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Methodenentwicklung zur Charakterisierung sporenbildender Pilz-Seedingkulturen

Inhalt: In Produktionsprozessen mit filamentdsen Pilzen werden haufig Sporen als Starterkul-
turen fur submerse Kultivierungen verwendet. Dabei ist es essentiell, spezifische Charakteristika
der im Inokulum enthaltenen Sporen zu kennen, da diese den Erfolg und die Reproduzierbarkeit
der Kultivierung beeinflussen kénnen. Aufgrund fehlender Analysemethoden war es bislang nicht
mdglich, spezifische Eigenschaften von Sporen im Inokulum zu erfassen. Im Vordergrund dieser
Arbeit steht daher die Etablierung von Verfahren zur Charakterisierung und Qualitdtsbestimmung
von Sporen in Seedingkulturen. Anhand des Modellorganismus Aspergillus ochraceus wird ge-
zeigt, dass ein auf Konfokaler Laser Scanning Mikroskopie basierender Lebend/Tot-Viabilitats-
test zur Quantifizierung membranintakter, keimfahiger Sporen geeignet ist. Weiterhin wird
dargestellt, dass der FDA-Assay die Biomasseaktivitdt in der Anfangsphase submerser
Kultivierung erfasst und damit erste Voraussagen Uber den Erfolg der Kultivierung méglich sind.
Zudem wird die Anwendbarkeit des Tetrazoliumsalzes MTT zur Detektion der respiratorischen
Aktivitdt von Sporensuspensionen bestétigt. Der Polyolgehalt der Sporen korreliert mit dem
Keimungspotential und kann damit ebenfalls als Qualitdtsindikator von Seedingkulturen
herangezogen werden. Die in dieser Arbeit etablierten Analysemethoden werden zur Identi-
fizierung optimaler Sporulationsparameter fiir maximale Sporenausbeuten mit hoher Sporen-
qualitdt eingesetzt. Dabei korrelieren die Ergebnisse der verschiedenen Charakterisierungs-
methoden untereinander sowie mit dem Biomassewachstum und der Biotransformationsleistung
im submersen Kultivierungsprozess.

Mit Hilfe der hier entwickelten Methoden zur Charakterisierung und Gitebestimmung von
Seedingkulturen sind nun bereits vor Beginn der Kultivierung Aussagen Uber deren Erfolg bzw.
Misserfolg mdglich. Weiterhin kénnen Rickschlisse auf optimale Sporulationsbedingungen
erhalten und zuklnftig Sporensuspensionen hoher Viabilitdt hergestellt werden, womit ein
Beitrag zur Qualitatssicherung des Kultivierungsverfahrens geleistet wird.

Suchbegriffe: Aspergillus ochraceus, filamentéser Pilz, Sporen, Sporulation, Qualitdts-
sicherung, Inokulum, Viabilitat

Method development for characterization of seeding cultures of spore-forming fungi

Content: In production processes with filamentous fungi, spores are often used as starting cul-
ture for submerged cultivations. As these spores strongly affect the success and reproducibility of
the cultivation, knowledge of their quality characteristics is essential. Due to the lack of analytical
methods it has so far not been possible to detect the specific spore characteristics of inocula.
Therefore, the aim of this thesis is the establishment of screening methods for characterizing
spore qualities in seeding cultures. In order to quantify viable, membrane intact spores of the
model organism Aspergillus ochraceus, a live/dead viability assay, based on confocal laser
scanning microscopy, is utilized. Furthermore, it is shown that the fluorescein diacetate (FDA)
assay enables the determination of biomass activity in the early phase of submerged cultivations
and thus reveals first information about the feasibility of the process. In addition, the applicability
of the tetrazolium salt MTT for the detection of the respiratory activity of spore suspensions is
confirmed. The concentration of carbon storage compounds in spores reveals information about
the ability of germination and can therefore be used as a quality indicator of seeding cultures,
respectively. The established analytical methods are used to identify optimal sporulation
parameters with respect to maximum yields of viable spores. Thereby, a correlation between the
results of the different characterization methods is determined. Additionally, these results
correlate with biomass growth and biotransformation performance in the submerged cultivation
process, whereby their applicability for determination of spore viability is confirmed. With the help
of the established methods for characterization and evaluation of seeding cultures, presented in
this work, the success or failure of cultivations can be pre-estimated. Furthermore by using these
methods, sporulation conditions can be optimized to achieve high yields of viable spores thus
contributing to the quality assurance of the production process.

Keywords: Aspergillus ochraceus, filamentous fungi, spores, sporulation, quality assurance,
seeding culture, viability
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1 Einleitung und Zielsetzung

1 Einleitung und Zielsetzung

In der heutigen Zeit gewinnen biotechnologische Verfahren aufgrund ihrer Nachhaltigkeit
zusehends an Bedeutung. Durch das Bestreben, herkbmmliche chemische Prozesse durch
sowohl ©6kologisch als auch 6konomisch wertvollere biotechnologische Verfahren zu
ersetzen bzw. zu ergénzen, rickt auch die Wahl geeigneter Produktionsorganismen in den
Fokus wissenschaftlicher Untersuchungen.

Filamentose Pilze bieten aufgrund ihrer metabolischen Vielfalt und der Mdéglichkeit
posttranslationale Modifikationen durchzufihren, ein breites Anwendungsspektrum und
werden bereits in einer Vielzahl industrieller Prozesse eingesetzt. Hierzu z&hlen
beispielsweise die Produktion von organischen Sauren, Exopolysacchariden sowie
verschiedener homologer und heