

Stammes unter reproduzierbaren Kultivierungsbedingungen gewonnen werden. Für 

eine bessere Reproduzierbarkeit der Kultivierungsbedingungen für A. friuliensis 

wurden Bedingungen für homogenes Wachstum geschaffen und die 

Vorkulturführung optimiert (vgl. Kapitel 4.1). Des Weiteren wurden für die 

Charakterisierung der Friulimicinbiosynthese und des Wachstums von A. friuliensis 

die Einflüsse einzelner Nährmedienbestandteile in einem chemisch definierten 

Nährmedium untersucht (vgl. Kapitel 4.2). Aus den daraus gewonnenen 

Erkenntnissen wurden Zufütterungsstrategien für Fed-Batch-Prozesse sowie 

kontinuierliche Prozessführungsstrategien abgeleitet (vgl. Kapitel 4.3). Durch eine 

Erweiterung der Standardanalytik mit onlinefähigen Messmethoden wie Mittelinfrarot- 

und Impedanzspektroskopie, konnten weitere Ansätze zur Verbesserung der 

Friulimicinproduktion gefunden werden (vgl. Kapitel 4.4). Die Prozessentwicklung 

wurde durch ein genombasiertes Stoffwechselmodell und Stoffflussanalysen 

unterstützt (vgl. Kapitel 4.5). 

4.1. Definierte Kultivierungsbedingungen 

Bei der Kultivierung von myzelartig wachsenden Mikroorganismen wie A. friuliensis 

sind häufig große Batch-to-Batch-Variationen beschrieben, die zum einen an der 

Bildung von unterschiedlich großen Myzelpellets liegen (vgl. Kapitel 2.3.2), zum 

anderen kann es im Umgang mit diesen Myzelbildnern beispielsweise bei 

Inokulationsvorgängen zu Ungenauigkeiten kommen. Eine homogene Kultur ist 

daher Voraussetzung, um aussagekräftige Ergebnisse über die Eigenschaften des 

Produzentenstammes zu erzielen. Um homogene Wachstumsbedingungen für 

A. friuliensis zu schaffen, wurden verschiedene Ansätze zur Beeinflussung der 

Pelletbildung untersucht (vgl. Kapitel 4.1.1). 

Neben dem myzelartigen Wachstum führt auch der Einsatz komplexer Nährmedien, 

die häufig in industriellen Prozessen verwendet werden, zu starken Batch-to-Batch-

Variationen. Chemisch definierte Nährmedien hingegen verbessern die 

Reproduzierbarkeit der Prozesse. Für die Kultivierung von A. friuliensis wurde daher 

ein chemisch definiertes Nährmedium (Wagner, 2009) verwendet, welches in der 

vorliegenden Arbeit weiter angepasst wurde (vgl. Kapitel 4.1.2) 

Ein weiterer Grund für starke Batch-to-Batch-Variationen zwischen Kultivierungen ist 

eine nicht genau definierte Vorkulturführung. Die Aktivität der Vorkultur beeinflusst 

nicht nur die Reproduzierbarkeit, sondern hat auch Einfluss auf den späteren Verlauf 

der Kultivierung und die Produktausbeuten (Neves et al., 2001). Um ein 



standa

Vorkult

4.1.1. 

Myzelb

Myzels

reichen

Kultivie

reprodu

Viskosi

Nährsto

Strepto

Zellpell

A. friuli

Wachs

Ausbild

von 0,1

Größe 

der Vo

waren 

fragme

Wachs

möglich
 

Abbildun

TSB-Me

Myzelpe

Zur Re

von m

erfolgre

rdisiertes 

turführung 

Homoge

bildner wie 

strukturen a

n. Diese I

erungen u

uzierbare 

ität des 

offen und

omyces livi

lets essent

iensis zeig

tumsverha

dung ringfö

1 bis 2 mm

der Pellets

orkultur ist

die Pell

entierten M

tumskerne

hst homog

ng 6: Myze

dium unter 

ellets. 

eduzierung

myzelartig 

eiche Ansä

Protokoll 

daher näh

ne Wachs

 Aktinomy

aus, die vo

Inhomogen

und verfä

Kultivierun

Kulturmed

 Sauersto

vidans zeig

tiell für die 

gte bei K

alten mit ko

örmiger Pe

m. Kultivie

s in den er

. Je feine

ets im B

Myzelien, 

en enthält (

enes Wac

elpellets vo

Standardbe

g der Pelle

wachsend

ätze besch

E

zur Herst

her untersu

stumsbedi

yzeten und

on lockeren

nität ersch

älscht die

ngen ist ei

diums red

off ermögl

gten deme

Produktio

ultivierung

ompakten

ellets (Abbi

erungen m

rsten 100 h

r die Myz

Bioreaktor

so dass

(van Weze

hstumsver

on A. friulien

edingungen. 

etgröße so

den Mikro

hrieben. D

Ergebnisse

tellung de

ucht (vgl. K

ingungen

d Pilze bild

n Myzelagg

hwert die 

e Aussag

ne geringe

duziert un

licht. Die

ntspreche

n von Anti

gen im Sc

Myzelpelle

ldung 6). D

mit A. friulie

h der Kulti

elpellets in

. Idealerw

s die Vo

el et al., 20

rhalten mit

nsis währe

(A) Rundlic

owie für h

oorganisme

ie Reduzie

e                

er Inokula 

Kapitel 4.1.

den in Sub

gregaten b

Durchführ

gen phys

ere Pelletg

nd einen 

Ergebniss

nd, dass d

biotika ist 

chüttelkolb

ets untersc

Die Größen

ensis im B

vierung ab

n der Vor

weise bes

rkultur ei

06). Für di

kleinen M

nd Kultivier

che kompak

homogener

en in Su

erung der 

                

zu entwic

3).  

bmerskultu

bis hin zu k

rung von 

siologische

größe vorte

optimale

se aus K

die Bildung

(Sarrà et a

en ein se

chiedlicher 

n der Myze

Bioreaktor z

bhängig vo

kultur war

steht eine

ne maxim

e Vorkultu

yzelpellets

rungen im 

te Myzelpel

re Wachst

bmerskultu

Pelletgröß

                

ckeln, wu

uren versch

kompakten

reproduzie

er Studie

eilhaft, da 

en Transf

Kultivierung

g von kom

al., 1998). 

ehr inhom

r Größe so

elpellets va

zeigten, d

on der Pell

ren, desto 

e Vorkult

male Anz

ur wurde da

s angestre

 

Schüttelkol

llets, (B) rin

tumsbedin

uren sind 

ße und ein

        42 

rde die 

hiedene 

n Pellets 

erbaren 

n. Für 

sie die 

er von 

gen mit 

mpakten 

mogenes 

owie der 

ariierten 

ass die 

etgröße 

kleiner 

ur aus 

ahl an 

aher ein 

bt. 

lben mit 

ngförmige 

gungen 

einige 

e damit 



Ergebnisse                                                        43 

verbundene höhere Produktivität der Zellen gelang durch Zugabe von unlöslichen 

Mikropartikeln wie Aluminiumoxid und Talkpartikeln zum Nährmedium (Kaup et al., 

2008). Auch die Zugabe von polymeren Polyanionen wie Junlon oder Agar-Agar 

führte bei Streptomyzeten zu homogenerem Wachstumsverhalten (Hobbs, 1989). Bei 

diesen geladenen Polymeren wird vermutet, dass sie die elektrostatischen 

Abstoßungen zwischen den Zellen induzieren und so die anfängliche Aggregation 

verringern. Ungeladene Polymere wie Polyethylenglycol zeigten sich hingegen als 

weniger geeignet. Des Weiteren wurden in systembiologischen Studien mit 

Streptomyces coelicolor Glasperlen oder Spiralfedern zur Homogenisierung der 

Vorkultur eingesetzt (Wentzel et al., 2012). 

Einige der beschriebenen Ansätze wurden zur Reduzierung der Pelletgröße und für 

homogenere Wachstumsbedingungen in den Vorkulturen von A. friuliensis 

untersucht. Zur Untersuchung dieser Zusätze und Einbauten wurden Kultivierungen 

mit TSB-Medium im Schüttelkolben durchgeführt (vgl. Kapitel 3.2.3). Als geeignete 

Ansätze zur Reduzierung der Pelletgröße von A. friuliensis erwiesen sich die 

Verwendung von Spiralfedern und Glasperlen (Tabelle 9). Auch der Zusatz von 

Talkpartikeln (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) zum Nährmedium zeigte einen 

positiven Einfluss sowohl auf die Pelletgröße als auch auf die Friulimicinbildung 

(Daten nicht gezeigt). Die Verwendung von Talkpartikeln wurde aber nicht weiter 

verfolgt, da diese sowohl die Aminosäureanalytik (Kapitel 3.3.6) als auch die 

Biotrockenmassebestimmung (Kapitel 3.3.2) negativ beeinflusste. Der beste 

Homogenisierungsgrad wurde durch Verwendung eines Kulturkolbens mit 

zylindrischem Magnetrührstäbchen auf einem Magnetrührer erreicht. Dieser Ansatz 

wurde deshalb für die Herstellung der Inokula verwendet. 

Tabelle 9: Homogenisierungsgrad des Myzels während Kultivierungen im Schüttelkolben mit 

verschiedenen Nährmedienzusätzen oder physikalischen Einbauten. Die Bewertung erfolgte visuell 

unter Einstufung in drei Homogenisierungsgrade: o befriedigend, + gut, ++ sehr gut 

 Homogenisierungsgrad des Myzels 

Referenz (ohne Zusätze/Einbauten) o 

Ringförmige Spiralfeder  
(DRing = 10 cm, Da = 2,5 cm, d = 1 mm) 

+ 

Glasperlen (d = 2,1-2,7 mm, 200 g/l) + 

Talkpartikel (d < 10 µm, 1 mM) + 

Magnetrührer mit Magnetrührstäbchen 
(zylindrisch L = 40 mm, d = 8 mm) 

++ 
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Casaminoacids durch eine definierte Stickstoffquelle zu ersetzen, wurden in weiteren 

Schritten einzelne Aminosäuren getestet. Arginin erwies sich hierbei als geeignete 

Stickstoffquelle für Wachstum und Friulimicinbildung. 

In der vorliegenden Arbeit wurde das chemisch definierte Nährmedium von Wagner 

(2009) weiter auf die Wachstumsbedürfnisse von A. friuliensis angepasst. 

Anforderungen, die dabei an das chemisch definierte Nährmedium gestellt wurden, 

waren die gute Verfolgbarkeit von Wachstum und Produktbildung sowie die 

Verwendbarkeit für metabolische Stofffluss- und Transkriptionsanalysen. Weiterhin 

sollte eine genügend hohe Biomassekonzentration erreicht werden, die häufige 

Probenahmen ermöglicht und während der Kultivierungen zu deutlich messbaren 

Veränderungen der Konzentrationen von Nährmedienbestandteilen führt. Eine 

weitere Voraussetzung war die vollständige Löslichkeit aller Substrate, damit eine 

Biotrockenmassebestimmung durchgeführt werden konnte. Zur Untersuchung des 

Übergangs von der Wachstums- in die Friulimicinbildungsphase sollte ein 

reproduzierbarer Prozess mit deutlich voneinander abgegrenzten Phasen entwickelt 

werden. 

Eine Voraussetzung für reproduzierbare Wachstumsbedingungen ist ein konstanter 

pH-Wert des Nährmediums während der Kultivierungen. Während im komplexen 

Nährmedium natürliche Puffersysteme enthalten sind, müssen in definierten 

Nährmedien in der Regel Puffersubstanzen zugesetzt werden. Im Bioreaktor wird ein 

konstanter pH-Wert über eine automatische pH-Wert-Regelung durch Dosierung von 

Säure oder Lauge gewährleistet und macht somit die Zugabe von Puffersubstanzen 

überflüssig. In klassischen Schüttelkolbenexperimenten hingegen ist eine solche 

pH-Wert-Regelung nur schwer möglich. Deshalb müssen dem Nährmedium bei 

Kultivierungen in Schüttelkolben Puffersubstanzen zugesetzt werden. 

MOPS (3-(N-Morpholino)-propansulfonsäure)-Puffer zeigte im Zusammenhang mit 

einem chemisch definierten Nährmedium bei Kultivierungen mit Streptomyces 

clavuligerus gute Puffereigenschaften und ermöglichte gute Wachstumsbedingungen 

(Aharonowitz et al., 1977). Zudem beeinflusste dieser Puffer, im Gegensatz zu 

Phosphatpuffersystemen, die Antibiotikabiosynthese nicht. MOPS-Puffer besitzt 

einen pKS-Wert von 7,15 und wird als Good´scher Puffer nicht metabolisiert. 

Während Kultivierungen von A. friuliensis im Schüttelkolben erwies sich 

MOPS-Puffer ebenfalls als geeignet, um den pH-Wert des Mediums auf etwa pH 7,0 

zu halten. Die Biomassekonzentration war im gepufferten Nährmedium etwa 20 % 

höher als im Nährmedium ohne Pufferzusatz. Ein Einfluss auf die 

Friulimicinbiosynthese wurde nicht beobachtet. 

Ein weiterer Bestandteil eines definierten Nährmediums sind die Spurenelemente, 

die essentiell für die Funktion von Proteinen und Enzymen sind. Um den 
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entsprechend geändert. Die Zusammensetzung des angepassten chemisch 

definierten Nährmediums ist in Tabelle 10 gezeigt. 

Tabelle 10: Chemisch definiertes Nährmedium für die Biosynthese von Friulimicin in A. friuliensis 

nach Anpassung der Nährmedienbestandteile und -konzentrationen. Die Konzentrationen einzelner 

Nährmedienbestandteile variieren für die Herstellung der Vorkultur und für Kultivierungen im 

Bioreaktor oder im Schüttelkolben. 

Nährmedienbestandteile 

 

Schüttelkolben 

[g/l] 

Vorkultur 2 

[g/l] 

Bioreaktor 

[g/l] 

Glucose 20 15 30 

L-Arginin HCl 2 1 2 

L-Valin 0,6 0,6 1 

MgSO4 ∙ 7 H2O 0,6 0,6 0,6 

K2HPO4 0,21 0,42 0,42 

MOPS, pH 7,0 21 21 - 

Spurenelementlösung 2 % 2 % 2 % 

Vitaminlösung 2 % 2 % 2 % 

Vergleich des chemisch definierten mit dem komplexen Nährmedium 

Um das Wachstum und die Friulimicinbildung im angepassten chemisch definierten 

Nährmedium mit dem komplexen Produktionsmedium (Aretz et al., 2000), das als 

Ausgangsbasis für die Entwicklung des definierten Mediums diente, zu vergleichen, 

wurden Batch-Kultivierungen im 1,5-l-Maßstab durchgeführt. Im komplexen 

Nährmedium konnte ein Ausbeutekoeffizient YX/S für die Biotrockenmasse in Bezug 

auf das Substrat Phosphat von 90 g/g erreicht werden. Im chemisch definierten 

Medium war der Ausbeutekoeffizient mit 25 g/g um etwa ein Drittel geringer. Die 

spezifische Friulimicinausbeute YP/X lag im komplexen Medium bei 0,1 g/g, 

wohingegen im chemisch definierten Nährmedium die spezifische Ausbeute mit 

0,05 g/g nur halb so groß war.  

4.1.3. Untersuchung der Vorkulturführung 

Die Herstellungsweise der Vorkulturen (Inokula) von myzelartig wachsenden 

Antibiotikaproduzenten ist ausschlaggebend für den Erfolg der Hauptkultur bezüglich 

Produktivität und Dauer der lag-Phase (Stanbury et al., 1984). Die Vorkulturen sollten 

daher die Kriterien homogenes Wachstum, aktive Zellen der exponentiellen 

Wachstumsphase und ausreichende Biomassekonzentration erfüllen. Zur 
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Untersuchung der Vorkulturbedingungen von A. friuliensis wurden Kulturkolben mit 

pH- und pO2-Sensoren ausgerüstet, die per Funkübertragung Messdaten zur 

Aufzeichnung senden (vgl. Kapitel 3.2.4). Das Kulturmedium der so ausgestatteten 

Kulturkolben wurde mit einem Magnetrührer gerührt (vgl. Kapitel 4.1.1). Da die 

Herstellung der Inokula für die Kultivierungen im Bioreaktor über zwei Vorkulturen 

erfolgte, wurden sowohl die Vorkultur 1 als auch die Vorkultur 2 untersucht. 

Vorkultur in komplexem Nährmedium (Vorkultur 1) 

Die Messungen des Gelöstsauerstoffs pO2 während der Vorkultur 1 zeigten, dass die 

Kultur nach etwa 60 h sauerstofflimitiert war (Abbildung 12 B). Trotzdem nahm die 

Biotrockenmassekonzentration noch weiter zu und erreichte nach etwa 4 d ihr 

Maximum (Abbildung 12 A). Der Verlauf des pH-Werts zeigte, dass die Pufferwirkung 

des komplexen Nährmediums nach etwa 80 h erschöpft war. Der pH-Wert sank 

zunächst um etwa 0,2 pH-Wert-Einheiten, anschließend stieg der pH-Wert stark an 

(Abbildung 12 C). Da die Wachstumsphase trotz Sauerstofflimitation erst nach etwa 

4 d beendet war, wurde die Vorkultur 1 standardmäßig für 4 d (96 ± 2 h) inkubiert. 

Die Biotrockenmasse erreichte in Vorkultur 1 Konzentrationen von 2,5-3,5 g/l. 
 

A 

 

B

C   

Abbildung 12: Verlauf der Biomassekonzentration (A), des Gelöstsauerstoffs pO2 (B) und des 

pH-Werts (C) während fünf Kultivierungen der Vorkultur 1 von A. friuliensis. Die Kultivierungen wurden 

in TSB-Medium im Senbit-Schüttelkolbensystem durchgeführt. 
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Die Vorkulturen wurde zur Verbesserung der Homogenität nicht in einem klassischen 

Schüttelinkubator, sondern in einem Kulturkolben mit zylindrischem 

Magnetrührstäbchen auf einem Magnetrührer kultiviert (vgl. Kapitel 3.2.2). Bei 

diesem Kultivierungsansatz war die Kultur, wie oben beschrieben, bereits nach etwa 

60 h sauerstofflimitiert. Um der Sauerstofflimitation im Kulturkolben 

entgegenzuwirken, wurde durch verschiedene Maßnahmen versucht, den 

Sauerstoffeintrag in das Kulturmedium zu erhöhen. Zunächst sollte über die 

Erhöhung der Rührergeschwindigkeit des Magnetrührers ein verbesserter 

Sauerstoffeintrag ermöglicht werden. Die Rührergeschwindigkeit des Magnetrührers 

konnte aber nicht über 300 rpm erhöht werden, da bei höheren 

Rührergeschwindigkeiten kein stabiles Rühren mehr möglich war. In weiteren 

Versuchen wurden daher verschiedene Magnetrührstäbchengeometrien getestet, mit 

denen höhere Rührergeschwindigkeiten ermöglicht werden konnten. Zum Einsatz 

kamen kreuzförmige, ellipsenförmige und dreieckige Geometrien. Bei allen alternativ 

getesteten Magnetrührstäbchengeometrien wurden zwar sehr feine Myzelien, aber 

zudem auch ein stark verlangsamtes Wachstum beobachtet, das vermutlich durch 

höhere Scherkräfte bedingt wurde. Für die weitere Kultivierung der Vorkultur 1 auf 

dem Magnetrührer wurde daher weiterhin ein zylindrisches Magnetrührstäbchen 

verwendet und eine Sauerstofflimitation gegen Ende der Kultivierung akzeptiert. 

Vorkultur in chemisch definiertem Nährmedium (Vorkultur 2) 

Zur Anpassung der Zellen an die Bedingungen im Bioreaktor, wurde die Vorkultur 2 

in chemisch definiertem Vorkulturnährmedium (Tabelle 10) durchgeführt, welches in 

seiner Zusammensetzung dem Hauptkulturmedium ähnlich ist. Um eine Umstellung 

der Zellen von Primär- auf Sekundärmetabolismus durch Substratlimitierung zu 

vermeiden, wurden die Glucose-, die Arginin- und die Phosphatkonzentration im 

chemisch definierten Vorkulturnährmedium so angepasst, dass auch am Ende der 

Kultivierung keine Substratlimitierung vorlag. Die Vorkultur 2 wurde, wie die 

Vorkultur 1, zur Verbesserung der Homogenität auf einem Magnetrührer kultiviert 

(vgl. Kapitel 3.2.2). 

Obwohl das Nährmedium der Vorkultur 2 die Puffersubstanz MOPS enthielt (Tabelle 

10), konnte ein Abfall des pH-Wertes im Laufe der Kultivierung beobachtet werden 

(Abbildung 13 C). Die Pufferwirkung des verwendeten Puffers war nach etwa 60 h 

erschöpft. Auch der Gelöstsauerstoff war in der Regel nach etwa 80 h limitiert 

(Abbildung 13 B). Trotz der Sauerstofflimitation nahm die Biomasse aber weiter zu 

und erreichte nach etwa 100 h ihr Maximum (Abbildung 13 A). Aufgrund der 

Sauerstofflimitation und um Zellen der exponentiellen Wachstumsphase zu erhalten, 

wurde die Kultivierungsdauer für die Vorkultur 2 auf 3 d (72 ± 2 h) festgelegt. Eine 

Sauerstofflimitation wurde, anders als in der Vorkultur 1, in der Vorkultur 2 nicht 
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akzeptiert, um möglichst aktive Zellen für die Inokulation des Bioreaktors bereitstellen 

zu können. Mit dieser Vorkulturführung wurden nach etwa 72 h Biotrockenmassen 

zwischen 1-1,5 g/l erreicht. 
 

A 

 

B

 

C 

 

  

Abbildung 13: Verlauf der Biomassekonzentration (A), des Gelöstsauerstoffs pO2 (B) und des 

pH-Werts (C) während drei Kultivierungen der Vorkultur 2 von A. friuliensis. Die Kultivierungen wurden 

in chemisch definiertem Vorkulturmedium im Senbit-Schüttelkolbensystem durchgeführt. 

4.1.4. Reproduzierbarkeit der Kultivierungen 

Um die Auswirkungen der getroffenen Maßnahmen für definierte 

Kultivierungsbedingungen beurteilen zu können, wurden die wichtigsten 

Prozessparameter der Vorkulturen und der Kultivierungen im Bioreaktor 

zusammengestellt. 

Reproduzierbarkeit der Vorkulturführung 

Die Verwendung von Magnetrührern für homogene Wachstumsbedingungen bei der 

Herstellung der Vorkulturen 1 und 2 , die Anpassung der Kultivierungszeiten sowie 

die Abstimmung des Vorkulturnährmediums sollten zu einer Verbesserung der 

Reproduzierbarkeit bei der Vorkulturführung beitragen. Trotz der genannten 

Anpassungen und Standardisierungen sind deutliche Variationen bei den erzielten 

Biotrockenmassekonzentrationen der Vorkulturen 1 und 2 vorhanden (Abbildung 14). 
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Anfangsnährmedium reduziert werden und während des Prozesses auf einem 

gewünschten Wert gehalten werden. 

Zufütterung der Stickstoffquellen 

Im chemisch definierten Nährmedium für die Friulimicinproduktion dient die 

Aminosäure Arginin als Hauptstickstoffquelle. Als weitere potentielle Stickstoffquelle 

ist die Aminosäure Valin vertreten, die als Precursor für die Friulimicinbiosynthese 

dient und nur in geringeren Konzentrationen vorliegt. In Kultivierungen von 

A. friuliensis mit Arginin als Hauptstickstoffquelle konnte die Bildung von Ammonium 

beobachtet werden (Abbildung 19). Ammonium entsteht vermutlich als Nebenprodukt 

des Aminosäuremetabolismus und zeigte in Schüttelkolbenexperimenten eine 

hemmende Wirkung auf die Friulimicinbiosynthese (Abbildung 23).  

In Fed-Batch-Kultivierungen wurde deshalb untersucht, ob die Bildung des 

inhibierenden Nebenprodukts Ammonium durch eine limitierte Zufütterung der 

Aminosäuren Arginin und Valin reduziert werden kann. Die Zufütterung mit Feedraten 

von 0,02 g/l*h für Arginin und 0,01 g/l*h für Valin erwies sich als geeignet, um die 

Konzentrationen beider Aminosäuren während des Prozesses gering zu halten. Die 

limitierte Zufütterung von Arginin und Valin zeigte allerdings keine signifikante 

Reduzierung der Ammoniumbildung während des Prozesses (Daten nicht gezeigt).  

Eine limitierte Zufütterung der Stickstoffquellen Ammonium und Harnstoff, die sich 

ebenfalls als geeignete Stickstoffquellen für die Biomassebildung zeigten 

(vgl. Kapitel 4.2.3), wurde aufgrund der inhibierenden Wirkung von bereits geringen 

Konzentrationen von Ammonium auf die Friulimicinbiosynthese nicht getestet. 

Zufütterung der Kohlenstoffquelle 

Für zahlreiche Aktinomyzeten ist eine Inhibierung der Antibiotikabiosynthese durch 

Kohlenhydrate, vor allem durch Glucose, beschrieben (Rokem et al., 2007). Glucose 

inhibiert beispielsweise die Biosynthese vieler Aminoglykosid-Antibiotika von 

Aktinomyzeten wie Streptomycin, Kanamycin, Istamycin sowie Neomycin über die 

Inhibierung von Biosyntheseenzymen.  

In Kultivierungen mit A. friuliensis konnte eine Inhibierung der Friulimicinbiosynthese 

durch Glucose, selbst in Kultivierungen mit Glucosekonzentrationen von über 30 g/l, 

nicht festgestellt werden (Daten nicht gezeigt), so dass aus physiologischer Sicht 

keine limitierte Zufütterung der Kohlenhydratquelle notwendig war. Da die 

anfängliche Glucosekonzentration im Bioreaktor aber schon bei 30 g/l lag und bereits 

nach etwa 100 h aufgebraucht war, wurde die Kohlenhydratquelle zur Verhinderung 

einer Limitation durch Zufütterung ergänzt.  



Eine B

gemac

Ammon

Limitati

unter e

auch d

Glucos

der Ze

(OUR) 

Nach e

Ammon

Glucos

Arginin

0,3 g/l*

Glucos
 

A 

C 

Abbildun

Arginin, 

1,5-l-Ma

Phospha

Diagram

(OUR) 

Glucose 

Beobachtun

ht wurde

niumbildun

ion von G

etwa 5 g/l f

die Argin

selimitation

ellen zu be

und der K

einer deut

niumkonze

seaufnahm

aufnahme

*h erwies s

sekonzentr

ng 28: Verla

Valin, Gluc

ßstab mit ch

at wurden n

mm nicht eing

und Kohlen

 und Arginin

ng, die wä

e, war 

ng. Die Bil

Glucose, so

fiel (in Abb

inaufnahm

nsphase w

eobachten

ohlenstoffd

lichen Erh

entration 

erate stie

rate auch 

sich währe

ation ober

auf der Konz

ose und Ph

hemisch def

nach 130 h m

gezeichnet, s

nstoffdioxidem

. 

E

ährend de

der Ein

dung von 

ondern tra

bildung 28

merate leic

ar zudem 

, die durc

dioxidbildu

höhung de

im Nähr

eg wiede

wieder etw

end Kultivi

halb der kr

zentrationen 

hosphat (A u

iniertem Näh

mit steigend

sie entsprech

missionsrate

Ergebnisse

er Entwickl

nfluss de

Ammonium

at bereits a

8 B nach e

cht erhöh

eine Verä

ch einen E

ungsrate (C

er Glucose

rmedium 

er an (A

was gering

erungen v

ritischen K

B

 

D

von Substra

und B) wäh

hrmedium. G

den Feedrate

hen 70 % der

e (CER). (D

e                

lung diese

er Glucos

m erfolgte 

auf, sobald

etwa 100 h

ht (Abbildu

änderung 

Einbruch d

CER) sichtb

efeedrate n

ab (Ab

Abbildung 

ger. Eine Z

von A. friul

Konzentratio

aten und Prod

rend einer 

Glucose wurd

en dosiert. D

r Argininfeed

D) spezifisc

                

er Fed-Bat

sekonzent

nicht erst

d die Gluc

). Ab diese

ung 28 D

der metab

der Sauers

bar wurde 

nach etwa

bildung 2

28 D). Z

Zufütterung

liensis als 

on von 5 g

dukten sowie

Kultivierung 

de nach 90 

Die Feedrate

drate. (C) Sau

he Substra

                

tch-Kultivie

tration au

t bei vollst

cosekonze

em Zeitpu

D). Währe

bolischen A

stoffaufnah

(Abbildung

a 170 h na

28 B) un

Zudem w

g von Gluc

geeignet, 

g/l zu halte

e der Zufütte

von A. friuli

h, Arginin, V

en für Valin

uerstoffaufna

ataufnahmera

        68 

erungen 

uf die 

tändiger 

entration 

nkt war 

nd der 

Aktivität 

hmerate 

g 28 C). 

ahm die 

nd die 

war die 

cose mit 

um die 

n. 

 

 

erung von 

iensis im 

Valin und 

n sind im 

ahmerate 

aten von 



Ergebnisse                                                        69 

Zufütterung von Phosphat 

In dem unter 4.3.1 beschriebenen Batch-Prozess dauerte die Phase, in der 

Friulimicin mit hohen Raten produziert wurde etwa 100 h. Danach waren ein 

Einbruch der Friulimicinbiosyntheserate und ein Wachstumsstopp zu beobachten. 

Für einen effizienten Produktionsprozess wäre eine Verlängerung der 

Friulimicinbiosynthesephase wünschenswert. In Kultivierungen zur Untersuchung des 

Einflusses von Phosphat konnte gezeigt werden, dass der Primär- und 

Sekundärmetabolismus von A. friuliensis durch Phosphat beeinflusst werden kann 

(Abbildung 17). Einige Beispiele aus der Literatur zeigen zudem, dass Antibiotika 

auch von aktiv wachsenden Zellen gebildet werden können (Hobbs et al., 1990, 

Reza Fazeli et al., 1995). In Fed-Batch-Kultivierungen mit Zufütterung von Phosphat 

unterhalb der Hemmkonzentration für die Friulimicinbiosynthese sollte daher 

untersucht werden, ob ein Aktivitätsverlust der Zellen verhindert werden kann oder 

sogar weiteres Zellwachstum bei gleichzeitiger Produktion von Friulimicin möglich ist. 

Eine Voraussetzung bei diesen Kultivierungen war, die Feedrate für Phosphat so 

auszulegen, dass die Zellen ihre metabolische Aktivität hinsichtlich Wachstum und 

Produktbildung länger aufrechterhalten, aber ihren Metabolismus nicht wieder auf 

ausschließliches Wachstum umstellen. 

Bei diesen Fed-Batch-Kultivierungen wurde die Zufütterung von Phosphat erst einige 

Stunden nach Phosphatlimitation im Nährmedium und Beginn der 

Friulimicinbiosynthese gestartet, sodass eine vollständig Umstellung der Zellen auf 

Sekundärmetabolismus stattfinden konnte. Der Zeitpunkt der Umstellung der Zellen 

auf Sekundärmetabolismus konnte während der Kultivierung über einen Anstieg des 

pO2-Signals erkannt werden (vgl. Kapitel 4.4.1).  

Um die kritische Phosphatkonzentration, bei der die Biomassebildung während der 

Friulimicinproduktionsphase wieder aufgenommen wird und es nicht zu einer 

Stagnation der Friulimicinbildung kommt, einzugrenzen, wurde zunächst auf die 

Ergebnisse der Versuche mit pulsartiger Dosierung verschiedener 

Phosphatkonzentrationen zurückgegriffen (vgl. Kapitel 4.2.1). Für eine kontinuierliche 

Zufütterung von Phosphat wurde die Feedrate zudem über die 

Phosphataufnahmerate während der Wachstumsphase abgeschätzt. Die 

Abschätzung ergab eine spezifische Phosphataufnahmerate von etwa 0,7 mg/g*h. 

Zu Beginn der Friulimicinproduktionsphase waren meistens 5-6 g/l Biotrockenmasse 

vorhanden. Diese Biomasse würde in der Wachstumsphase etwa 3-4 mg/l*h 

Phosphat aufnehmen. Da die Phosphataufnahmerate während der 

Friulimicinbiosynthese vermutlich deutlich geringer ist, als während der reinen 

Wachstumsphase und eine Inhibition der Friulimicinbiosynthese ausgeschlossen 

werden sollte, wurde die Feedrate für Phosphat deutlich unterhalb der 

Phosphataufnahmerate angesetzt. Es zeigte sich, dass mit den getesteten Phosphat-
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4.3.3. Kontinuierliche Kultivierung mit Zellrückhaltung 

Die Biosynthese von Antibiotika ist aufgrund ihrer komplexen Regulation sehr sensitiv 

bezüglich Änderungen der Kultivierungsbedingungen. Wie in Abbildung 17 gezeigt, 

führte bereits die Zugabe kleiner Phosphatmengen zu einer Reduzierung der 

Friulimicinbiosyntheserate. Während Batch- und Fed-Batch-Kultivierungen ändern 

sich die Bedingungen im Verlauf des Prozesses vor allem in Bezug auf die Nährstoff- 

und Biomassekonzentrationen ständig. Bei kontinuierlichen Prozessen ist dies nicht 

der Fall. Hier wird fortlaufend Nährmedium zugefüttert und Kulturmedium mit dem 

gleichen Volumenstrom abgepumpt. Dadurch stellt sich nach einiger Zeit ein 

dynamisches Fließgleichgewicht ein, das zu konstanten Bedingungen im Bioreaktor 

führt. Zur Untersuchung, ob sich diese konstanten Bedingungen positiv auf die 

Produktion von Friulimicin auswirken, wurde daher ein kontinuierlicher Prozess 

etabliert. 

Im kontinuierlichen Prozess ist die volumetrische Produktivität proportional zur 

Verdünnungsrate D. Um hohe Produktivitäten zu erhalten, müssen daher hohe 

Verdünnungsraten angewendet werden. In kontinuierlichen Kultivierungen ist die 

Verdünnungsrate durch die maximale Wachstumsrate des verwendeten 

Mikroorganismus begrenzt. Werden höhere Verdünnungsraten angewendet, führt 

dies zu einem Auswaschen der Zellen aus dem Bioreaktor. Da A. friuliensis im 

chemisch definierten Nährmedium eine maximale Wachstumsrate µmax von etwa 

0,02 h-1 hatte, konnten in einer kontinuierlichen Kultivierung nur Verdünnungsraten 

kleiner 0,02 h-1 verwendet werden. Um höhere Verdünnungsraten und damit höhere 

Produktivitäten zu erzielen, war ein Prozess mit Zellrückhaltung (Perfusionsprozess) 

erforderlich, bei dem durch Zellrückhaltesysteme verhindert wird, dass die Zellen aus 

dem Bioreaktor ausgetragen werden. Für die Zellrückhaltung im Perfusionsprozess 

zur Friulimicinproduktion wurde die Eigenschaft von A. friuliensis genutzt, kompakte 

Myzelpellets zu bilden (Abbildung 6), die gute Sedimentationseigenschaften 

besitzen. Die Zellrückhaltung wurde dabei über eine absatzweise Entnahme der 

Nährlösung gewährleistet. Dazu wurden vor der Nährmedienentnahme Rührer und 

Begasung für 60sec ausgeschaltet, sodass die Myzelpellets sedimentieren konnten 

(Abbildung 30). Die nahezu zellfreie Nährlösung konnte so als Überstand abgepumpt 

werden. Nach der Entnahme des Überstands wurden Rührer und Begasung wieder 

angeschaltet. 
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verhindert, wurde entsprechend geändert. Bei einer Rührergeschwindigkeit zwischen 

200-400 rpm wurde der pO2 über eine Erhöhung der Rührergeschwindigkeit in 

Schritten von 10 rpm geregelt. Darüber wurde die Sauerstoffkonzentration in der 

Zuluft durch Anreicherung mit reinem Sauerstoff in 1-%-Schritten bis maximal 11 % 

erhöht. Als letzte Stellgröße wurde die Begasungsrate in Schritten von 0,1 lpm 

erhöht. Durch diese Maßnahmen konnte allerdings die Bildung von feinen 

Myzelpellets, vor allem zu späteren Kultivierungszeitpunkten mit hohen 

Biomassekonzentrationen, nicht verhindert werden. 

4.4. Erweiterte Analytik von Kultivierungen 

Eine umfassende Prozessanalytik ermöglicht ein tiefgehendes Verständnis des 

Prozesses und unterstützt eine effiziente Prozessentwicklung. Durch die verwendete 

Standardanalytik (Kapitel 3.3) konnte das Prozessgeschehen zwar ausreichend 

verfolgt werden, diese Standardanalytikmethoden sind aber meist aufwendig und mit 

zeitlicher Verzögerung verbunden. Durch eine onlinefähige Prozessanalytik kann das 

Prozessgeschehen direkt verfolgt und bei Bedarf in den Prozess eingegriffen 

werden. Eine Online-Analytik eröffnet zudem die Möglichkeit der Automatisierung des 

Prozesses. Dadurch wird eine effizientere und sicherere Prozessführung ermöglicht. 

In diesem Kapitel werden verschiedene Möglichkeiten zur erweiterten Analyse des 

Produktionsprozesses für Friulimicin mit A. friuliensis gezeigt. 

4.4.1. Respiratorische Parameter 

Zwei Möglichkeiten zur Online-Erfassung der Stoffwechselaktivität von Zellen über 

respiratorische Parameter sind die Messung des Gelöstsauerstoffs im Nährmedium 

(pO2) sowie die Analyse von O2 und CO2 im Abluftstrom. Da A. friuliensis eine 

geringe Atmungsaktivität in Vergleich zu anderen Mikroorganismen wie Hefen oder 

E. coli besitzt, konnte diese nur bei sehr kleinen Begasungsraten von 0,2-0,5 vvm 

erfasst werden. Während Kultivierungen von A. friuliensis im Bioreaktor konnte mit 

diesen geringen Begasungsraten über den Verlauf der Gelöstsauerstoffkonzentration 

(pO2) sowie der O2- und CO2-Anteile in der Fermenterabluft eine Umstellung von der 

Wachstumsphase auf die Antibiotikaproduktionsphase beobachtet werden.  

Die Gelöstsauerstoffkonzentration im Nährmedium wurde während Kultivierungen 

von A. friuliensis im Bioreaktor über eine pO2-Sonde gemessen. In diesen 

Kultivierungen nahm der pO2 während der Wachstumsphase exponentiell ab und 

wurde durch Erhöhung der Rührergeschwindigkeit auf über 30 % 

Sättigungskonzentration gehalten (Abbildung 35 A und B). Mit Beginn der 

Friulimicinbiosynthese war ein plötzlicher Anstieg des pO2 zu beobachten. Während 

Batch-Kultivierungen stieg der pO2 nach diesem Anstieg langsam weiter an. In Fed-
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Batch-Kultivierungen hingegen, bei denen die Aktivität der Zellen nach 

Phosphatlimitation durch Zufütterung von Phosphat wieder aufgenommen wurde, 

konnte nach Beginn der Zufütterung ein erneutes Absinken des pO2, verbunden mit 

weiteren Erhöhungen der Rührergeschwindigkeit beobachtet werden (Abbildung 

35 B). 

Die Umstellung von Primär- auf Sekundärmetabolismus konnte in Kultivierungen von 

A. friuliensis im Bioreaktor neben dem pO2-Signal auch anhand der von der 

Abgasanalyse abgeleiteten Parameter Sauerstoffaufnahmerate (OUR) und 

Kohlendioxidemissionsrate (CER) verfolgt werden. Während der Wachstumsphase 

stiegen beide Raten sowohl im Batch-Prozess als auch im Fed-Batch-Prozess, 

exponentiell an und blieben nach Phosphatlimitation zunächst konstant (Abbildung 

35 C und D). In dieser Phase fand vermutlich die Umstellung von der reinen 

Wachstumsphase auf eine Wachstums- und Produktionsphase statt. In Batch-

Kultivierungen nahmen beide Raten nach Beginn der Friulimicinbiosynthese wieder 

ab (Abbildung 35 C). In Fed-Batch-Kultivierungen hingegen stiegen die 

Sauerstoffverbrauchs- und Kohlenstoffdioxidbildungsraten mit Beginn der 

Zufütterung von Phosphat weiter an (Abbildung 35 D). 

Die respiratorischen Signale wurden zur Abschätzung des Feedstarts in Fed-Batch 

und kontinuierlichen Prozessen verwendet (vgl. Kapitel 4.3.2). 

  



 

A  

C  

Abbildun

Phospha

(B und D

Übergan

gekennz

4.4.2. 

Die Bio

Produk

Biomas

Substra

Prozes

und die

metabo

zudem 

die My

Bestim

Probev

Biomas

eine 

Duale-F

ng 35: Resp

atkonzentrati

D) Fed-Batc

ng von der W

zeichnet. 

Biomass

omassekon

ktivität eine

ssekonzen

atverbrauc

ssgeschehe

e Biotrocke

olisch aktiv

bei myze

yzelaggreg

mung der

volumina. 

ssekonzen

Impedan

Frequenz-

piratorische 

ionen sowie 

ch-Kultivierun

Wachstumsph

semonitor

nzentration

es Prozes

ntration m

ch und Pr

ens. Üblic

enmasseb

ven und tot

lbildenden

gate zu U

r Biotrock

Aus d

ntration von

zspektrosk

Dielektrizit

E

Paramete

der Friulimic

ng von A. f

hase zur Friu

ing mit Im

n ist eine w

sses meis

mit den d

roduktbildu

he Method

estimmung

ten Zellen 

 Mikroorga

Ungenauigk

kenmasse 

diesen G

n A. friulien

kopiesonde

täts-Spektr

Ergebnisse

B

 

D

er und

cinbiosynthes

friuliensis im

ulimicinprodu

mpedanzsp

wichtige Gr

tens von 

daran ge

ung eine w

den wie d

g haben d

untersche

anismen w

keiten bei 

ist fehler

Gründen 

nsis zusätz

e (vgl. 

roskopieso

e                

Verlauf 

se während 

m chemisch

uktionsphase

pektrosko

röße währe

ihr abhän

ebundenen

wichtige G

ie Bestimm

den Nachte

iden könne

wie A. friuli

der Best

rträchtig u

wurde 

zlich zur Bi

Kapitel 3.2

onde arbe

                

der Biotr

(A und C) B

h definierten

e ist durch e

pie 

end der Ku

ngig ist. A

 spezifisc

Größe zur 

mung der 

eil, dass s

en. Optisch

iensis wen

timmung f

und benöt

zur Be

iotrockenm

2.6) ein

itet mit z

                

rockenmasse

atch-Kultivie

n Nährmedi

eine gestrich

ultivierung

Außerdem 

chen Rat

r Beurteilu

optischen

sie nicht zw

he Method

niger geeig

führen. Au

tigt relativ

estimmung

massebesti

gesetzt. 

zwei Frequ

        79 

 

e- und 

erung und 

um. Der 

elte Linie 

, da die 

ist die 

ten für 

ng des 

n Dichte 

wischen 

den sind 

gnet, da 

uch die 

v große 

g der 

mmung 

Diese 

uenzen. 



Eine 

Nährme

Freque

der M

Messfre

Freque

Permitt

Freque
 

Abbildun

während

Rohdate

In Batc

Biomas

exemp

Wachs

verlang

Biomas

etwa 23

gebrac

Autolys

das Ze

der So

korrelie

Kohlen

Prozes

verfügb

expone

hohe 

edienzusa

enz, die mi

Morphologie

equenzen 

enzbereich 

tivität und

enz von 30

ng 36: Biotr

d einer Kultiv

en aus der Im

ch-, Fed-B

ssekonzen

larisch gez

tumsphase

gsamter 

ssekonzen

30 h kann 

ht werden

sefunktion 

ellmaterial a

onde weitg

erte im Bat

stoffdioxid

sse waren 

bar. In de

entielle Wa

Frequenz 

mmensetz

t der Biom

e der Z

bekannt w

von 0,3 –

 Biotrocke

0 kHz (Abb

rockenmasse

vierung von A

mpedanzspek

Batch- und

ntration mi

zeigten Ba

e nach 

Wachstum

ntration nic

wahrschei

. Um dies

gereinigt w

an der Son

gehend ve

tch-Prozes

dbildungsra

keine verw

er gezeigte

achstum n

E

bei 

zung, eine 

massekonz

ellen. Da

waren, wu

– 10 MHz 

enmasse 

bildung 36

ekonzentratio

A. friuliensis

ktroskopie w

d kontinuie

t der Imp

tch-Kultivie

etwa 100

msrate

ht mehr we

inlich mit e

s zu verhin

werden. D

nde zerstö

erhindert w

ss zusätzlic

ate CER (

wertbaren 

en Fed-Ba

nach etwa

Ergebnisse

10 MHz 

niedrigere

zentration a

a für A.

urde alle 1

durchgefü

ergab sic

). 

on und F

im Bioreakto

wurden über e

erlichen K

edanzsond

erung (Abb

0 h und 

über. N

eiter zu. D

einem Bew

ndern, kon

Dabei wurd

örte. Mit die

werden. Di

ch zum Im

(vgl. Kapite

Abgasana

atch-Kultivi

a 80 h. Da

e                

erfasst 

e Frequenz

am besten

friuliensis

12 min ein

ührt. Die b

ch bei de

Frequenzsca

or mit chemis

eine exponen

ultivierung

de qualita

bildung 37

ging dan

Nach etw

Der Anstieg

wachsen de

nte die So

de eine ho

eser Funkt

ie Biomas

mpedanzsig

el 4.4.1). F

alysedaten

ierung (Ab

anach wa

                

Änderun

z erfasst d

 korreliert,

bisher 

 Scan übe

beste Korr

r niedrigs

n der Im

sch definierte

ntielle Glättu

en konnte

tiv verfolg

A) endete

nach in e

wa 150 

g des Impe

er Sonde in

onde über 

he Spannu

tion konnte

sebildung 

gnal bei 30

Für die an

n zur Besti

bbildung 3

r ein weit

                

ngen in

die Biomas

, ist abhän

keine op

er den ge

relation zw

sten verwe

 

pedanzspek

em Nährmed

ng bearbeite

e der Verl

gt werden.

e die expon

eine Pha

h nahm

edanzsigna

n Zusamm

eine soge

ung angel

e das Bew

von A. fri

00 kHz gut 

nderen ge

immung d

37 B) ende

terer Anst

        80 

n der 

sse. Die 

ngig von 

ptimalen 

esamten 

wischen 

endeten 

ktroskopie 

dium. Die 

et. 

auf der 

 In der 

nentielle 

ase mit 

m die 

als nach 

enhang 

enannte 

egt, die 

wachsen 

iuliensis 

mit der 

ezeigten 

er CER 

ete das 

tieg der 



Biomas

wachst

Perfusi

sich st

Impeda
 

A 

C 

Abbildun

Kohlenst

wurden 

definierte

exponen

waren ke

4.4.3. 

Die B

Mittelin

GmbH 

Kultivie

dem 

(vgl. Ka

Aussag

Spektre

ssekonzen

tumslimitie

onsprozes

tark änder

anzsignal b

ng 37: Verla

toffdioxidem

(A) im Batch

em Nährmed

ntielle Glättun

eine Abgasa

Analyse 

Bestimmun

nfrarotspek

(Essling

erungsprob

die Spe

apitel 2.3.1

gen zu e

en kann ü

ntration 

rende Su

ss (Abbildu

rnden Mor

bei 300 kH

auf von Biotr

issionsrate 

h-Betrieb, (B

dium durchg

ngsfunktion b

nalysedaten

von Kultiv

ng der 

ktroskopie 

gen) durc

be ein Ges

ektren e

1). Aus dies

inzelnen 

über zwei

E

sichtbar. 

ubstrat Ph

ung 37 C)

rphologie 

z. 

rockenmasse

CER währe

B) im Fed-Ba

geführt. Die 

bearbeitet. F

 verfügbar. 

vierungsp

Konzentra

(AquaSpe

chgeführt. 

samtspektr

inzelner 

sen Einzel

Nährmedie

Methode

Ergebnisse

In di

hosphat n

korrelierte

der Myze

B

 

 

ekonzentratio

end Kultivieru

atch-Betrieb

Rohdaten de

Für die Fed-B

proben mi

ationen v

ec-MIR-Ana

Bei d

rum im Mi

Kompone

lspektren l

enbestand

en erfolgen

e                

ieser K

nach etwa

 die Bioma

lien (vgl. K

 

on, des Impe

ungen von 

und (C) im 

er Impedanz

Batch-Kultivie

t Mittelinf

on Nähr

alytik) wur

ieser Me

ttelinfrarot

enten be

assen sich

dteilen tref

n (vgl. Kap

                

ultivierung 

a 80 h z

assekonze

Kapitel 4.3

edanzsignals

A. friuliensis

Perfusionsp

zspektroskop

erung und de

rarotspekt

medienbes

rde von d

ethode w

bereich au

estimmt w

h qualitative

ffen. Die 

pitel 2.3.1)

                

 wurde

zugefüttert

entration, t

3.3), gut m

s bei 300 kHz

s. Die Kultiv

prozess mit c

pie wurden ü

en Perfusion

ktroskopie

standteilen

der micro-b

wird von 

ufgenomm

werden 

e und qua

Auswertu

). Bei der

        81 

 das 

. Beim 

rotz der 

mit dem 

z und der 

vierungen 

chemisch 

über eine 

nsprozess 

 

n über 

biolytics 

einer 

en, aus 

können 

ntitative 

ung der 

r ersten 



Method

Regres

ohne e

chemo

Kompo

Diese M

von A.

Spektre

erstellt.

Analyti

eine Ku

die Ve

Konzen

Friulim

5-fach 
 

A 

C 

de erfolgt 

ssion mit H

eine Kalib

metrisches

onenten üb

Methode w

. friuliensis

endatenba

. Ein Vergl

k und den

ultivierung 

erläufe vo

ntrationen 

icin B aus 

höher als d

eine Kalib

Hilfe von k

rierung üb

s Modell 

ber eine P

wurde für d

s verwend

ank mit R

leich der A

n unter 3.3

in Abbildu

on allen 

größer als

der Bestim

die Konzen

E

rierung üb

klassischer

ber Refere

erstellt, m

Principal-Co

die Analys

det. Für d

Referenzsp

Analysen v

 beschrieb

ung 38 gez

Kompone

s 0,5 mg/l 

mmung mit

ntrationen

Ergebnisse

ber die sog

r Referenz

enzanalytik

mit dem 

omponent-

se der Pro

die Auswe

pektren e

von Kultivie

benen Refe

zeigt. Mit de

enten des

vorlagen, 

t AquaSpe

aus der H

 

B

 

D

e                

genannte 

zanalytik. D

k aus. Be

die Konz

-Analysis (

obenspektr

ertung übe

inzelner K

erungsprob

erenzmess

er AquaSp

s definiert

bestimme

ec-MIR-An

PLC-Analy

                

Partial-Lea

Die zweite

i dieser M

zentratione

(PCA) abg

en aus Ku

er PCA w

Komponen

ben mit de

sungen ist

pec-MIR-An

en Nährm

n. Die Kon

alytik ware

ytik. 

                

ast-Square

e Methode 

Methode w

en der ein

geschätzt w

ultivierungs

wurde zuv

nten (Tab

er AquaSpe

t exemplar

nalytik ließ

mediums, 

nzentration

en allerding

        82 

e-(PLS)-

kommt 

wird ein 

nzelnen 

werden. 

sproben 

or eine 

belle 8) 

ec-MIR-

risch für 

ßen sich 

die in 

nen von 

gs etwa 

 

 



E 

G 

Abbildun

Kultivieru

MIR-Ana

Aufgrun

Refere

das c

Nährme

möglich

Nährme

zuverlä

Für die

gezeigt

Abschlu

von üb

Säuren

Itacons

wurde 

Aminos

Friulim

 

ng 38: Verg

ung von A. f

alytik (micro-

nd der 

nzanalytik 

chemomet

edienbesta

h war, w

edienbesta

ässig sind. 

ese Nährm

t. In dieser

uss der ex

ber 2 g/l na

n, hauptsä

säure und 

mit Begi

säuren Pip

icin (Abbild

gleich der Ve

friuliensis im

biolytics Gm

guten K

(Abbildun

trische M

andteile üb

wurde die

andteile, d

 

edienbesta

r Kultivieru

xponentiell

achgewies

ächlich vo

Propionsä

nn der F

pecolinsäu

dung 2) vo

 

E

erläufe für ei

m chemisch d

mbH, Esslinge

Korrelation

g 38), wu

Modell a

ber PCA a

e Annahm

die nach d

andteile ist

ung wurde

en Wachs

sen (Abbild

on Acetat 

äure konnt

Friulimicinb

ure und 2

rkommen,

Ergebnisse

 

F 

 

 

nzelne Subs

definierten N

en), graues K

nen der

rden noch

aufgenomm

auch ohne

me getrof

demselben

t in Abbildu

unter and

tumsphase

dung 39 A

aber au

te gezeigt 

biosynthese

,3-Diamino

 nachgewi

e                

strate (A-F) u

Nährmedium

Kreuzsymbol

AquaSpe

h weitere N

men. Da 

e Kalibrieru

ffen, dass

Prinzip a

ung 39 ein

erem die B

e von A. fr

). Auch di

ch von α

werden (A

e die Bild

obuttersäu

esen (Abb

                

 

und Friulimic

. Rotes Krei

l: Referenzan

ec-MIR-An

Nährmedie

die B

ung durch 

s die An

analysiert w

e Kultivier

Bildung vo

riuliensis in

e Bildung 

α-Ketogluta

Abbildung 

dung der 

re, die im

bildung 39 C

                

cin (G) währe

issymbol: Aq

nalytik. 

nalytik m

enkompone

Bestimmun

Referenz

nalysen w

wurden, e

rung exem

on Trehalos

n Konzentr

von orga

arsäure, F

39 B). Au

ungewöh

m Peptidke

C). 

        83 

 

end einer 

quaSpec-

mit der 

enten in 

g der 

analytik 

weiterer 

benfalls 

plarisch 

se nach 

rationen 

nischen 

Formiat, 

ßerdem 

hnlichen 

ern von 



 

A 

C 

Abbildun

(B), orga

von A. fr

Kultvieru

(micro-b

Für die

Abbildu

(vgl. Ka

Bildung

Konzen

zeigten

Abweic

Refere

 

ng 39: Bildu

anischen Sä

riuliensis zur 

ungsproben 

iolytics Gmb

e Nebenp

ung 22) 

apitel 3.3.8

g der 

ntrationsve

n sich alle

chungen 

nzanalytik

ung von Tre

äuren (C) un

Produktion 

erfolgte, m

bH, Esslingen

rodukte A

wurde 

8). Durch 

Nebenpro

erläufe bes

erdings, vo

der Kon

. 

 

E

halose, Biom

nd Verlauf vo

von Friulimic

it Ausnahm

n).  

Acetat (Abb

nachträg

die Refere

odukte,

stätigt wer

or allem z

nzentration

Ergebnisse

B

 

D

masse und F

on Substrate

cin im chemi

me der Biot

bildung 39

glich ein

enzanalytik

zum an

rden (Abbi

zu spätere

nen zwisc

e                

Friulimicin (A

en (D) währe

sch definiert

rockenmasse

9 C) und A

ne Refer

k konnten

nderen 

ildung 40)

en Kultivie

chen Aq

                

A), ungewöh

end einer Fe

en Nährmed

e, über Aq

Ammonium

renzanalyt

zum eine

auch di

. Bei beid

erungszeitp

uaSpec-M

                

nlichen Ami

ed-Batch-Ku

dium. Die An

quaSpec-MIR

m (Abbildu

tik durch

en die qu

ie quant

den Kompo

punkten, g

MIR-Analyti

        84 

nosäuren 

ultivierung 

alytik der 

R-Analytik 

ung 19, 

hgeführt 

alitative 

titativen 

onenten 

größere 

k und 



 

A 

Abbildun

A. friulien

(micro-b

4.5. S

A

Stoffflu

Wachs

Umwel

beispie

für die

Modifik

Grundla

Stoffwe

Biotech

A. friuli

automa

verwen

Gerüst

Erstellu

unter Z

plausib

Stoffwe

Biosynt

Friulim

Reaktio

berücks

und b

Pentos

Reaktio

ng 40: Verg

nsis im che

iolytics Gmb

Stoffwec

A. friulie

ssmodelle

tumsrate u

tveränderu

elsweise in 

 Nährmed

kationen ab

age für d

echselmod

hnology (S

iensis (Ce

atisierte 

ndet, die 

bausteine 

ung nicht 

Zuhilfenah

ble Annah

echselmod

theseweg 

icinbiosynt

onsnetzwe

sichtigt 45

beschreibt 

sephosphat

onen und 

gleich der V

emisch defi

bH, Esslingen

chselmod

ensis 

e können 

und die ma

ungen od

Antibiotika

dien- und 

bleiten, die

die Stoffflu

dells. Die 

Stuttgart) 

ebitec, Bie

Datenvera

auf eine 

für die 

geschloss

me des G

hmen zu 

delle von S

von Friul

thesecluste

erk zur B

8 Reaktion

die wic

tweg, de

die Nukleo

E

erläufe für A

nierten Näh

n), graues Kr

dell für 

das biolog

aximalen th

der genet

abiosynthe

Prozessen

e zu einem

ussanalyse

Modellbi

durchgefü

elefeld). F

arbeitungsp

Datenbank

Modellbild

enen Lück

Genoms vo

schließen

Streptomyc

limicin wu

ers (Müll

eschreibun

nen und Tr

chtigsten 

en Citratz

otid- und A

Ergebnisse

 

B

Ammonium 

hrmedium. R

reuzsymbol: 

die Bio

gische Po

heoretisch

tischen M

esewegen

ntwicklung

effizienter

en in A. 

ildung für

ührt und 

Für die E

pipeline

k von Re

ung liefer

ken im Re

on A. friuli

n. Dabei 

ces und C

urde basie

er et al

ng der F

ransportsc

Stoffwech

zyklus, de

Aminosäur

e                

und Acetat 

Rotes Kreis

Referenzana

osynthes

otential der

en Ausbeu

Modifikatio

zeigen. Da

g sowie fü

ren Produk

friuliensis

r A. friulie

basiert a

Erstellung 

(Insilico 

eaktionsgle

rt. Um di

eaktionsne

iensis vers

dienten

Corynebact

erend auf 

l., 2007) 

riulimicinb

hritte, 322 

selwege

en Glyox

re-Biosynth

                

während ei

symbol: Aq

alytik. 

se von 

r Zellen w

uten sowie

nen auf 

araus lasse

ür zielgeric

ktionsproze

war die 

ensis wur

uf den G

des Mod

Biotechno

eichungen 

e bei der

etzwerk au

sucht, dies

die bere

erium als 

den Unte

gebildet.

iosynthese

Metabolite

wie die 

xylatzyklus

hese. Für 

                

iner Kultivie

quaSpec-MIR

Friulimic

wie die m

e den Einflu

die Sto

en sich Str

chtete gen

ess führen

Erstellung

rde von 

Genomdate

dells wurd

ology, St

zurückgre

r automat

ufzufinden,

se Lücken

eits beste

Hilfestellu

ersuchung

. Das g

e in A. fri

e sowie 35

Glykolyse

, anapler

die Durch

        85 

 

rung von 

R-Analytik 

cin in 

aximale 

uss von 

offflüsse 

rategien 

netische 

. 

g eines 

Insilico 

en von 

de eine 

tuttgart) 

eift und 

tisierten 

, wurde 

n durch 

ehenden 

ng. Der 

en des 

gesamte 

iuliensis 

59 Gene 

e, den 

rotische 

führung 



Ergebnisse                                                        86 

von Stoffflussanalysen wurden experimentelle Daten aus fünf verschiedenen 

Kultivierungen mit A. friuliensis verwendet. Dabei wurden nur extrazelluläre Substrate 

und Produkte sowie Zugaben über Zufütterungen berücksichtigt. Intrazelluläre 

Metabolite wurden bei diesen Analysen nicht berücksichtigt.  

Zur Beschreibung der Friulimicinbiosynthese in A. friuliensis über das 

Stoffwechselmodell wurde der Produktionsprozess in sechs verschiedene Phasen 

eingeteilt. Die Beschreibungen von drei Fed-Batch-Prozessen durch das Modell im 

Vergleich zu experimentellen Daten sind im Anhang (Kapitel 7.4) gezeigt. Die 

Komponenten, die in diesem Modell hauptsächlich die Kohlenstoffbilanz 

beeinflussten, waren Glucose, CO2 und die Biomasse sowie zu einem kleinen Anteil 

die Aminosäure Arginin. Eine Verbesserung der Kohlenstoffbilanz konnte durch die 

Einbeziehung der mengenmäßig relevanten Nebenprodukte Acetat und Trehalose 

aus der AquaSpec-MIR-Analytik (Abbildung 39) erreicht werden. Da die 

Konzentrationsangaben aus der AquaSpec-MIR-Analytik für diese Nebenprodukte 

fehlerbehaftet waren, wurden diese über einen Korrekturfaktor, der über die 

Referenzanalytik von Acetat (Kapitel 3.3.8) abgeschätzt wurde, korrigiert. Die 

Stickstoffbilanz wurde im für A. friuliensis aufgestellten Modell hauptsächlich durch 

Arginin und die Biomasse beeinflusst. Der Precursor Valin und das Nebenprodukt 

Ammonium trugen nur untergeordnet zur Stickstoffbilanz bei und konnten durch das 

Modell nicht ausreichend beschrieben werden. Die Nährmedienkomponente 

Phosphat wurde durch das Modell ebenfalls nur unzureichend beschrieben. Zudem 

konnte die Komponente Sulfat nicht berücksichtigt werden, da die Zugabe von Sulfat 

in Form von H2SO4 zur pH-Wert-Regelung nicht in das Modell mit einbezogen wurde. 

4.5.1. Maximale Biomasse- und Friulimicinausbeute 

Über das Stoffwechselmodell wurden die maximalen theoretischen Ausbeuten Ymax 

für die Biomasse und für Friulimicin abgeschätzt. Bezogen auf das Substrat Glucose 

wurde für die Biomasse sowie für Friulimicin eine maximale theoretische spezifische 

Ausbeute von je 0,64 g/g errechnet (Insilico Biotechnology, Stuttgart). Die 

Gegenüberstellung der Biomasse- und Friulimicinausbeute zeigte, dass geringere 

Biomasseausbeuten mit einer höheren Friulimicinausbeute verbunden sind 

(Abbildung 41). 
 



Abbildun

Hauptko

definierte

Ausbeut

Durch 

abgesc

Bei d

Friulim

Zusam

verdeu

konnte

zunehm
 

Abbildun

verschie

Symbole

Abbildun

ng 41: Geg

ohlenstoffque

en Nährme

ten aus einer

das Sto

chätzt, son

der Gege

icinproduk

menhang 

tlicht werd

n höhere 

mender Wa

ng 42: Abhä

edenen Kult

e geben die 

ng: J. Schmid

genüberstellu

elle Glucose

dium. Gleic

r Kultivierung

ffwechselm

ndern auch

enüberstel

ktivität vers

zwischen

den (Abbild

spezifisch

achstumsra

ängigkeit der

ivierungen v

Produktivitä

d, Insilico Bio

E

ung der Bio

e verschied

che Symbole

g. Abbildung:

modell wu

h die Wac

llung de

schiedene

n der Fri

dung 42). B

he Produk

ate stark a

r spezifische

von A. friuli

äten aus ein

otechnology,

Ergebnisse

omasse- un

dener Kultiv

e kennzeich

: J. Schmid, 

urden nic

chstums- 

r Wachs

r Kultivier

ulimicinbio

Bei gering

ktivitäten e

abnahmen.

en Produktivi

iensis im c

ner Kultivieru

 Stuttgart. 

e                

nd Friulimic

vierungen v

hnen die je

Insilico Biote

cht nur d

und Produ

stumsrate 

rungen vo

osynthese 

gen Wachs

erzielt wer

. 

ität von Friul

chemisch de

ung bei vers

                

inausbeuten 

von A. friulie

eweiligen Z

echnology, S

die maxim

uktbildungs

und d

n A. friulie

und der

stumsraten

rden, die 

 

imicin von d

efinierten Nä

schiedenen 

                

 

 in Bezug 

iensis im c

Zusammenhä

Stuttgart. 

malen Aus

sraten ber

der spez

ensis kon

r Wachstu

n von A. fri

bereits m

der Wachstum

ährmedium. 

Wachstumsr

        87 

auf die 

chemisch 

änge der 

sbeuten 

rechnet. 

ifischen 

nte der 

umsrate 

iuliensis 

it leicht 

msrate in 

Gleiche 

raten an. 



4.5.2. 

Der 

ATP (A

zusamm

die Bio

Zellwac

von wa

fließt 

Erhaltu

Anpass

Um die

definier

und de

errechn

Stoffwe

Energie

Erhaltu

physiol

Wachs

einer f

A. friuli

vernac

Prozes

von A. 
 

Abbildun

verschie

verschie

geben d

C. glutam

Energiee

Energiebe

Adenosintri

men (Naei

osynthese 

chstum he

achstumsu

in den

ungsstoffwe

sung der S

e Energiee

rt. Dieser E

es ATP-Ve

net. Ein

echseleffiz

everbrauch

ungsstoffwe

ogischen 

tumsrate a

frühen Pr

iensis dur

hlässigbar

ssphasen m

friuliensis 

ng 43: Verg

edenen Wach

edener Kultiv

die Änderung

micum (dunk

effizienz u

edarf e

phosphat)

impoor et 

 von Vor

rgestellt w

unabhängig

n Erhaltu

echsel die

Stoffwechse

effizienz vo

Erhaltungs

rbrauchs b

n kleiner

ienz, woh

h für den

echsels a

Bedingun

aufgezeich

rozessphas

rch den E

r klein. De

mit geringe

lag hier be

gleich der Er

hstumsraten

vierungen vo

g des Erhalt

kelgrau) an. A

E

nd Erhaltu

einer Ze

-Verbrauch

al., 2000).

rläufersubs

werden. Ein

gen Produ

ungsstoffw

ent zur A

elvorgänge

on A. friulie

swert wurd

bei der Um

r Erhalt

hingegen 

n Erhaltun

am Energ

ngen zu u

hnet (Abbil

se verbun

Erhaltungs

mgegenüb

eren Wach

ei 2-3 mmo

rhaltungsstof

. Die unters

on A. friulien

tungsstoffwe

Abbildung: J

Ergebnisse

ungsstoffw

elle wir

hs ausged

. Einen Te

stanzen, a

n zweiter T

ukten benö

wechsel 

Aufrechter

e an verän

iensis ausz

de über die

msetzung d

tungswert 

ein große

gsstoffwec

gieverbrauc

untersuche

ldung 43).

nden ware

sstoffwechs

ber war de

hstumsrate

ol ATP/ g B

ffwechsel vo

schiedlichen 

nsis im chem

echsels mit d

. Schmid, Ins

e                

wechsel 

rd meis

drückt und

il der Ene

aus dene

Teil wird fü

ötigt und e

(Maintena

rhaltung d

derte Umw

zudrücken

e Differenz

der bilanzi

bedeute

er Erhaltu

chsel hinw

ch der Z

en, wurde

 Bei hohe

en, war d

sel mit e

er Erhaltun

en größer.

BTM. 

n A. friuliens

Symbole ze

misch definie

der Wachstu

silico Biotech

                

stens in

 setzt sich

rgie verwe

n Makrom

ür die Bildu

ein dritter 

ance) de

der Homö

weltbeding

, wurde e

z zwischen

ierten Stof

et dabe

ngswert a

weist. Um 

Zelle unte

e dieser 

n Wachstu

der Energ

etwa 1-2 m

ngsstoffwe

Der Erhalt

 

sis, E. coli un

eigen den Er

erten Nährm

umsrate für E

hnology, Stut

                

n Form 

h aus dre

endet die Z

moleküle f

ung und Ex

Teil der 

er Zelle

öostase u

ungen. 

in Erhaltun

n der ATP-

ffwechselp

ei eine 

auf einen 

 den Ant

er verschi

Wert geg

umsraten, 

gieverbrau

mmol ATP/

chsel in s

tungsstoffw

nd C. glutam

rhaltungsstof

medium. Die 

E. coli (hellg

ttgart. 

        88 

des 

i Teilen 

Zelle für 

für das 

xkretion 

Energie 

. Der 

nd zur 

ngswert 

-Bildung 

produkte 

hohe 

hohen 

teil des 

edenen 

gen die 

die mit 

ch von 

/ g BTM 

päteren 

wechsel 

micum bei 

ffwechsel 

Geraden 

grau) und 



Diskussion                                                        89 

5. Diskussion 

Die Prozessentwicklung für die Antibiotikaproduktion in Aktinomyzeten stellt aufgrund 

des komplexen Regulationsmechanismus und des myzelartigen Wachstums dieser 

Mikroorganismen eine große Herausforderung dar. Um reproduzierbare 

Kultivierungsbedingungen für A. friuliensis zu schaffen, mussten Standardprotokolle 

entwickelt werden, die bereits bei der Vorkulturherstellung beginnen und ein 

möglichst homogenes Wachstum ermöglichten. Im Produktionsprozess zur 

Friulimicinbiosynthese spielte außerdem die Zusammensetzung des Nährmediums 

eine wichtige Rolle, da einzelne Nährmedienbestandteile zum einen stark in den 

Regulationsmechanismus der Friulimicinbiosynthese eingriffen, zum anderen die 

Ausbildung unterschiedlicher Strukturvarianten von Friulimicin bedingten. Bei der 

Entwicklung von Prozessführungsstrategien zur Produktion von Friulimicin zeigten 

sich zur Steigerung der Produktivität Zufütterungsstrategien für kritische Substrate 

sowie Perfusionsprozesse Erfolg versprechend. Die Erweiterung der Prozessanalytik 

und die Zuhilfenahme von Stoffwechselmodellen konnten die Prozessentwicklung 

unterstützen. 

5.1. Definierte Kultivierungsbedingungen zur Untersuchung der 

Friulimicinbiosynthese in A. friuliensis 

Die Batch-to-Batch-Variationen, die häufig in Kultivierungen mit myzelartig 

wachsenden Mikroorganismen wie A. friuliensis zu beobachten sind, erschweren die 

Entwicklung von Produktionsprozessen. Diese Variationen entstehen in diesen 

Mikroorganismen vor allem durch die Bildung von Myzelpellets. Unter üblichen 

Anzuchtbedingungen im Schüttelkolben bildete A. friuliensis unterschiedlich große, 

teilweise ringförmige Pellets (Abbildung 6). Die Bildung solcher Pellets wurde auch 

für Streptomyces lividans in späteren Phasen von Kultivierungen beschrieben 

(Manteca et al., 2008). Bei der Untersuchung dieser Pellets durch Querschnitte und 

mikroskopische Betrachtung konnten zwei Zonen identifiziert werden. Eine interne 

Zone, in der Zelllyse aufgrund von Nährstofflimitation auftrat, die durch 

Diffusionslimitierungen ausgelöst wurde sowie eine äußere Zone, die aktives 

Zellmaterial aufwies, in dem wahrscheinlich Zellwachstum und Antibiotikaproduktion 

stattfanden. Diese Inhomogenität innerhalb der Myzelpellets erschwert die 

Untersuchung der Antibiotikabiosynthese (Sarrà et al., 1999, Sarrà et al., 1998). 

Zusätzlich zu dieser Inhomogenität wird durch die unterschiedlich großen 

Myzelpellets auch der definierte Transfer bei der Inokulation von Vorkulturen und 

Bioreaktoren erschwert.  

In der vorliegenden Arbeit wurden daher verschiedene Ansätze zur Homogenisierung 

der Myzelpellets von A. friuliensis in Kulturkolben untersucht. Dabei wurde der 
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Einsatz von Spiralfedern und Glasperlen sowie der Zusatz von Talkpartikeln zum 

Nährmedium, die bereits bei anderen myzelartig wachsenden Mikroorganismen zu 

homogeneren Wachstumsbedingungen führten, getestet (Kaup et al., 2008, van 

Wezel et al., 2006, Hobbs, 1989). Bei diesen Ansätzen konnte ein homogeneres 

Wachstumsverhalten von A. friuliensis erzielt werden (Tabelle 9). Eine weitere 

Methode, die zur Anzucht von A. friuliensis untersucht wurde und für diesen Zweck 

bisher nicht beschrieben wurde, war die Anzucht in Kulturkolben, die über einen 

Magnetrührer gerührt wurden. Bei dieser Methode konnte, neben einer 

ausreichenden Biomassekonzentration, der beste Homogenisierungsgrad des 

Myzels von A. friuliensis erreicht werden. Diese Methode wurde deshalb zur 

Herstellung der Vorkulturen von A. friuliensis verwendet. Neben physikalischen 

Methoden zur Reduzierung der Myzelpelletgröße in Submerskultur gelang dies auch 

auf genetischem Weg bei Streptomyces coelicolor (van Wezel et al., 2006). Die 

Überexpression des SsgA-Proteins, welches die Septenbildung in den Myzelhyphen 

stimuliert, führte durch eine verbesserte Wachstumsrate und eine reduzierte 

lag-Phase zur Reduzierung der Pelletgröße. 

Neben einem homogenen Wachstum ist auch die Aktivität der Zellen der Vorkultur 

wichtig für den späteren Kultivierungsprozess (Stanbury et al., 1984). 

Untersuchungen der Vorkulturführung von Streptomyces clavuligerus für die 

Clavulansäure-Produktion zeigten, dass die Aktivität der Vorkultur einen starken 

Einfluss auf den späteren Kultivierungsverlauf hatte (Neves et al., 2001). 

Kultivierungsprozesse, die mit Zellen aus der späten exponentiellen Phase inokuliert 

wurden zeigten in diesen Untersuchungen im Vergleich zu Prozessen, die mit Zellen 

aus der stationären Phase inokuliert wurden, eine kürzere lag-Phase sowie eine 

frühere Umstellung auf die Antibiotikaproduktionsphase. Zudem war die 

Reproduzierbarkeit der Kultivierungsprozesse mit den Vorkulturen aus der 

exponentiellen Phase verbessert. Die Zellen der Vorkultur sollten sich daher in der 

exponentiellen Wachstumsphase befinden, um die Anpassungsphase (lag-Phase) 

beim Transfer in den Bioreaktor zu verkürzen. Diese Empfehlung wurde auch bei der 

Anpassung der Bedingungen für die Vorkultur 1 und 2 von A. friuliensis 

berücksichtigt. Die Kultivierungszeiten der Vorkultur 2 wurden so angepasst, dass 

sich die Zellen in der späten exponentiellen Wachstumsphase, in der ausreichend 

Biomasse verfügbar war und keine Sauerstofflimitation vorlag (vgl. Kapitel 4.1.3), 

befanden. Um eine Umstellung der Vorkultur 2 auf den Sekundärmetabolismus zu 

verhindern, wurde zudem das Vorkulturnährmedium (Tabelle 10) so ausgelegt, dass 

keine Nährstofflimitation vorlag. Die Kultivierungszeiten der Vorkultur 1 wurden 

ebenfalls angepasst. Allerdings wurde die Kultur trotz der Sauerstofflimitation nach 

etwa 60 h (Abbildung 12) weitergeführt, um eine höhere Biomassekonzentration zur 

Inokulation der Vorkultur 2 zu erhalten. 
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Nach den Anpassungen und Standardisierungen der Vorkulturherstellung wurde die 

Reproduzierbarkeit der Vorkulturen bestimmt. Die Standardabweichung der 

Biotrockenmassekonzentrationen von Vorkultur 1 betrug 0,5 g/l, die von Vorkultur 2 

war mit 0,2 g/l etwas geringer (Abbildung 14). Diese höheren Variationen der 

Vorkultur 1 liegen möglicherweise an einer Unterversorgung mit Sauerstoff nach 

etwa 60 h in den gerührten Vorkulturgefäßen (Abbildung 12). Ein Grund für die relativ 

hohen Variationen beider Vorkulturen könnte die Inokulation der Vorkultur 1 mit 

Myzel aus Kryokulturen (vgl. Kapitel 3.2.2) sein, da der Transfer von Myzelien in 

definierter Menge schwer zu standardisieren war. Um die Reproduzierbarkeit der 

Vorkulturen weiter zu verbessern, wäre möglicherweise eine Inokulation des 

Vorkulturmediums mit Sporen anstelle von Myzel sinnvoll. In vielen Untersuchungen 

mit Aktinomyzeten ist die Inokulation über Sporen mit Titern von 106 

bis 109 Sporen/ml beschrieben (Hobbs et al., 1990, Neves et al., 2001, Wentzel et al., 

2012). Für A. friuliensis ist die Bildung von begeißelten Sporen ebenfalls beschrieben 

(Aretz et al., 2000). In Wachstumsversuchen mit A. friuliensis auf 

Celluloseacetatfiltern und nährstoffarmen, huminsäurehaltigen Festmedien konnten 

die Sporen von A. friuliensis bereits isoliert werden (Daten nicht gezeigt). Die 

Ausbeuten waren aber bisher zu gering, um daraus Kulturen im größeren Maßstab 

inokulieren zu können. 

Zur Erhöhung der Reproduzierbarkeit von Kultivierungen mit A. friuliensis wurden 

zum einem die oben beschriebenen Maßnahmen zur Verbesserung der 

Vorkulturführung getroffen, zum anderen wurde ein chemisch definiertes 

Nährmedium verwendet und weiterentwickelt, auf das im nächsten Kapitel näher 

eingegangen wird. Diese Maßnahmen ermöglichten aussagekräftige Ergebnisse aus 

Kultivierungen zur Charakterisierung der Friulimicinbiosynthese in A. friuliensis. Der 

Vergleich der zeitlichen Verläufe der Biomasse- und Friulimicinkonzentrationen sowie 

des für die Friulimicinbiosynthese kritischen Substrates Phosphat zeigte dennoch 

eine erhebliche Variabilität zwischen den einzelnen Kultivierungen (Abbildung 15). 

Am größten war die Variabilität bei den Friulimicinbildungsraten. Die Ursache dafür 

war vermutlich die komplexe Regulation der Friulimicinbiosynthese, die sich aus 

einer Kombination an übergeordneten und biosynthesewegspezifischen 

Regulationsmechanismen zusammensetzt und in ihrer Gesamtheit bisher noch nicht 

analysiert wurde (vgl. Kapitel 2.2.5). Beim Vergleich der Batch-to-Batch-Variationen 

zwischen den verschiedenen Kultivierungsmaßstäben konnten ebenfalls 

Unterschiede festgestellt werden. Im 1,5-l-Maßstab waren die Variationen größer als 

im 3- und 4-l-Maßstab (Daten nicht gezeigt). Eine mögliche Ursache dafür könnte 

das Probenahmevolumen von etwa 25 ml pro Probenahme sein. Im kleineren 

Maßstab hatte das Probenahmevolumen stärkere Auswirkungen auf das 

Prozessgeschehen als im größeren Maßstab, da die Probenahme bei kleineren 
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Kultivierungsmaßstäben zu einer verhältnismäßig stärkeren Reduzierung des 

Kulturvolumens führte. Bei Fed-Batch-Prozessen im 1,5-l-Maßstab waren die 

niedrigeren Dosierraten zudem nur durch eine absatzweise Dosierung realisierbar 

(vgl. Kapitel 3.2.5), während im 3- und 4-l-Maßstab eine kontinuierliche Dosierung 

der Feedlösungen umgesetzt werden konnte, die eine gleichmäßige Zufütterung 

ermöglichte. Dies könnte möglicherweise eine weitere Ursache für die schlechtere 

Reproduzierbarkeit im kleineren Maßstab sein. 

5.2. Wachstum und Friulimicinbiosynthese von A. friuliensis im 

chemisch definierten Nährmedium 

Neben den im vorherigen Kapitel beschriebenen Anpassungen der 

Wachstumsbedingungen der Vorkulturen trägt auch die Verwendung eines 

passenden Nährmediums maßgeblich zur Verbesserung der Reproduzierbarkeit von 

Prozessen bei. In diesem Zusammenhang haben vor allem chemisch definierte 

Nährmedien Vorteile gegenüber komplexen Nährmedien (Zhang et al., 1999). Für die 

Friulimicinbiosynthese in A. friuliensis wurde bereits ein chemisch definiertes 

Nährmedium entwickelt (Wagner, 2009). Dieses Nährmedium wurde in der 

vorliegenden Arbeit weiter an die Bedürfnisse von A. friuliensis angepasst (Tabelle 

10).  

Um das angepasste definierte Nährmedium mit dem Ausgangsnährmedium von 

Wagner (2009) zu vergleichen, wurden die erreichten Biomassekonzentrationen 

bezogen auf das erste limitierte Substrat Phosphat gegenübergestellt. In der Arbeit 

von Wagner (2009) wurden mit 0,07 g/l Dikaliumhydrogenphosphat 

Biomassekonzentrationen von fast 5 g/l erreicht. In der vorliegenden Arbeit wurden 

mit der dreifachen Konzentration an Dikaliumhydrogenphosphat (0,21 g/l) 

Biomassekonzentrationen von nur 2 g/l erreicht. Diese Diskrepanz beruht vermutlich 

auf den unterschiedlichen Verfahren zur Bestimmung der Biotrockenmasse. In der 

Arbeit von Wagner (2009) wurde die Biotrockenmasse bestimmt, indem ein 

definiertes Volumen an Kulturmedium in einem Zentrifugenröhrchen zentrifugiert 

wurde und das Zellpellet nach Entfernen des Überstands getrocknet wurde. Bei 

dieser Methode werden neben der Biomasse auch Nährmedienbestandteile 

mitbestimmt. In der vorliegenden Arbeit erfolgte die Bestimmung der 

Biotrockenmassekonzentration nach Aufsaugen des Myzels auf einen Filter und 

anschließender Entfernung der Nährmedienbestandteile mit Wasser 

(vgl. Kapitel 3.3.2). Vergleiche der Biotrockenmassekonzentrationen von Wagner 

(2009) mit denen in der vorliegenden Arbeit erhaltenen Konzentrationen lassen sich 

aufgrund der unterschiedlichen Analyseverfahren daher nur schwer herstellen.  
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Beim Vergleich der Friulimicin-B-Konzentrationen aus der Arbeit von Wagner (2009) 

mit denen aus der vorliegenden Arbeit wurde ebenfalls eine Widersprüchlichkeit der 

Ergebnisse festgestellt. Nach Wagner (2009) wurden im chemisch definierten 

Nährmedium Friulimicin-B-Konzentrationen von etwa 1 g/l erreicht. Diese 

Konzentrationen liegen etwa 5-fach über den Konzentrationen, die in der 

vorliegenden Arbeit im gleichen Nährmedium ermittelt wurden. Vermutlich wurde in 

der Arbeit von Wagner (2009) die Summe der Masse aller Friulimicintypen 

(Abbildung 2) erfasst, da hier andere Parameter, die eine geringere Auflösung der 

einzelnen Friulimicintypen ermöglichten, zur Auftrennung der Friulimicine über HPLC 

verwendet wurden. Dieser Massenunterschied entspricht auch in etwa dem, der bei 

der Bestimmung der Friulimicinkonzentration mit der AquaSpec-MIR-Analytik (micro-

biolytics, Esslingen) festgestellt wurde (Abbildung 38). Bei der AquaSpec-MIR-

Analytik wurden vermutlich auch alle Friulimicintypen gleichzeitig erfasst.  

Zusätzlich zum Vergleich mit dem definierten Nährmedium von Wagner (2009) wurde 

ein Vergleich des in der vorliegenden Arbeit angepassten definierten Nährmediums 

mit dem komplexen Nährmedium von Aretz et al. (2000) gezogen. Dieses komplexe 

Nährmedium diente als Ausgangsnährmedium zur Entwicklung des chemisch 

definierten Nährmediums (Wagner, 2009). Im angepassten chemisch definierten 

Nährmedium war die Friulimicinausbeute nur halb so groß wie im komplexen 

Nährmedium (vgl. Kapitel 4.1.4). Auch die Biomasseausbeute, in Bezug auf das 

wachstumslimitierende Substrat Phosphat, war im angepassten chemisch definierten 

Nährmedium um etwa ein Drittel geringer. Mit definierten Nährmedien werden häufig 

geringere Ausbeuten erreicht (Zhang et al., 1999). Sie enthalten einfach aufgebaute 

chemische Verbindungen, aus denen die Mikroorganismen ihre Zellbausteine selbst 

synthetisieren müssen. In komplexen Nährmedien hingegen sind diese Bausteine 

wie Aminosäuren oder Vitamine bereits in fertiger Form vorhanden. Diese Bausteine 

können den chemisch definierten Nährmedien zwar zugefügt werden, machen deren 

Herstellung aber aufwendig und teuer. Aus Gründen der besseren 

Reproduzierbarkeit und Eigenschaften beim Aufreinigungsprozess werden die 

Ausbeuteverluste in definierten Nährmedien aber häufig toleriert. Vor allem für 

weitere Untersuchungen durch Transkriptions-, Proteom- oder Metabolomanalysen 

sind diese Nährmedien eine Voraussetzung. Für diese Analysen sind ausreichend 

hohe Biomassekonzentrationen von mindestens 4 g/l notwendig (Wentzel et al., 

2012). Diese Bedingung ist mit dem entwickelten definierten Nährmedium erfüllt. 

Daher ist die Voraussetzung für eine erweiterte Charakterisierung der 

Friulimicinbiosynthese in A. friuliensis geschaffen. 

Der Einfluss einzelner Nährmedienbestandteile wie der Kohlenstoff- und 

Stickstoffquellen, der Mineralsalze, der Spurenelement- und Vitaminlösung sowie der 

Precursorsubstanzen auf die Friulimicinbiosynthese in A. friuliensis wurde in 
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Kultivierungen im Schüttelkolben und im Bioreaktor mit dem chemisch definierten 

Nährmedium (Tabelle 10) näher untersucht. 

Spurenelemente und Vitamine 

Die Erhöhung der Spurenelementlösung im Nährmedium von 2 auf 20 % führte zu 

einer deutlichen Reduzierung des Wachstums und der Friulimicinbiosynthese von 

A. friuliensis (Abbildung 8). Eine mögliche Erklärung für die Reduzierung der 

Friulimicinbiosynthese bei hohen Spurenelementkonzentrationen könnte die 

Eisenkonzentration in dieser Lösung sein. In Kultivierungen zur Produktion von 

Actinorhodin mit Streptomyces coelicolor führte die Erhöhung der Konzentration einer 

Spurenelementlösung zu einer verbesserten Actinorhodinproduktion (Wentzel et al., 

2012). In dieser Spurenelementlösung war Eisen als Hauptkomponente vertreten. 

Eine weitere Konzentrationserhöhung dieser Spurenelementlösung, die zu 

Eisenkonzentrationen über 104 µM führte, reduzierte hingegen die 

Actinorhodinproduktion. Die maximale Biomassekonzentration wurde durch die 

Spurenelementlösung nicht beeinflusst. Ein Erklärungsmodell für die Regulation 

Actinorhodinproduktion durch Eisen wurde allerdings bisher nicht gefunden. In der 

zur Kultivierung von A. friuliensis verwendeten Spurenelementlösung ist ebenfalls 

Eisen als Hauptkomponente vertreten. Die Endkonzentration im Nährmedium liegt im 

Standardnährmedium bei 15 µM. In Kultivierungen von A. friuliensis, bei denen der 

Anteil der Spurenelementlösung auf 20 % erhöht wurde, lag die Eisenkonzentration 

mit 150 µM über dem Bereich der für die Actinorhodinproduktion beschriebenen 

optimalen Konzentration. Möglicherweise inhibierte diese erhöhte Eisenkonzentration 

auch die Friulimicinproduktion. 

Neben der Spurenelementlösung hatte auch die Vitaminlösung im chemisch 

definierten Nährmedium einen großen Einfluss auf das Wachstum und die 

Friulimicinbildung von A. friuliensis. Ohne Zusatz der Vitaminlösung war die 

Biomassekonzentration deutlich reduziert und keine Friulimicinbildung nachweisbar 

(Abbildung 9). Bei Wachstumsversuchen mit einer alternativen Vitaminlösung aus 

einem Vollmedium nach Hopwood (1967) war die Biomassekonzentration deutlich 

geringer (Daten nicht gezeigt). Diese Vitaminlösung enthielt bis auf Ca-Pantothenat 

alle Vitamine, die auch in der Vitaminlösung des chemisch definierten Nährmediums 

(Gonzalez et al., 2003) verwendet wurde (Tabelle 10). Diese Ergebnisse lassen 

vermuten, dass Ca-Pantothenat ein wichtiges Vitamin für A. friuliensis ist. 

Ca-Pantothenat spielt unter anderem bei der nichtribosomalen Peptidsynthese 

(NRPS) in Form des Phosphopantethein-Arms der Thiolierungsdomäne (T-Domäne) 

eine große Rolle (vgl. Kapitel 2.2.3). Dadurch ist möglicherweise die verbesserte 

Friulimicinbiosynthese bei Zugabe der Vitaminlösung zu erklären. 
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Phosphat 

Mit dem chemisch definierten Nährmedium konnte unter anderem auch der Einfluss 

von Phosphat auf das Wachstum und die Friulimicinbiosynthese von A. friuliensis 

untersucht werden. Phosphat zeigte sich als ein wichtiges Substrat in Bezug auf die 

Regulation der Friulimicinbiosynthese. In verschiedenen Kultivierungen konnte 

gezeigt werden, dass die Friulimicinbiosynthese in A. friuliensis mit der Limitation von 

Phosphat im Nährmedium beginnt (Abbildung 16). Dieser Zusammenhang wurde 

bereits für zahlreiche Antibiotikabiosynthesen in Aktinomyzeten beschrieben 

(Gunnarsson et al., 2003, Young et al., 1985, Maiti et al., 2010). Die Dauer der 

Umstellungsphase sowie die genaue Phosphatkonzentration für die Umstellung von 

der Wachstumsphase auf die Friulimicinbiosynthesephase waren, aufgrund der 

Probenahme mit größeren Zeitintervallen, nicht eindeutig festlegbar. Sarrà et al. 

(1999) erstellten ein Modell zur Darstellung des extra- und intrazellulären 

Phosphatlevels in Streptomyces lividans während der Antibiotikabiosynthese. Dabei 

postulierten sie sehr geringe Phosphatkonzentrationen, die ihrer Meinung nach nicht 

experimentell zu bestimmen waren.  

Im Zusammenhang mit der Untersuchung des Einflusses von Phosphat auf die 

Friulimicinbiosynthese konnte zudem gezeigt werden, dass die Zugabe von 

anorganischem Phosphat während der Friulimicinbildung in Konzentrationen von 

über 50 mg/l (2,4 mM) zu einem sofortigen Produktionsstopp von Friulimicin und 

einer weiteren Zunahme der Biomassekonzentration führte (Abbildung 17). Die 

Zugabe geringerer Phosphatkonzentrationen von 25 mg/l (1,2 mM) führte lediglich zu 

einer Reduktion der Friulimicinbiosyntheserate. Bei den Versuchen mit geringeren 

Phosphatkonzentrationen war ein erneuter Anstieg der Friulimicinbiosynthese zu 

beobachten, sobald die Phosphatzugaben wieder aufgebraucht waren. Durch die 

Phosphatkonzentration konnten folglich die Friulimicinbiosynthese und das 

Wachstum beeinflusst werden. Diese Eigenschaften konnten auch bei der Produktion 

von Candicidin in Streptomyces griseus beobachtet werden (Liu et al., 1975). Die 

Zugabe von 5 mM Phosphat während der Antibiotikabiosynthesephase führte 

ebenfalls zu einer sofortigen Inhibierung der Candicidinbiosynthese. Zusätzlich zur 

Inhibition der Candicidinbiosynthese wurde ein Anstieg der Sauerstoffaufnahme 

beobachtet, der von einer Zunahme der Biotrockenmassekonzentration gefolgt 

wurde. Diese Umstellung von Sekundär- auf Primärmetabolismus konnte zu allen 

Zeitpunkten während der Candicidinproduktion initiiert werden. Die Biosynthese von 

Actinorhodin in Streptomyces coelicolor wurde erst ab einer Phosphatkonzentration 

von 24 mM total inhibiert (Hobbs et al., 1990). Neben der Inhibierung durch 

anorganisches Phosphat wurde auch die Inhibierung der Antibiotikabiosynthese 

durch die Zugabe von organischem Phosphat beschrieben. Die Zugabe von 
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Phosphat in Form von GMP (Guanosin-5´-monophosphat) zu einer 

phosphatlimitierten Kultur inhibierte die Candicidinproduktion (Ates et al., 1997).  

Eine weitere Beobachtung, die während Kultivierungen von A. friuliensis in 

Zusammenhang mit Phosphat gemacht wurde, ist eine weitere Zunahme der 

Biomassekonzentration auch einige Zeit nachdem kein Phosphat mehr im 

Nährmedium nachweisbar war (Abbildung 27). Dieser Effekt ist bereits für viele 

Aktinomyzeten beschrieben worden (Voelker et al., 2001, Hege-Treskatis, 1993). 

Eine Erklärung für diesen Effekt sind intrazelluläre Speicherstoffe wie beispielsweise 

Polyphosphate, die während der Wachstumsphase, in der überschüssiges Phosphat 

vorhanden ist, in Massenanteilen von 0,1 – 20 % der Biotrockenmasse gespeichert 

werden (Kulaev, 1979). Unter Phosphatlimitation im Nährmedium könnte dieses 

intrazelluläre Phosphat für weiteres Zellwachstum verwendet werden. Ob diese 

intrazellulären Phosphatmengen inhibitorisch auf die Biosynthese von Antibiotika 

wirken, ist bisher nicht eindeutig geklärt (Sarrà et al., 1998). Untersuchungen der 

Balhimycinproduktion in Amycolatopsis balhimycina zeigten allerdings, dass diese 

auch dann noch inhibiert wurde, wenn das extrazelluläre Phosphat im Nährmedium 

bereits aufgebraucht war (Maiti et al., 2010). Hier wurde vermutet, dass Phosphat 

sehr schnell von den Zellen aufgenommen und intrazellulär gespeichert wurde. Das 

intrazelluläre Phosphat wurde erst durch weitere Zunahme der 

Biomassekonzentration bis zur stationären Phase aufgebraucht, bevor die 

Balhimycinbiosynthese begann. In Kultivierungen mit A. friuliensis konnte nach 

Phosphatlimitation zwar weiteres Wachstum mit einer verringerten spezifischen 

Wachstumsrate beobachtet werden, die Friulimicinproduktion begann jedoch 

unmittelbar mit der Phosphatlimitation im Nährmedium (Abbildung 27). Entweder sind 

die Mengen an intrazellulär gespeichertem Phosphat in A. friuliensis nicht so groß, 

oder die Friulimicinbiosynthese ist weniger sensitiv in Bezug auf intrazelluläres 

Phosphat. 

Der Zusammenhang zwischen Antibiotikabildung und Phosphatlimitation wurde in 

einigen Aktinomyzeten näher untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass in 

Aktinomyzeten die Limitation von Phosphat häufig über das 

Zweikomponentensystem PhoR-PhoP (Kapitel 2.2.5) vermittelt wird (Gallo et al., 

2010, Martín, 2004). Dieses System wirkt wahrscheinlich als übergeordneter 

Regulator auf die Regulatoren der Antibiotikabiosynthese. Im Genom von 

A. friuliensis wurden Gene gefunden, die homolog zu den Genen phoABDPR eines 

solchen PhoR-PhoP-Zweikomponentensystems sind (Daten nicht gezeigt). Dies 

weist auf einen ähnlichen Regulationsmechanismus der Friulimicinbiosynthese in 

A. friuliensis bei Phosphatlimitation hin.  

Neben der Regulation der Antibiotikabiosynthese durch Phosphat sind auch andere 

Nährmedienbestandteile bekannt, die regulatorisch auf die Antibiotikabiosynthese 
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wirken (vgl. Kapitel 2.2.5). Da der Nährmedienbestandteil Stickstoff in diesem 

Zusammenhang häufig beschrieben wird (Giudici et al., 2004, Doull et al., 1990), 

wurde der Einfluss von Stickstofflimitation auf die Friulimicinbiosynthese untersucht. 

In Kultivierungen unter Stickstofflimitation war allerdings keine Friulimicinbiosynthese 

feststellbar (Abbildung 18). Einige Aktinomyzeten bilden jedoch abhängig von den 

Umweltbedingungen verschiedene Antibiotikatypen. Streptomyces tendae bildet 

beispielsweise unter Phosphatlimitation verstärkt Nikkomycine und unter Stickstoff- 

und Phosphatlimitation überwiegend Juglomycine (Hege-Treskatis, 1993). Daher 

wurde eine bioinformatorische Untersuchung der Genomsequenz von A. friuliensis 

(Cebitec, Bielefeld) auf weitere Antibiotikacluster durchgeführt. Dafür wurde das Tool 

antiSMASH (Antibiotics & Secondary Metabolite Analysis Shell, Medema et al., 2011) 

verwendet, das anhand von Sequenzdaten Sekundärmetabolitcluster identifizieren 

kann. Mit diesem Tool konnten, neben dem bekannten Friulimicinbiosynthesecluster, 

vier weitere NRPS-Cluster und zwei Cluster vom PKS-Typ I und II sowie ein Cluster 

für Lantibiotika identifiziert werden. Das Produktbildungsverhalten von A. friuliensis 

unter stickstofflimitierten Bedingungen wurde in Agardiffusionstests mit den 

Testkeimen Bacillus subtilis als gram-positive Vertreter, Escherichia coli als 

gram-negativer Vertreter und Saccharomyces cerevisiae näher untersucht. Es 

konnten aber keine Hemmhöfe durch zusätzlich gebildete Antibiotika identifiziert 

werden (Daten nicht gezeigt). Agardiffusionstests von Proben aus phosphatlimitierten 

Kulturen wurden nicht durchgeführt. Transkriptomdaten (Cebitec, Bielefeld) weisen 

jedoch darauf hin, dass zumindest unter Phosphatlimitierung, die oben 

beschriebenen Sekundärmetabolitcluster inaktiv sind. 

Eine mögliche Erklärung dafür, dass unter Stickstofflimitierung weder die 

Biosynthese von Friulimicin, noch von anderen antibiotisch wirksamen Substanzen 

nachweisbar war, könnte die übergeordnete Regulation der Antibiotikabiosynthese 

durch Phosphat sein. Phosphat war in den Kultivierungen zur Untersuchung der 

Stickstofflimitation in Konzentrationen von über 0,5 g/l im Nährmedium vorhanden 

(Abbildung 18). Da die Stickstoffregulation häufig der Phosphatregulation 

untergeordnet ist (Martín et al., 2011), könnte die Biosynthese von Friulimicin und 

potentiellen anderen Antibiotika in der stickstofflimitierten Kultivierung durch 

Phosphat unterdrückt worden sein. 

Kohlenstoffquellen 

Weitere Substrate, die im chemisch definierten Nährmedium hinsichtlich des 

Wachstums und der Friulimicinbiosynthese in A. friuliensis untersucht wurden, waren 

die Kohlenhydrate Saccharose und Glucose. Kohlenhydrate werden in der Zelle 

sowohl als Kohlenstoff- als auch als Energielieferanten für Zellwachstum und 

Erhaltungsstoffwechsel verwendet und sind daher ein Haupteinflussfaktor im 
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Nährmedium. Beim Vergleich der beiden Kohlenhydratquellen erwies sich das 

Monosaccharid Glucose als deutlich besser metabolisierbarer Energie- und 

Kohlenstofflieferant als das Disaccharid Saccharose (Abbildung 10). Dies könnte 

daran liegen, dass Saccharose im Gegensatz zu Glucose vor Eintritt in den 

Stoffwechsel unter Energieaufwand gespalten werden muss, was zu geringeren 

Ausbeuten führen kann. Davon abgesehen sind in Bakterien zwei verschiedene 

Stoffwechselwege für den Saccharoseabbau bekannt (Reid et al., 2005). Beim ersten 

Weg, der hauptsächlich in gram-negativen Bakterien vorkommt, wird Saccharose 

beim Transport in die Zelle über ein Phosphotransferasesystem (PTS) phosphoryliert 

und anschließend zu Fruktose und Glucose-6-phosphat hydrolysiert. 

Glucose-6-phosphat kann sofort der Glykolyse zugeführt werden, wohingegen 

Fructose erst noch über eine Fructosekinase phosphoryliert werden muss. Das dabei 

entstehende Fructose-6-phosphat ist ein Zwischenprodukt der Glykolyse. Beim 

zweiten Weg wird Saccharose zunächst über eine Permease unverändert in die Zelle 

transportiert. In der Zelle wird Saccharose dann über eine Saccharose-

Phosphorylase in Fructose und Glucose-1-phosphat gespalten. Vor Eintritt in die 

Glykolyse muss Glucose-1-phosphat zunächst über eine Phosphoglucomutase in 

Glucose-6-phosphat und die entstandene Fructose wie beim ersten Weg noch über 

eine Fructosekinase phosphoryliert werden. Dieser zweite Weg ist 

energieaufwendiger als der erste und kann zu verringerten Ausbeuten führen (Reid 

et al., 2005). Im Genom von A. friuliensis (Cebitec, Bielefeld) konnte nur ein Gen für 

ein unspezifisches PTS-System (afr05960) gefunden werden. Allerdings konnte ein 

Gen für eine Saccharose-Permease (afr25520) gefunden werden, das Hinweise auf 

eine Metabolisierung von Saccharose in A. friuliensis über den zweiten, 

energieaufwendigeren Weg gibt. Dies könnte unter anderem eine Erklärung für die 

stark verringerten Ausbeuten beim Wachstum von A. friuliensis mit Saccharose sein. 

Neben der Wirkung auf den Energie- und Kohlenstoffmetabolismus können 

Kohlenhydrate auch Einfluss auf die Antibiotikabiosynthese haben 

(vgl. Kapitel 2.2.5). In manchen Prozessen wie beispielsweise der 

Lincomycinproduktion durch Streptomyces lincolnensis in einem definierten 

Nährmedium scheinen selbst Glucosekonzentrationen von 30 g/l keinen 

inhibierenden Einfluss auf die Antibiotikabiosynthese zu haben (Young et al., 1985). 

Die Friulimicinbiosynthese wurde durch Glucose, im verwendeten 

Konzentrationsbereich bis 30 g/l, ebenfalls nicht merkbar beeinflusst 

(vgl. Kapitel 4.2.2). Daher wurde vermutlich auch keine Verbesserung der 

Friulimicinbiosynthese bei Verwendung der schwerer metabolisierbaren 

Kohlenhydratquellen Saccharose erreicht (Abbildung 19). In vielen anderen 

Antibiotikaproduktionsprozessen hingegen unterstützt Glucose zwar schnelles 
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Wachstum, hemmt aber die Antibiotikabiosynthese durch Kohlenhydrat-

Katabolitregulation (Sanchez et al., 2002, Sousa et al., 2001). 

Ein mögliches Vorkommen der Kohlenhydrat-Katabolitregulation (vgl. Kapitel 2.2.5) in 

A. friuliensis konnte allerdings in einem anderen Zusammenhang, nämlich bei der 

Verwertung von Kohlenstoffquellen, die alternativ zu Glucose verwendet wurden, 

gezeigt werden. In Kultivierungen mit A. friuliensis konnte, sobald die 

Glucosekonzentration im Nährmedium unter 5 g/l fiel, Ammonium im Nährmedium 

nachgewiesen werden (Abbildung 28). Wurde die Glucosekonzentration wieder 

erhöht, stagnierte die Ammoniumbildung. Während der Glucoselimitationsphase 

konnte neben der Ammoniumbildung außerdem eine erhöhte Aufnahmerate der 

Aminosäure Arginin beobachtet werden, die im definierten Nährmedium eigentlich als 

Stickstoffquelle diente. Eine mögliche Ursache für die Bildung von Ammonium lässt 

sich über den Abbau von Arginin erklären. Beim Abbau von Arginin entsteht im 

ersten Schritt das Nebenprodukt Harnstoff (Cunin et al., 1987). Während 

Kultivierungen von A. friuliensis konnte im Nährmedium aber kein Harnstoff 

nachgewiesen werden. Dies lässt vermuten, dass dieser sofort weiter zu Ammonium 

und Kohlenstoffdioxid abgebaut wurde. In weiteren Abbauschritten von Arginin 

entsteht zudem Glutamat, bei dessen Abbau zu α-Ketogluterat nochmals Ammonium 

freigesetzt wird. Die Bildung von Ammonium und die erhöhten Argininaufnahmeraten 

sprechen dafür, dass Arginin bei Glucoselimitation von A. friuliensis als alternative 

Kohlenstoffquelle verwendet wurde. Wenn Arginin als einzige Kohlenstoffquelle 

genutzt wird, muss vermutlich verhältnismäßig viel Arginin über den Citratzyklus 

abgebaut werden, um den Energiebedarf der Zelle zu decken. Da für die Bildung von 

stickstoffhaltigen Metaboliten wie beispielsweise Aminosäuren weniger Ammonium 

benötigt wird als entsteht, wird überschüssiges Ammonium ausgeschieden. Dies 

kann zum einen aus der Stickstoffbilanz abgeleitet werden, zum anderen wird diese 

Vermutung auch durch die Versuche mit Arginin und Valin als alleinige 

Kohlenstoff- und Stickstoffquellen unterstützt. Die Aminosäuren zeigten sich als 

Energiequellen in Schüttelkolbenexperimenten als eher ungeeignet für das 

Wachstum von A. friuliensis (Abbildung 20). Eine eindeutige Aussage über die 

Verwertbarkeit dieser Aminosäuren als Kohlenstoff- und Energiequellen konnte 

allerdings aus diesen Versuchen nicht getroffen werden. Nach bisherigen 

Erkenntnissen müssten in diesen Versuchen wahrscheinlich hohe Konzentrationen 

von Ammonium freigesetzt worden sein, die den pH-Wert des Nährmediums trotz 

Pufferzusatz möglicherweise erhöht haben. Die Konzentration von Ammonium und 

der pH-Wert wurden während dieser Kultivierungen nicht bestimmt. Die Freisetzung 

von Ammonium durch Desaminierung von Aminosäuren wurde auch in 

Kultivierungen von Streptomyces lividans mit einem definierten Medium, das 

Glutamat als Stickstoffquelle enthielt, beobachtet (Sarrà et al., 1998). 
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Die oben beschriebenen Beobachtungen zeigen eine Unterdrückung der 

Verwendung von Arginin als Kohlenstoffquelle in Gegenwart von Glucose, was auf 

eine Regulation über Kohlenstoff-Katabolitregulation hinweist. Für die Regulation des 

Kohlenhydratmetabolismus in A. friuliensis über Katabolitregulation spricht außerdem 

die erhöhte Aufnahmerate von Saccharose nach Glucoselimitation, die in 

Kultivierungen mit beiden Kohlenhydratquellen beobachtet werden konnte (Abbildung 

19). Die bevorzugte Energie- und Kohlenstoffquelle für A. friuliensis ist nach diesen 

Erkenntnissen Glucose, gefolgt von Saccharose und Arginin. Bei der Verwendung 

verschiedener Kohlenstoffquellen in Kultivierungen mit Streptomyces coelicolor 

konnte ebenfalls ein komplexer Zusammenhang bei der Metabolisierung von 

Kohlenstoffquellen hergestellt werden (Wentzel et al., 2012). Untersuchungen des 

Zusammenspiels zwischen den Kohlenstoffquellen Glucose und Glutamat durch 

Isotopenmarkierungsexperimente zeigten hier, dass Glucose während der 

Wachstumsphase und Glutamat während der Antibiotikabildungsphase die 

bevorzugten Kohlenstoffquellen sind. Ein weiteres Beispiel für eine Kohlenstoff-

Katabolitregulation in Aktinomyzeten konnte von Maiti et al. (2010) für Amycolatopsis 

balhimycina gezeigt werden. Für diesen Stamm wurde ein strukturiertes kinetisches 

Modell entwickelt, das durch Kultivierungen mit den Kohlenstoffquellen Glucose und 

Glycerin validiert wurde. Glucose inhibierte nach diesem Modell teilweise die 

Aufnahme von Glycerin. Beide Substrate wurden zwar simultan verwertet, Glucose 

wurde aber mit deutlich höherer Rate aufgenommen als Glycerin.  

Stickstoffquellen 

Ein weiteres wichtiges Substrat, das Einfluss auf das Wachstum und die 

Friulimicinbiosynthese hatte, war die Stickstoffquelle. Für die Eignung als 

Stickstoffquelle für die Friulimicinproduktion wurden die Aminosäure Arginin, die eng 

mit dem Argininstoffwechsel verknüpfte Stickstoffquelle Harnstoff und die 

anorganische Stickstoffquelle Ammonium untersucht. Alle getesteten 

Stickstoffquellen ermöglichten gute Biomassebildung, Friulimicin wurde jedoch nur in 

Kultivierungen mit Arginin gebildet (4.2.3). Diese Beobachtung konnten auch in 

Kultivierungen zur Produktion von Simocyclinonen mit Streptomyces antibioticus in 

einem chemisch definierten Nährmedium mit verschiedenen Stickstoffquellen 

gemacht werden (Theobald et al., 2000). In diesen Kultivierungen waren die 

Produktkonzentrationen mit Aminosäuren signifikant höher als mit Ammoniumsalzen 

und Harnstoff. Bei Verwendung von Arginin in Kultivierungen von A. friuliensis konnte 

die Bildung des Nebenprodukts Ammonium unter Glucoselimitation beobachtet 

werden (Abbildung 28 B). Dies wurde im vorherigen Abschnitt ausführlich diskutiert. 

In diesen Kultivierungen konnte zudem beobachtet werden, dass die Zugabe von 

Glucose zum glucoselimitierten Nährmedium zu einer sofortigen Abnahme des 
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gebildeten Ammoniums im Nährmedium führte. Die Argininaufnahmerate blieb 

dagegen weiterhin niedrig (Abbildung 28 D). Diese Beobachtungen sprechen dafür, 

dass Ammonium in Anwesenheit von Arginin als bevorzugte Stickstoffquelle 

aufgenommen wird. In kontinuierlichen Kultivierungen von Streptomyces fradiae 

wirkte sich Ammonium ebenfalls positiv auf das Wachstumsverhalten aus, hatte aber 

gleichzeitig eine hemmende Wirkung auf die Bildung des Antibiotikums Tylosin (Lee, 

1997). 

Eine hemmende Wirkung von Ammonium auf die Friulimicinbiosynthese konnte auch 

bei A. friuliensis beobachtet werden. In Schüttelkolbenkultivierungen mit Zusatz von 

verschiedenen Konzentrationen von Ammoniumchlorid wurde eine Inhibierung der 

Friulimicinbiosynthese ab einer Ammoniumkonzentration von 0,3 g/l festgestellt 

(Abbildung 23). In Kultivierungen von Streptomyces ambofaciens zeigte ein ähnlicher 

Versuch, dass die Spiramycinbiosynthese durch Ammoniumkonzentrationen ab 

0,9 g/l vollständig unterdrückt wurde (Lounès et al., 1995). Ebenso wurde ein 

negativer Effekt von Ammoniumionen auf ein Glykopeptidantibiotikum von 

Actinomadura sp. beschrieben (Technikova-Dobrova et al., 2004). In diesem 

Zusammenhang zeigten Lebrihi et al. (1992), dass Ammonium die Expression und 

Aktivität der Valindehydrogenase während der Produktion von Spiramicin in 

Streptomyces ambofaciens negativ beeinflusste. Dieses Enzym ist an der 

Umsetzung der verzweigtkettigen Aminosäure Valin zu iso-Butyrat beteiligt, welches 

als Startermolekül für die Biosynthese der verzweigtkettigen Fettsäuren dient 

(Beltrametti et al., 2004). Da Valin für die Synthese des Fettsäurerests von 

Friulimicin B (Abbildung 2) ebenfalls der Precursor ist, kann die negative Wirkung von 

Ammonium auf die Friulimicinbiosynthese möglicherweise auch über das 

Erklärungsmodell von Lebrihi et al. (1992) verstanden werden.  

Die ausbleibende Produktion von Friulimicin bei Kultivierung mit Harnstoff als 

Stickstoffquelle kann dementsprechend auch über den inhibierenden Effekt von 

Ammonium auf die Friulimicinbiosynthese begründet werden. Harnstoff wird in 

Streptomyzeten bei Stickstoffmangel über das Enzym Urease zu Ammonium und 

Kohlenstoffdioxid abgebaut (Bascaraan et al., 1989). Ammonium war bei der 

Kultivierung von A. friuliensis mit Harnstoff in Konzentrationen von über 3 g/l im 

Nährmedium nachweisbar (vgl. Kapitel 4.2.3). Eine Friulimicinproduktion mit 

Ammonium oder Harnstoff könnte möglicherweise dennoch ermöglicht werden, wenn 

die Substrate unterhalb der hemmenden Konzentrationen zugefüttert würden. Die 

Inhibierungskonzentrationen von Ammonium lagen zudem bei Wachstum auf 

Glucose (Abbildung 23) höher als bei Wachstum auf Saccharose (Daten nicht 

gezeigt). Möglicherweise wurde Ammonium bei Wachstum auf Glucose schneller 

metabolisiert. 
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Precursorsubstanzen für die Friulimicinbiosynthese 

Neben den oben genannten essentiellen Substraten für Wachstum und 

Friulimicinproduktion können auch Precursorsubstanzen die Friulimicinbiosynthese 

beeinflussen. Die Zugabe der verzweigtkettigen Aminosäuren Valin, Leucin oder 

Isoleucin zum Nährmedium verschob das Biosynthesemuster der 

Lipopeptidantibiotika von A. friuliensis (Abbildung 2) sowohl im komplexen 

Nährmedium (Aretz et al., 2000) als auch im chemisch definierten Nährmedium 

(Abbildung 25). Die Zugabe von Valin führte dabei zu einer erhöhten Produktion der 

Friulimicin-Komponente B. Wie im vorherigen Abschnitt diskutiert, wurde bei der 

Kultivierung von A. friuliensis mit Aminosäuren unter Glucoselimitation Ammonium 

gebildet, das einen negativen Einfluss auf die Friulimicinbiosynthese hatte (Abbildung 

23). Während der Kultivierungen zur Untersuchung des Einflusses der Precursoren 

wurde eine mögliche Ammoniumbildung nicht analysiert. Aufgrund einer ausreichend 

hohen Glucosekonzentration im Nährmedium wurde aber davon ausgegangen, dass 

die Aminosäuren nicht als Kohlenstoffquelle verwendet wurden und daher kein 

Ammonium gebildet wurde, welches die Ergebnisse dieser Untersuchung beeinflusst 

hätte. 

Die Veränderung des Biosynthesemusters durch Zugabe der verzweigtkettigen 

Aminosäuren Valin, Leucin und Isoleucin wurde nicht nur für Friulimicin, sondern 

auch für die Produktion von Ramoplanin und Teicoplanin in Actinoplanes sp. 

beschrieben (Brunati et al., 2005, Taurino et al., 2011). Diese Antibiotika besitzen wie 

Friulimicin einen Fettsäurerest. Die Effekte durch die Aminosäurezugabe können 

möglicherweise dadurch erklärt werden, dass auch die Synthese der verzweigten, 

ungeradkettigen Membranfettsäuren von den verzweigtkettigen Aminosäure-

Precursoren ausgeht (vgl. Kapitel 4.2.4). Jovetic et al. (2008) postulierten 

dementsprechend eine Synthese der Fettsäurereste von Antibiotika durch 

beta-Oxidation von Membranfettsäuren. Auch Park et al. (2009) postulierten einen 

Zusammenhang der Membranlipidzusammensetzung mit der Antibiotikabiosynthese. 

Die Fettsäurereste der Friulimicine sind auch verzweigte, ungeradkettige Fettsäuren 

und werden daher vermutlich auf ähnliche Weise synthetisiert. 

Die Zugabe der verzweigtkettigen Aminosäuren zum Nährmedium kann aber auch 

negative Effekte zeigen. In höheren Konzentrationen konnte Valin die 

Fettsäurezusammensetzung der Zellmembran von Actinoplanes sp. ATCC 33076 

und damit die Membranfluidität so stark verändern, dass sich dies negativ auf das 

Wachstum auswirkte (Brunati et al., 2005). Valin begünstigte aber vermutlich nicht 

nur wegen seiner Funktion als Precursor der Fettsäurebiosynthese die Friulimicin-B-

Produktion, sondern verbesserte generell die Synthese aller Lipopeptidantibiotika 

von A. friuliensis, da Valin auch Bestandteil des Peptidkerns ist (Abbildung 2). Bei der 

Produktion von Teicoplanin in Actinoplanes teichomyceticus führte ebenfalls nicht nur 
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die Zugabe der verzweigtkettigen Aminosäuren zu einer erhöhten Produktivität, 

sondern auch die Zugabe der Aminosäure Prolin (Song et al., 2008).  

5.3. Prozessführungsstrategien für die Produktion von Friulimicin 

Für die Friulimicinproduktion in A. friuliensis wurden die gängigsten 

Prozessführungsstrategien wie Batch-Prozesse, Fed-Batch-Prozesse sowie 

Perfusionsprozesse untersucht. 

Im Batch-Prozess konnten fünf Prozessphasen unterschieden werden (Abbildung 

27). Die Friulimicinbiosynthese begann in der dritten Phase und wurde durch 

Phosphatlimitation im Nährmedium ausgelöst. Einige Stunden nach 

Phosphatlimitation reduzierte sich jedoch die Friulimicinbiosyntheserate erheblich. 

Anschließend konnte zudem eine Abnahme der Biotrockenmassekonzentration 

beobachtet werden. Die Abnahme der Biotrockenmassekonzentration lässt sich 

neben einem Abbau von intrazellulären Speicherstoffen durch die Lyse von 

vegetativem Myzel erklären. Diese Zelllyse, die durch programmierten Zelltod 

ausgelöst wird, könnte indirekt auch die Friulimicinbiosyntheserate beeinflusst haben, 

da bei der Lyse Zuckerphosphate aus der Zellwand frei werden (Tenconi et al., 

2012). In geringen Konzentrationen können diese Zuckerphosphate als 

Signalmoleküle dienen, die die Sekundärmetabolitsynthese und Differenzierung von 

überlebenden Zellen anregen. In höheren Konzentrationen können jedoch sowohl 

diese Zuckerphosphate selbst als auch das davon abgespaltene anorganische 

Phosphat die Sekundärmetabolitbildung hemmen. Eine weitere Ursache für die 

reduzierte Friulimicinbildungsrate könnte auch die erhöhte Produktion von 

Phosphatasen sein. Phosphatasen führten während der Limitation von 

anorganischem Phosphat bei Streptomyces griseus zu einer Freisetzung von 

organisch gebundenem Phosphat, das die Antibiotikabiosynthese inhibierte (Moura 

et al., 2001, Hege-Treskatis, 1993). Aus den genannten Gründen sollte daher die 

Zelllyse während des Friulimicinproduktionsprozesses vermieden werden. 

Um eine Zelllyse nach Phosphatlimitation zu verhindern und damit die 

Friulimicinproduktionsphase zu verlängern, wurden Zufütterungsstrategien für das 

Substrat Phosphat entwickelt. Da Phosphat die Friulimicinbiosynthese hemmt, wurde 

Phosphat limitiert zugefüttert. Durch Zufütterung von Phosphat nach Beginn der 

Friulimicinbiosynthese mit spezifischen Raten von 0,15 und 0,07 mg/g*h konnte die 

Friulimicinbiosynthese bei gleichzeitigem Wachstum aufrechterhalten werden 

(Abbildung 29). Bei der Cycloheximidproduktion in Streptomyces griseus konnte 

durch Zufütterung von Phosphat die Biomassekonzentration ebenfalls weiter erhöht 

werden, die Produktion von Cycloheximid wurde dabei allerdings reduziert (Payne et 

al., 1987). Eine optimale Rate für die Zufütterung von Phosphat, mit der Wachstum 
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und hohe Friulimicinproduktionsraten von A. friuliensis gleichzeitig möglich waren, 

konnte nicht bei allen Kultivierungen eingestellt werden. Dies lag zum einen an der 

sehr niedrigen Hemmkonzentration von Phosphat, dessen Zufütterung bereits bei 

spezifischen Raten über 0,3 mg/g*h zu einem Einbruch der Friulimicinbiosynthese 

führte (Abbildung 28), zum anderen konnten die Variationen der 

Biomassekonzentrationen (Abbildung 15 A) zu Beginn der Zufütterung nicht 

berücksichtigt und damit die Phosphatfeedrate nicht optimal angepasst werden. Eine 

alternative Strategie zur limitierten Zufütterung von Phosphat wurde in Kultivierungen 

mit Streptomyces lincolnensis zur Lincomycinproduktion verfolgt (Young et al., 1985). 

Hier wurde durch Präzipitation von Ammoniummagnesiumphosphat das frei 

verfügbare Phosphat reduziert. Das Präzipitat diente als schwer zugängliche 

Phosphatquelle, die keine größeren Konzentrationen von freiem Phosphat 

absonderte. Durch diese Methode wurde die Lincomycinproduktion erhöht. 

Im Vergleich zur Entwicklung von Phosphatzufütterungsstrategien zeigte sich die 

Entwicklung von Zufütterungsstrategien für Glucose und die Aminosäuren Arginin 

und Valin als eher nebensächlich für den Friulimicinproduktionsprozess. Sofern 

Glucose in Konzentrationen von über 5 g/l im Nährmedium vorhanden war, konnte 

die im vorherigen Kapitel diskutierte Bildung des Nebenprodukts Ammonium aus 

dem Aminosäurestoffwechsel nicht beobachtet werden. Eine Zufütterung von 

Glucose, Arginin und Valin während der Kultivierungen von A. friuliensis zur 

Friulimicinproduktion war dennoch sinnvoll, um eine genügend hohe 

Glucosekonzentration aufrechtzuerhalten und die Konzentrationen der Aminosäuren 

im Nährmedium möglichst niedrig zu halten. Neben der Reduzierung der 

Ammoniumbildung durch die Entwicklung von Zufütterungsstrategien könnte ein 

weiterer Ansatz ein Eingreifen auf molekularbiologischer Ebene sein. Eine Erhöhung 

der Enzymaktivität oder des Expressionslevels der Glutaminsynthetase, die die 

Bildung von Glutamin aus Glutamat unter Einbau von Ammonium katalysiert, könnte 

möglicherweise ebenfalls die Ammoniumausscheidung reduzieren (persönliche 

Mitteilung Prof. Wohlleben). 

Aufgrund der oben beschriebenen Schwierigkeiten bei der Entwicklung der 

Zufütterungsstrategien für Phosphat wurde ein Perfusionsprozess zur 

Friulimicinproduktion entwickelt, der vor allem durch die Ausbildung eines stationären 

Zustands mit gleichbleibenden Bedingungen Vorteile für die Antibiotikaproduktion 

bietet (vgl. Kapitel 4.3.3). In der vorliegenden Arbeit war mit den Verdünnungsraten 

von D = 0,03 und 0,05 h-1 Friulimicinproduktion möglich, bei Verdünnungsraten ab 

D = 0,1 h-1 fand keine Friulimicinproduktion mehr statt (vgl. Kapitel 4.3.3). Bei der 

kontinuierlichen Kultivierung von Streptomyces olindensis für die 

Retamycinproduktion wurde eine maximale Produktivität bei einer Verdünnungsrate 

von D = 0,05 h-1 erreicht (Pamboukian et al., 2004). Für die Produktion von 
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Actinorhodin durch Streptomyces coelicolor in einer kontinuierlichen Kultivierung 

ohne Zellrückhaltung wurde eine optimale Verdünnungsrate von D = 0,06 h-1 

festgelegt (Melzoch et al., 1997). Eine optimale Verdünnungsrate für maximale 

Produktivität konnte für die Friulimicinproduktion in A. friuliensis nicht ermittelt 

werden, da die Zellrückhaltung im Perfusionsprozess nicht optimal funktionierte. 

Ein Grund für die Probleme bei der Zellrückhaltung waren die Veränderungen der 

Morphologie der Myzelpellets während der Kultivierung. Mit zunehmender 

Kultivierungszeit wurden die Myzelien feiner und die Sedimentationseigenschaften 

verschlechterten sich. Da für die Funktion des verwendeten Zellrückhaltesystems 

gute Sedimentationseigenschaften der Myzelpellets entscheidend waren, nahm der 

Zellrückhaltegrad ab (Abbildung 34). Eine Reduzierung der Pelletgröße konnte auch 

während Fed-Batch-Kultivierungen von Streptomyces olindensis zur 

Retamycinproduktion mit fortschreitender Kultivierung beobachtet werden (Giudici et 

al., 2004). Hier wurde ein Zusammenhang zwischen der Pelletgröße und den 

Scherkräften des Rührers vermutet. Zudem konnte bei der Retamycinproduktion über 

kontinuierliche Kultivierung eine Abhängigkeit der Morphologie von der 

Verdünnungsrate beobachtet werden (Pamboukian et al., 2004). Hier nahm der 

Anteil an großen Myzelpellets mit steigender Verdünnungsrate zu. Dies wurde über 

eine kürzere Verweilzeit bei steigender Verdünnungsrate begründet. 

Dementsprechend war die Zeit, in der die Myzelpellets den durch den Rührer 

bedingten Scherkräften ausgesetzt waren, verkürzt. Um morphologische 

Veränderungen durch die Scherkräfte des Rührers zu verhindern, wurde die 

Rührergeschwindigkeit während weiterer Perfusionsprozesse von A. friuliensis auf 

400 rpm begrenzt (vgl. Kapitel 4.3.3). Diese Maßnahme führte aber, vor allem bei 

höheren Biomassekonzentrationen, nicht zu einer Verbesserung des 

Zellrückhaltegrads. Aufgrund der eher geringen spezifischen 

Sauerstoffaufnahmeraten von A. friuliensis von etwa 1 mmol/g*h könnten 

möglicherweise andere Rührer wie Schrägblattrührer oder alternative 

Bioreaktorsysteme wie Airlift-Reaktoren eingesetzt werden. Diese Systeme 

ermöglichen Kultivierungen mit reduzierten Leistungseinträgen und könnten daher zu 

verbesserten Eigenschaften der Myzelpellets für die Zellrückhaltung durch 

Sedimentation führen.  

Eine weitere Möglichkeit, den Zellrückhaltegrad zu erhöhen, wäre die Verwendung 

von alternativen Zellrückhaltesystemen. Mit dem verwendeten System zur 

Zellrückhaltung über Sedimentation konnten bei guten Sedimentationseigenschaften 

der Myzelpellets und bei einer Verdünnungsrate von D = 0,03 h-1, 

Biotrockenmassekonzentrationen von über 20 g/l im Bioreaktor erreicht werden. 

Diese Konzentrationen konnten auch bei einer vergleichbaren Verdünnungsrate 

während eines Perfusionsprozesses mit Amycolatopsis orientalis zur 
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Vancomycinproduktion erreicht werden (McIntyre et al., 1999). Bei diesem Prozess 

wurde die Zellrückhaltung über einen oszillierenden Membranseparator realisiert. 

Allerdings war die Zellrückhaltung des in der vorliegenden Arbeit verwendeten, sehr 

einfachen Systems zur Zellrückhaltung, stark von der sich verändernde Morphologie 

von A. friuliensis abhängig (vgl. Kapitel 4.3.3). Um eine effizientere Zellrückhaltung 

bei allen Myzelformen zu gewährleisten, wären vermutlich andere 

Zellrückhaltesysteme wie Zentrifugen oder akustische Settler besser geeignet (2.3.3). 

Mikrofiltrationssysteme wurden bereits bei der kontinuierlichen Kultivierung von 

Actinoplanes teichomyceticus zur Teicoplaninproduktion erfolgreich eingesetzt (Vara 

et al., 2002). Das Problem der Verblockung der Filtrationsmembran durch Myzelien 

wurde hier durch ein Gegenstrom-Reinigungssystem verhindert. 

Ein Vergleich der Leistungsfähigkeit der drei untersuchten Prozesstypen Batch-, 

Fed-Batch- und Perfusionsprozess, ist aufgrund der Variabilität unter den einzelnen 

Prozessen (Abbildung 15) schwierig. Zum Vergleich der einzelnen Prozesstypen 

untereinander wurden daher die Bereiche angegeben, in denen sich die maximalen 

Friulimicinkonzentrationen und volumetrischen Produktivitäten bei den 

durchgeführten Kultivierungen bewegten. Die volumetrischen Produktivitäten des 

Fed-Batch-Prozesses lagen hierbei, trotz der durch die Phosphatzufütterung 

verlängerten Friulimicinproduktionsphase (Abbildung 29), unterhalb der 

Produktivitäten des Batch-Prozesses (Tabelle 11). Beim Vergleich der 

Friulimicinproduktionsraten verschiedener Fed-Batch-Prozesse unmittelbar nach 

Phosphatlimitation und vor Beginn der Phosphatzufütterung (Abbildung 28, 

Abbildung 29), die bis dahin unter gleichen Kultivierungsbedingungen durchgeführt 

wurden, fällt auf, dass die Raten starken Schwankungen unterliegen. Diese 

unterschiedlichen Friulimicinproduktionsraten konnten auch bei den Untersuchungen 

zur Reproduzierbarkeit der Kultivierungen beobachtet werden (Abbildung 15 C) und 

führten zu unterschiedlichen maximalen Friulimicinkonzentrationen. So werden auch 

im gezeigten Batch-Prozess (Abbildung 27) trotz verkürzter 

Friulimicinproduktionsphase ähnlich hohe Friulimicinkonzentrationen erreicht wie im 

Fed-Batch-Prozess, da im Batch-Prozess die Friulimicinbiosyntheserate unmittelbar 

nach Phosphatlimitation aus nicht erkennbaren Gründen deutlich höher war. Die 

starken Schwankungen der Friulimicinbiosyntheseraten unter eigentlich gleichen 

Prozessbedingungen sind möglicherweise durch die morphologischen Unterschiede 

der Myzelpellets zu erklären. Wie unter 5.1 diskutiert kann es in den Myzelpellets zu 

einer unterschiedlichen Sauerstoff- und Nährstoffversorgung kommen, auf die 

vermutlich der komplexe Regulationsmechanismus der Friulimicinbiosynthese 

reagierte. Ein weiterer Grund für die geringen Produktivitäten im Fed-Batch-Prozess 

könnten zudem die bereits diskutierten unzureichenden Anpassungen der 

Phosphatfeedrate an die Biomassekonzentration sein. 
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Im Perfusionsprozess sind die geringen maximalen Friulimicinkonzentrationen 

(Tabelle 11) im Vergleich zum Batch- und Fed-Batch-Prozess durch die Verdünnung 

mit Nährmedium bedingt und charakteristisch für diesen Prozesstyp. Die 

Produktivitäten waren im Perfusionsprozess trotz des teilweise schlechten 

Zellrückhaltegrads mindestens doppelt so hoch wie während der Batch- und 

Fed-Batch-Prozesse. Der Perfusionsprozess wurde zur Gewinnung des 

Glykopeptidantibiotikums Teicoplanin mit Actinoplanes teichomyceticus ebenfalls als 

die beste Strategie erkannt (Vara et al., 2002). Hier wurden kontinuierliche 

Kultivierungsstrategien mit und ohne Zellrückhaltung miteinander verglichen. Ohne 

Zellrückhaltung konnten nur sehr geringe Verdünnungsraten von D = 0,062 h-1 

ermöglicht werden. Die Teicoplaninkonzentrationen betrug dabei 2,60 mg/l*h. Durch 

die Auslegung des kontinuierlichen Prozesses als Perfusionsprozess konnte die 

volumetrische Produktivität deutlich gesteigert werden. Die Zellrückhaltung wurde 

dabei über ein Mikrofiltrationssystem gewährleistet. Mit diesem Perfusionsprozess 

konnten die Verdünnungsrate auf D = 0,162 h-1 erhöht und eine maximale 

Produktivität von 8,83 mg/l*h erreicht werden.  

Tabelle 11: Vergleich der maximalen Friulimicinkonzentrationen und volumetrischen 

Produktivitäten von verschiedenen Prozesstypen zur Friulimicinproduktion in A. friuliensis. 

 
Batch-

Prozess 
Fed-Batch-

Prozess 
Perfusions-

Prozess 

Maximale Friulimicinkonzentration [mg/l] 150-300 70-250 50-150 

Volumetrische Produktivität [mg/l*h] 2-3 1-2 3-5 

 

Eine Aussage über die Leistungsfähigkeit der einzelnen Prozesstypen war aufgrund 

der im vorherigen Abschnitt diskutierten Probleme bei der Reproduzierbarkeit der 

Phosphatzufütterung im Fed-Batch-Prozess und wegen des variierenden 

Zellrückhaltegrads im Perfusionsprozess nur eingeschränkt möglich. Allerdings 

konnte das Potential zur weiteren Verbesserung dieser Prozesse bewertet werden. 

Die Optimierungsmöglichkeiten des Batch-Prozesses beschränken sich im Prinzip 

auf die Weiterentwicklung des Nährmediums. Beim Fed-Batch-Prozess ist das 

Potential zur weiteren Erhöhung der volumetrischen Produktivität größer. Diese ist 

möglicherweise durch eine weitere Optimierung der Phosphatzufütterungsstrategie 

zu erreichen. In diesem Fall würde vermutlich der Einsatz einer Online-

Analytik-Methode zur Bestimmung der Phosphatkonzentration von Vorteil sein, die 

den Einsatz von erweiterten Regelstrategien ermöglicht. Durch diese erweiterten 

Regelstrategien könnte eine limitierte Zufütterung des Substrates Phosphat, welches 
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die Friulimicinbiosynthese bereits in geringen Konzentrationen inhibiert, erreicht 

werden (vgl. Kapitel 4.4). Der Perfusionsprozess hat aufgrund der Ausbildung eines 

stationären Zustandes vermutlich das höchste Potential, die Bedingungen zur 

Friulimicinproduktion im komplex regulierten Aktinomyzeten-Stoffwechsel 

aufrechtzuerhalten. Dieser Prozesstyp zeigte auch in der vorliegenden Arbeit, trotz 

der Probleme bei der Zellrückhaltung, die höchsten Produktivitäten (Tabelle 11). 

5.4. Online-Prozessanalytik 

Der Einsatz von Online-Analytikmethoden lässt die Beobachtung der Kultivierungen 

in Echtzeit zu und ermöglicht dadurch ein bedarfsgerechtes Eingreifen in das 

Prozessgeschehen. In der vorliegenden Arbeit wurden Zufütterungsstrategien für die 

Substrate Phosphat, Glucose, Arginin und Valin entwickelt (vgl. Kapitel 4.3.2). Dabei 

wurden Kenntnisse über den aktuellen Status der Kultur vorausgesetzt. Der Beginn 

der Phosphatfütterung erfolgte beispielsweise erst nach Umstellung der Zellen auf 

die Friulimicinproduktionsphase (vgl. Kapitel 4.3.2). Das Ende der exponentiellen 

Wachstumsphase und damit einhergehend der Beginn der 

Friulimicinproduktionsphase waren in Kultivierungen von A. friuliensis mit einem 

Absinken der respiratorischen Aktivität verbunden. Die Umstellung des Stoffwechsels 

konnte über einen Anstieg des Gelöstsauerstoffs pO2 und durch eine Reduzierung 

der Sauerstoffaufnahmerate OUR sowie der Kohlenstoffdioxidbildungsrate CER 

während des Prozesses beobachtet werden (Abbildung 35). Während der Produktion 

von Clavulansäure mit Streptomyces clavuligerus konnte der Antibiotikastart 

ebenfalls über die respiratorischen Parameter beobachtet werden. Der Beginn der 

Clavulansäurebiosynthese war mit Erreichen der maximalen Sauerstoffaufnahmerate 

OUR assoziiert (Rosa et al., 2005).  

Eine weitere Möglichkeit, das Wachstumsverhalten von A. friuliensis online zu 

erfassen, war durch die Impedanzspektroskopie (2.3.1) möglich. Diese Methode hat 

den Vorteil, dass nur intakte Zellen bestimmt werden und die Messwerte in sehr 

kleinen Zeitabständen geliefert werden. Da die Messung zur Bestimmung der 

Biomassekonzentration über Impedanzspektroskopie bisher nur für einzellig 

wachsende Bakterien und Hefen etabliert wurde, wurde eine optimale Messfrequenz 

zur Bestimmung der myzelartigen Biomasse von A. friuliensis durch die Auswertung 

des Frequenzscans von 300-9000 kHz bestimmt. Das Messsignal der 

Impedanzspektroskopie bei einer Frequenz von 300 kHz korrelierte dabei am besten 

mit der Biotrockenmassekonzentration von A. friuliensis (Abbildung 36). Bei 

Bestimmungen der Biomassekonzentration über Impedanzspektroskopie während 

Kultivierungen mit dem myzelartig wachsenden Streptomyces clavuligerus wurde 

ebenfalls eine sehr niedrige Frequenz von 400 kHz gewählt (Neves et al., 2000). 
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Die Impedanzmessungen korrelierten während der Wachstumsphase gut mit der 

Biotrockenmasse von A. friuliensis. In späteren Phasen der Kultivierung divergierten 

die Messungen allerdings. Diese Abweichungen des Impedanzsignals von der 

Biotrockenmassebestimmung in späteren Kultivierungsphasen konnten auch bei 

anderen myzelartig wachsenden Mikroorganismen beobachtet werden (Rønnest et 

al., 2011, Sarra et al., 1996, Neves et al., 2000). Ein Grund für diese Abweichungen 

sind wahrscheinlich die unterschiedlichen Methoden zur Biomassebestimmung. Bei 

der Impedanzspektroskopie werden nur Zellen mit intakter Zellmembran erfasst. Die 

Größe und Morphologie der Zellen spiegelt sich bei dieser Methode nur teilweise in 

einer Verschiebung der Messfrequenz wider und wird meistens nicht mitbestimmt. 

Bei der Biotrockenmassebestimmung hingegen werden sowohl intakte Zellen als 

auch Zellbruchstücke erfasst. Zudem werden bei dieser Methode auch Änderungen 

der Zellgröße durch Ansammlung von Speicherstoffen erfasst. Diese Unterschiede 

führten vermutlich zu den Abweichungen der Messungen in späteren 

Kultivierungsphasen, in denen sich zum einen abgestorbene Zellen anreicherten, 

zum anderen aufgrund von Nährstofflimitation vermehrt Speicherstoffe gebildet 

wurden. Die Biomassebestimmung über Impedanzspektroskopie war trotz der 

genannten Abweichungen zur Online-Verfolgung des Wachstumsverlaufs von 

A. friuliensis geeignet. Eine quantitative Bestimmung war mit dieser Methode 

allerdings nicht möglich, da geeignete Methoden zur Kalibrierung fehlten. Eine 

Bewertung verschiedener Online-Sensoren zur Biomassebestimmung von myzelartig 

wachsenden Mikroorganismen zeigte, dass die Impedanzmessung, die wie die 

Bestimmung des kumulativen CER (Kohlenstoffdioxidbildungsrate) zu den 

univariablen Sensoren gehört, bessere oder zumindest vergleichbar gute 

Vorhersagen der Biomassekonzentration treffen kann wie die aufwendigeren 

multivariaten Online-Sensoren, zu denen die Multiwellenlängenfluoreszenz-

Spektroskopie oder die multivariable Modellierung mit klassischen Monitordaten 

gehören (Rønnest et al., 2011). 

Der Einsatz der Impedanzspektroskopie zur Biomassebestimmung von A. friuliensis 

könnte zur Verbesserung von Prozessführungsstrategien beitragen. Die Messsignale 

der Impedanzspektroskopie waren zwar trotz Glättung stark verrauscht (Abbildung 

37), prinzipiell könnte diese Methode aber zur Abschätzung der Wachstumsrate 

während des Prozesses verwendet werden. Daraus könnte sich die Möglichkeit 

ergeben, die Feedrate des wachstumslimitierenden Substrates Phosphat über eine 

wachstumsratenabhängige Zufütterung zu regeln. Durch diese erweiterte 

Zufütterungsstrategie ließen sich vermutlich die bereits diskutierten Probleme bei der 

Anpassung der Phosphatfeedrate vermeiden. 
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5.5. Prozessanalytik mit Mittelinfrarotspektroskopie 

Die Prozessanalytik mit Mittelinfrarotspektroskopie (AquaSpec-MIR-Analytik) 

ermöglicht die Analyse aller bekannter Substrate und Metabolite in einer Probe 

innerhalb weniger Minuten (vgl. Kapitel 2.3.1). Über die AquaSpec-MIR-Analytik 

(micro-biolytics, Esslingen) ließen sich fast alle wichtigen Substrate und Produkte 

während des Kultivierungsprozesses zur Friulimicinbiosynthese in A. friuliensis 

abbilden (Abbildung 38). Es zeigte sich, dass aus den Probenspektren der 

AquaSpec-MIR-Analytik, auch ohne Einsatz von Referenzanalytik, allein durch die 

Anwendung der PCA-Methode (vgl. Kapitel 2.3.1), der Prozess sowohl qualitativ als 

auch annähernd quantitativ abgebildet werden konnte. Beim Vergleich der Analysen 

der AquaSpec-MIR-Analytik mit der Referenzanalytik (Abbildung 38) konnte 

beobachtet werden, dass die Konzentrationen der AquaSpec-MIR-Analytik zu späten 

Kultivierungszeitpunkten über denen der Referenzanalytik lagen. Diese 

Überbestimmung der Konzentrationen liegt meistens an einer ungenauen 

Vorhersage über das chemometrische Modell. Bei der Analyse des 

Gesamtspektrums einer Kultivierungsprobe bleiben immer Teile eines Spektrums 

übrig, die sogenannten Residuen, für die noch keine Zuordnung im chemometrischen 

Modell stattgefunden hat. Die Werte, die diese Residuen beschreiben, waren für die 

Analysen des Friulimicinproduktionsprozesses hoch. Je höher diese Werte sind, 

umso weniger gut können die Fermentationsspektren mit den berücksichtigten 

Datenbankspektren beschrieben werden und desto unsicherer ist die Richtigkeit die 

Analysenwerte. Vermutlich wurden während der Kultivierung von A. friuliensis weitere 

Nebenprodukte gebildet, die sich mit fortschreitender Kultivierungszeit akkumulierten 

und noch nicht bei der Auswertung anhand des chemometrischen Modells 

berücksichtigt wurden.  

Eine Komponente, die nicht ausreichend über die AquaSpec-MIR-Analytik bestimmt 

werden konnte, war Friulimicin B. Die Konzentrationen von Friulimicin B lagen bei der 

AquaSpec-MIR-Analytik etwa 5-fach über denen der HPLC-Messungen (Abbildung 

38 G). A. friuliensis bildet verschiedene Lipopeptidantibiotika-Typen, die sich nur in 

der extrazyklischen Aminosäure des Peptidkerns sowie im Fettsäurerest 

unterscheiden (Abbildung 2). Da zur Erstellung der Spektrendatenbank sowie für die 

Analytik über HPLC nur die Komponente Friulimicin B zur Verfügung stand und die 

Gewinnung der einzelnen Lipopeptide als Reinsubstanzen sehr aufwendig ist, 

konnten die Spektren der anderen Lipopeptidtypen nicht in das chemometrische 

Modell aufgenommen werden. Die höher vorhergesagten Konzentrationen von 

Friulimicin B lassen sich vermutlich dadurch erklären, dass anhand der AquaSpec-

MIR-Analytik die Summe aller gebildeten Lipopeptide vorhergesagt wurde.  
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Mit der AquaSpec-MIR-Analytik konnten neben der Bestimmung der 

Hauptbestandteile des Nährmediums auch Nährmedienkomponenten wie Vitamine, 

die in geringeren Konzentrationen vorkommen, bestimmt werden. In der Regel 

werden solche, oft aufwendigen Analysen in niedrigen Konzentrationsbereichen nicht 

durchgeführt. Die AquaSpec-MIR-Analytik stellte aber eine sehr sensitive 

Analysemethode dar, die eine relativ wenig aufwendige Analyse dieser Bestandteile 

erlaubte. Während der Anpassung des chemisch definierten Nährmediums konnte 

mittels der AquaSpec-MIR-Analytik gezeigt werden, dass das Vitamin myo-Inositol 

aus der eingesetzten Vitaminlösung (Tabelle 2) vermutlich von A. friuliensis als 

Kohlenstoffquelle verwendet wurde (Daten nicht gezeigt). Myo-Inositol wurde daher 

aus der Vitaminlösung für die Friulimicinproduktion entfernt. Die verwendete 

Vitaminlösung (Gonzalez et al., 2003) wurde ursprünglich für Hefen ausgelegt und 

enthält daher eine relativ hohe Konzentration von myo-Inositol.  

Neben der Bestimmung der Nährmedienkomponenten konnten anhand der 

AquaSpec-MIR-Analytik auch eine Reihe von Nebenprodukten analysiert werden. 

Dabei wurden alle Komponenten berücksichtigt, für die vorher Referenzspektren 

aufgenommen wurden. Zu diesen Komponenten gehörte unter anderem Trehalose. 

Trehalose ist ein nicht-reduzierendes Disaccharid, aufgebaut aus zwei 

α,α'-1,1-glykosidisch verknüpften Glucosemolekülen. Die Bildung von Trehalose 

konnte nach Abschluss der exponentiellen Wachstumsphase von A. friuliensis in 

Konzentrationen von bis zu etwa 5 g/l nachgewiesen werden (Abbildung 39 A). In 

glucoselimitierten Kultivierungen konnte zudem beobachtet werden, dass die 

Bildungsrate des Speicherstoffs Trehalose im Nährmedium abnimmt (Daten nicht 

gezeigt). Die Bildung von Trehalose wurde zwar nicht über Referenzanalytik 

nachgewiesen, im Genom von A. friuliensis wurden aber Gene des 

Trehalosestoffwechsels identifiziert, darunter ein Gen, das zur Trehalosesynthase 

TreS homolog ist. Zudem konnte eine verstärkte Transkription der Trehalosegene 

während Transkriptionsanalysen beobachtet werden (Cebitec, Bielefeld). 

Trehalosebildung wurde in Streptomyces griseus im Zusammenhang mit der 

Sporenbildung beschrieben (McBridet et al., 1987). Kultivierungen unter Stickstoff- 

oder Phosphatlimitation führten dabei zu einer erhöhten Konzentration an Trehalose 

in den Sporen. Dort wird Trehalose als Osmoprotektant bei Hitze- und 

Trocknungsstress vermutet. Trehalosebildung wurde zudem bei vielen anderen 

Aktinomyzeten im Zusammenhang mit der Differenzierung beschrieben. In 

Micromonospora echinospora wurde die Bildung von Trehalose in der 

Wachstumsphase beobachtet, während der sie sich in Mengen von bis zu 5 % der 

Biotrockenmasse anreicherte und vermutlich als Speicherstoff diente (Hoskisson et 

al., 2001).  
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Weitere Nebenprodukte, deren Bildung durch die Analyse von Kultivierungsproben 

mit AquaSpec-MIR-Analytik gezeigt werden konnte, waren die Friulimicin-

Precursoren Pipecolinsäure und 2,3-Diaminobuttersäure (Abbildung 24), die während 

der Friulimicinbiosynthese ausgeschieden wurden (Abbildung 39 C). Die Gene für 

diese ungewöhnlichen Aminosäuren sind im Friulimicincluster codiert (Abbildung 3) 

und werden daher wahrscheinlich ausschließlich zur Synthese von Friulimicin 

verwendet. Zusammen mit der Tatsache, dass die Zugabe von Precursor-

Aminosäuren für den Friulimicin-Peptidkern während Kultivierungen im Bioreaktor 

keinen Einfluss auf die Friulimicinbiosynthese hatte (vgl. Kapitel 4.2.4), könnte dies 

auf einen Engpass der Friulimicinbiosynthese während der nichtribosomalen 

Peptidsynthese (NRPS) hinweisen (persönliche Mitteilung J. Schmid, Insilico 

Biotechnology). Die Bestimmung von weiteren Friulimicin-Precursoren für Friulimicin 

in Kultivierungsproben von A. friuliensis könnte diesen möglichen Engpass in der 

Friulimicinbiosynthese bekräftigen.  

Die Zugabe von Lauge zur Regelung des pH-Wertes während Kultivierungen von 

A. friuliensis (Abbildung 19) lässt sich ebenfalls durch die Bildung von 

Nebenprodukten erklären, die durch den Einsatz der AquaSpec-MIR-Analytik 

bestimmt wurden. Es konnte gezeigt werden, dass während Kultivierungen von 

A. friuliensis organische Säuren, hauptsächlich Acetat aber auch Propionat, 

α-Ketoglutarsäure und Formiat (Abbildung 39 B), die den pH-Wert des 

Kulturmediums reduzieren und eine Dosierung von Lauge erfordern, gebildet 

werden. Diese Beobachtung steht im Einklang mit der von Madden et al. (1996) 

beschriebenen Ausscheidung von organischen Säuren in das Kulturmedium bei 

Kultivierungen mit Streptomyces lividans. Durch Markierungsexperimente konnte hier 

gezeigt werden, dass der Kohlenstoff für die Bildung von organischen Säuren aus 

schnell verwertbaren Kohlenhydraten wie Glucose oder aber auch aus Aminosäuren 

entstehen kann. In vielen Mikroorganismen führten auch hohe C:N-Verhältnisse im 

Nährmedium zur Exkretion von organischen Metaboliten (Naeimpoor et al., 2000). 

Überschüssiger Kohlenstoff, der unter diesen Bedingungen nicht zu CO2 oxidiert und 

aufgrund von Stickstoffmangel nicht zur Proteinbildung verwendet werden konnte, 

wurde dabei in Form von organischen Säuren ausgeschieden. Aufgrund der oben 

beschriebenen Beobachtungen wäre denkbar, dass A. friuliensis organische Säuren 

aufgrund von Phosphatmangel bildete. Dafür spricht auch die verstärkte Bildung der 

organischen Säuren nach Phosphatlimitation im Nährmedium (Abbildung 39 B). Eine 

weitere Beobachtung, die im Zusammenhang mit der Bildung organischer Säuren 

gemacht wurde, war eine reduzierte Ausscheidung von α-Ketoglutarsäure durch 

A. friuliensis bei niedrigeren Glucosekonzentrationen (Abbildung 39 B und D). 

α-Ketoglutarsäure kann während des Argininkatabolismus entstehen (Cunin et al., 

1987). Beim Abbau wird Arginin über Ornithin zu Glutamat umgesetzt, das weiter zu 



Diskussion                                                        113 

α-Ketoglutarsäure abgebaut werden kann. Diese Beobachtung bekräftigt die These, 

dass die Aminosäuren Arginin, wie bereits diskutiert, als alternative Kohlenstoffquelle 

verwendet werden kann. Ähnliche Beobachtungen konnten auch bei der Kultivierung 

von Streptomyces pristinaespiralis mit Valin als Stickstoffquelle gemacht werden 

(Voelker et al., 2001). Hier wurde die Ausschleusung von 2-Ketoisovalerat 

beobachtet, wenn Valin als Stickstoffquelle und nicht als Kohlenstoffquelle verwendet 

wurde. Die organische Säure 2-Ketoisovalerat entsteht bei der Abspaltung der 

Aminogruppe von Valin. 

Aufgrund des hohen Informationsgehalts bot die AquaSpec-MIR-Analytik die 

Möglichkeit, den Friulimicinprozess sehr detailliert abzubilden und trug deshalb zur 

Verbesserung des Prozessverständnisses bei. Zudem konnte durch den Einsatz der 

AquaSpec-MIR-Analytik die Genauigkeit der Vorhersagen bei den Stoffflussanalysen 

(vgl. Kapitel 4.5). erhöht werden, da es durch die einfache Analytik von 

Nebenprodukten möglich war, weitere Metabolite in die Elementebilanzen der 

Stoffwechselmodelle von A. friuliensis aufzunehmen und diese zu schließen. 

Prinzipiell hat die AquaSpec-MIR-Analytik auch das Potential, als Online-

Analytikmethode eingesetzt zu werden, wodurch sich neue Möglichkeiten hinsichtlich 

Prozessanalytik und Prozessautomatisierung ergeben können. Bei einer Kultivierung 

mit Bäckerhefe zur Bestimmung von Glucose und Ethanol wurde die 

MIR-Spektroskopie bereits als Online-Messmethode eingesetzt (Mazarevica et al., 

2004). In Form einer Online-Analytikmethode könnte die AquaSpec-MIR-Analytik 

aufgrund ihrer hohen Genauigkeit eventuell für die limitierte Zufütterung des für die 

Friulimicinbiosynthese kritischen Substrates Phosphat (vgl. Kapitel 4.2.1.) eingesetzt 

werden. 

5.6. Stoffwechselmodell zur Beschreibung der 

Friulimicinbiosynthese in A. friuliensis 

Bei der Prozessoptimierung muss ein komplexes Zusammenspiel von vielen 

Parametern beachtet werden. Vor allem in späteren Entwicklungsschritten der 

Prozessoptimierung entstehen hochkomplexe, kombinatorische Probleme, die nicht 

mehr intuitiv gelöst werden können. Stoffwechselmodelle können in diesem Fall zu 

einem besseren Prozessverständnis beitragen und Hinweise für die 

Prozessoptimierung geben. Diese Stoffwechselmodelle stellen die Zelle als Netz von 

vielen Reaktionsgleichungen dar (vgl. Kapitel 2.3.5). Durch die Integration von 

Prozessdaten wie metabolische Daten und Zufütterungsraten in diese Modelle 

können Stoffflussanalysen zur Quantifizierung zellulärer Prozesse durchgeführt 

werden. Dadurch können Zusammenhänge gewichtet und objektiviert werden. Für 

die Verbesserung eines Antibiotikaproduktionsprozesses für das 

Glykopeptidantibiotikum Balhimycin in Amycolatopsis balhimycina wurde bereits ein 
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genomüberspannendes, metabolisches Netzwerkmodell erfolgreich eingesetzt 

(Vongsangnak et al., 2012). In diesem Modell wurden durch Stoffflussanalysen mit 

simulierten Gendeletionen Reaktionswege und die zugehörigen Gene, die durch 

einen Knockout die Balhimycinproduktion erhöhen könnten, gefunden. 

Mit einem genombasiertem Stoffwechselmodell für die Friulimicinbiosynthese in 

A. friuliensis (Insilico Biotechnology, Stuttgart) konnte auch die Biosynthese von 

Friulimicin beschrieben werden (vgl. Kapitel 7.4). Allerdings konnten in diesem 

Modell nur die Bilanzen für Kohlenstoff und Stickstoff aufgestellt werden. Eine Bilanz 

für Phosphat konnte nicht aufgestellt werden, da die Stoffflüsse von Phosphat 

während der Friulimicinbiosynthese sehr gering waren. Erschwert wurde die 

Beschreibung der Phosphatstoffflüsse auch durch die komplexe Regulation des 

Phosphatmetabolismus in Aktinomyzeten (Martín et al., 2011). Phosphathaltige 

Metabolite können unter limitierten Bedingungen umgebaut oder ihre Synthese kann 

soweit wie möglich vermieden werden. So können beispielsweise Phospholipide der 

Zellmembran gegen Membranlipide ohne Phosphatrest ausgetauscht werden. Dieses 

Programm verwendet die Zelle unter phosphatlimitierten Bedingungen, um 

phosphathaltige Substrate einzusparen. Des Weiteren wurde die Beschreibung der 

Phosphatstoffflüsse erschwert, da die genaue Biomassezusammensetzung von 

A. friuliensis nicht bekannt war und für das Stoffwechselmodell die 

Biomassezusammensetzung von Streptomyces sp. zugrunde gelegt wurde. Um die 

oben genannten Veränderungen der Zellzusammensetzung beschreiben zu können, 

müsste eine genaue stöchiometrische Zusammensetzung der Biomasse von 

A. friuliensis für phosphatreiche und phosphatlimitierte Bedingungen bekannt sein. 

Zur Charakterisierung des Friulimicin-Produktionsprozesses in A. friuliensis wurden 

anhand des Stoffwechselmodells die maximalen theoretischen Ausbeuten Ymax für 

Friulimicin und die Biomasse ermittelt. Sie lagen bei je 0,64 g/g bezogen auf das 

Substrat Glucose. Die ähnlichen Ausbeuten für die Biomasse und Friulimicin können 

vermutlich dadurch begründet werden, dass beide einen hohen Anteil an Peptiden 

besitzen und daher ähnliche Precursoren haben. Dementsprechend konnte in 

Hochproduzentenstämmen zur Penicillinproduktion gezeigt werden, dass der Fluss 

der Precursormetabolite für die Antibiotikabiosynthese ähnlich zu dem der 

Biomassesynthese ist (Rokem et al., 2007). Von den ähnlichen Ausbeuten 

abgesehen, liegen die experimentell zu ermittelnden Ausbeuten für die Biomasse 

und Friulimicin deutlich unter den maximalen theoretischen Ausbeuten. Die geringe 

Friulimicinausbeute im Vergleich zum theoretischen Maximum liegt vermutlich darin 

begründet, dass der Friulimicinbiosyntheseweg nicht für einen hohen Stofffluss 

ausgelegt ist. Bei Antibiotikabiosynthesen sind die Stoffflüsse häufig gering, da 

Antibiotika schon in geringen Mengen wirksam sind und einen Wachstumsvorteil 

bringen (vgl. Kapitel 2.1). Um näher an das maximale Synthesepotenzial der Zellen 
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heranzukommen, müssten zunächst Maßnahmen für eine Stammverbesserung 

getroffen werden. Ein weiterer Grund für die geringeren tatsächlichen Ausbeuten 

könnte das Anpassungsverhalten von Mikroorganismen an sich ändernde 

Bedingungen sein. Mikroorganismen passen sich an veränderte Umweltbedingungen 

an, indem sie einen Kompromiss zwischen optimaler metabolischer Funktion und 

minimaler Anpassung an diese Bedingungen suchen (Schuetz et al., 2012). Zudem 

könnte auch die komplexe Regulation der Friulimicinbiosynthese (vgl. Kapitel 2.2.5) 

zu einer Ausbeutereduzierung führen. Diese Regulationsmechanismen 

(vgl. Kapitel 4.2.1 und 5.2) sind wahrscheinlich auch der Grund für die 

gegensätzlichen Abhängigkeiten der Friulimicin- von der Biomasseausbeute 

(Abbildung 41) sowie der spezifischen Produktivität von der Wachstumsrate 

(Abbildung 42). 

Eine weitere Charakterisierung des Friulimicin-Produktionsprozesses erfolgte über 

die Abschätzung des Energieaufwands für den Erhaltungsstoffwechsel von 

A. friuliensis, die ebenfalls über das Stoffwechselmodell erfolgte. Im Vergleich zum 

Erhaltungsstoffwechsel des verwandten Corynebacterium glutamicum und vor allem 

zu dem des schnell wachsenden Bakteriums Escherichia coli war der 

Erhaltungsstoffwechsel von A. friuliensis in allen Prozessphasen gering ausgeprägt 

(Abbildung 43). Ein geringer Erhaltungsstoffwechsel ist typisch für Bodenbakterien 

wie A. friuliensis und C. glutamicum, da sie meist unter nährstoffarmen Bedingungen 

leben und so auf einen effizienten Umgang mit Nährstoffen angewiesen sind. Bei den 

Referenzorganismen war außerdem eine Zunahme des Erhaltungsstoffwechsels bei 

höheren Wachstumsraten zu beobachten. Im Gegensatz dazu war der 

Erhaltungsstoffwechsel von A. friuliensis bei höheren Wachstumsraten deutlich 

geringer als bei niedrigeren (Abbildung 43). Diese geringen 

Erhaltungsstoffwechselwerte, die in den frühen Prozessphasen auftraten, können 

möglicherweise durch die geringe Biomassekonzentration in dieser Phase erklärt 

werden. Durch die Ungenauigkeiten bei der Bestimmung niedriger 

Biomassekonzentrationen und durch die niedrigen Umsätze an Substraten und 

Produkten, die ebenfalls durch die geringen Biomassekonzentrationen bedingt 

waren, konnte die Stoffflussanalyse keine genauen Vorhersagen liefern. In späteren 

Kultivierungsphasen, die mit geringeren Wachstumsraten verbunden sind, stieg der 

Energiebedarf für den Erhaltungsstoffwechsel von A. friuliensis jedoch an und 

erreichte ähnliche Werte wie C. glutamicum. Die Zellen benötigen in späteren 

Prozessphasen vermutlich Energie für Prozesse wie Stressantworten, Detoxifizierung 

und Aufrechterhaltung der pH-Homöostase, die nicht im Modell abgebildet wurden 

und in den frühen Prozessphasen noch nicht aktiviert waren. Für eine Stressantwort 

in diesen späten Kultivierungsphasen könnten möglicherweise die Nährstofflimitation 

und höhere Zelldichten verantwortlich sein. Diese Änderungen des 



Diskussion                                                        116 

Erhaltungsstoffwechsels im Verlauf der Kultivierung konnten auch für Streptomyces 

coelicolor gezeigt werden, bei dem der Energieverbrauch für den 

Erhaltungsstoffwechsel von den Nährstoffkonzentrationen im Nährmedium abhing 

(Naeimpoor et al., 2000). 

Neben der Charakterisierung von Prozessen können Stoffwechselmodelle auch 

Hinweise auf Angriffspunkte für genetische Veränderungen zur Verbesserung der 

Biosynthese geben. Solche Angriffspunkte wie zum Beispiel metabolische Engpässe 

(Bottlenecks) konnten bei der Stoffflussanalyse der Friulimicinbiosynthese im Wildtyp 

von A. friuliensis nicht eindeutig ermittelt werden. Sie befinden sich aber 

wahrscheinlich nicht im zentralen Kohlenstoffwechsel, wie es in der Regel erst bei 

Hochproduzentenstämmen zu erwarten ist, sondern eher im Produktsyntheseweg 

oder in den Stoffwechselwegen, die für die Versorgung mit ungewöhnlichen 

Precursoren verantwortlich sind. 

Die oben erwähnten Hochproduzentenstämme werden häufig noch durch iterative 

Zufalls-Mutagenese und Selektion entwickelt. Bei dieser sehr gut etablierten Technik 

werden mittels Mutagenen zufällige Mutationen ausgelöst. Aus der dabei 

entstehenden riesigen Menge an Mutanten werden durch aufwendige 

Selektionsprozeduren, die auf maximale Produktausbeute zielen, die besten 

Mutanten ausfindig gemacht (Rowlands, 1984). Bei dieser Technik sind die genauen 

Veränderungen im Stamm selten bekannt und durch zusätzliche, häufig unnötige 

Mutationen geprägt. Diese unnötigen Mutationen können sich in der weiteren 

Stammentwicklung auch als kontraproduktiv herausstellen und müssen dann unter 

hohem Aufwand gesucht und eliminiert werden. Um diese Nachteile zu umgehen, 

wird daher immer häufiger das rationale Stammdesign (Metabolic Engineering) 

eingesetzt. Zur Verbesserung der Produktivität werden dabei durch detaillierte 

Charakterisierung des Produzentenstammes gezielte Veränderungen durch 

gerichtete Mutagenese vorgenommen. Diese gerichtete Mutagenese hat den Vorteil, 

dass der Produzentenstamm nur diejenigen Mutationen in sich trägt, die tatsächlich 

zur Produktivitätssteigerung beitragen und nicht zusätzliche Veränderungen aufweist, 

die sich gegebenenfalls negativ auf den Produzentenstamm auswirken. Auch bereits 

etablierte Hochproduzentenstämme können durch diese Methode weiter verbessert 

werden (Olano et al., 2008, Blank et al., 2013). 

Für die gezielte Verbesserung der Sekundärmetabolitproduktion in Aktinomyzeten-

Stämmen wurden verschiedene genetische Ansätze beschrieben. Ein möglicher 

Ansatz zur Erhöhung der Antibiotikabiosynthese war die Anwendung des rationalen 

Proteindesigns bei der Optimierung der nichtribosomalen Peptidsynthese (Planson et 

al., 2011). Dieser Angriffspunkt könnte möglicherweise auch zur Erhöhung der 

Friulimicinbiosynthese in A. friuliensis beitragen. Ergebnisse zur 

Nebenproduktbildung deuteten auf einen Engpass bei der nichtribosomalen 
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Peptidsynthese in A. friuliensis hin (vgl. Kapitel 5.5). Als weiterer Ansatz zur 

Steigerung der Antibiotikaproduktion wurde die Verbesserung der Promotorstärke 

und die Erhöhung der Anzahl an Genkopien beschrieben, die die Expression ganzer 

Antibiotikacluster verbesserte (Olano et al., 2008). Neben der Überexpression ganzer 

Antibiotikacluster führte auch die Überexpression einzelner Strukturgenen eines 

Biosyntheseweges zu einer verbesserten Produktivität. In Streptomyces clavuligerus 

wurden vier Gene des Clavulansäurebiosynthesewegs überexprimiert, wodurch die 

Biosynthese um ein Vielfaches erhöht werden konnte (Jnawali et al., 2011). Im 

Zusammenhang mit der Überexpression einzelner Strukturgene wäre ein weiterer 

möglicher Ansatzpunkt zur Erhöhung der Friulimicinbiosynthese in A. friuliensis die 

bessere Versorgung der nichtribosomalen Peptidsynthese (NRPS) mit 

Ca-Pantothenat, das sich als sehr wichtig für die Friulimicinbiosynthese herausstellte 

(vgl. Kapitel 5.2). Als weitere Möglichkeit für die Stammverbesserung wurde für 

verschiedene Streptomyzeten-Stämme eine Steigerung der Produktivität durch den 

Eingriff in die Regulationsmechanismen der Antibiotikabiosynthese in Form von 

Geninaktivierung oder Überexpression einzelner Regulatorgene, die spezifisch für 

einen Stoffwechselweg sind, beschrieben (Barrios-Gonzales et al., 2003). In Bezug 

auf die Verbesserung der Friulimicinbiosynthese könnte durch einen Eingriff in den 

Regulationsmechanismus von A. friuliensis möglicherweise die Sensibilität der 

Friulimicinbiosynthese bezüglich des inhibierenden Substrats Phosphat reduziert 

werden. Ein anderer Ansatz zur zielgerichteten Stammverbesserung wurde durch 

Überexpression von Resistenzgenen verfolgt, die intrazellulär produziertes 

Antibiotikum aus den Zellen ausschleusen und somit die Eigenresistenz des 

Produzentenstammes erhöhen (Adrio et al., 2010). Sämtliche dieser gezielten 

genetischen Veränderungen waren durch herkömmliche rekombinante 

DNA-Techniken möglich. 

Für gezielte genetische Manipulationen an seltenen Aktinomyzeten wie A. friuliensis 

stehen derzeit allerdings kaum geeignete Werkzeuge wie beispielsweise replikative 

Plasmide oder induzierbare Promotoren zur Verfügung (te Poele E. M. et al., 2008). 

Eines der wenigen Beispiele für seltene Aktinomyzeten, an denen bereits genetische 

Eingriffe vorgenommen und Tools entwickelt wurden, ist Actinoplanes 

teichomyceticus. Das Gen metK aus diesem Stamm, das für eine S-Adenosyl-L-

Methioninsynthetase codiert, wurde in einen integrativen Expressionsvektor hinter 

den starken konstitutiven ermE*-Promotor, der durch Konjugation unter anderem in 

A. teichomyceticus transformiert wurde, kloniert (Kim et al., 2011). Dadurch konnte 

eine Erhöhung der Teicoplaninproduktion erreicht werden. Darüber hinaus wurden 

zur Steigerung der Teicoplaninproduktion zwei regulatorische Gene des 

Teicoplaninbiosyntheseclusters manipuliert (Horbal et al., 2012). Genetische 

Manipulationen an A. friuliensis wurden bisher nur erfolgreich mit integrativen 
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Plasmiden auf Basis des Bakteriophagens Φ31 durchgeführt (Müller et al., 2007). Die 

Eigenschaften genetischer Elemente, die für Streptomyzeten gut charakterisiert sind, 

konnten bislang nicht für die Entwicklung genetischer Werkzeuge für A. friuliensis 

genutzt werden. Auch starke heterologe Promotoren, die für eine vielversprechende 

Überexpression von Regulatorgenen oder zur Entfernung von Bottlenecks von 

Bedeutung sind, konnten bisher nicht gefunden werden (Wagner et al., 2009).  

Die Entwicklung geeigneter genetischer Werkzeuge und Klonierungsvektoren ist eine 

Voraussetzung für die gezielte Veränderung seltener Aktinomyzetenstämme wie 

A. friuliensis, da mit diesen eine gezielte Manipulation und Kontrolle von Genen, die 

in die Sekundärmetabolitproduktion involviert sind, ermöglicht wird. Dadurch wird die 

effiziente Herstellung von Überexpressionsstämmen vereinfacht, mit denen hohe 

Produktivitäten erreicht werden. Zu einer erfolgreichen Prozessentwicklung gehört 

somit die Herstellung von effizienten Produktionsstämmen ebenso wie die 

Entwicklung von Prozessführungsstrategien. 
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7. Anhang 

7.1. Abkürzungsverzeichnis 

Ala Alanin 

Asn Asparagin 

Asp Asparaginsäure 

ATP Adenosintriphosphat 

BTM Biotrockenmasse 

D Verdünnungsrate 

Dab 2,3-Diaminobuttersäure 

Gly Glycin 

HPLC Hochleistungsflüssigkeitschromatographie 

IC Ionenchromatographie 

IR Infrarot 

lpm Liter per minute 

MeAsp Methylasparaginsäure 

MIR Mittelinfrarotspektroskopie 

NIR Nahinfrarot 

NRPS Nichtribosomale Peptidsynthetase 

Pip Pipecolinsäure 

Pro Prolin 

rpm Rounds per minute  

TSB Trytic soy broth 

Val Valin 

vvm Vessel volume per minute 

OUR Oxygen uptake rate 

CER Carbon dioxide evolution rate 
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7.2. Abbildungsverzeichnis 
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zentralen Kohlenhydratcarriers unterbricht das Precursorcycling 

und blockiert alle Stoffwechselwege, die Bactoprenolphosphat 

verwenden. Betroffen sind die Synthese der Zellwand-

Teichonsäuren (links), des Peptidoglycans (rechts) und der 

Exopolysaccharide. Der gleichzeitige Eingriff in diese 

Stoffwechselwege blockiert die Bildung einer intakten Zellhülle in 

gram-positiven Bakterien. Abbildung: Schneider et al. (2009). ........... 6 

Abbildung 2:   Strukturen der von A. friuliensis gebildeten 

Lipopeptidantibiotikatypen Friulimicin und Amphomycin (A1437). 

Links: Struktur von Friulimicin B. Die jeweiligen Positionen der 
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Abbildung 3:  Organisation des Friulimicinbiosyntheseclusters in A. friuliensis. 
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Abbildung: Nolden et al. (2009). .......................................................... 9 
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Abbildung 5:  Fließbild des kontinuierlichen Prozesses mit Zellrückhaltung. 

Rote gestrichelte Linie: waagenkontrollierte Regelung der 

Zufütterung mit Feedpumpe; grüne gestrichelte Linie: Regelung 



Anhang                                                          134 

des Bioreaktorvolumens über das Reaktorgewicht mit 
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Abbildung 6:  Myzelpellets von A. friuliensis während Kultivierungen im 
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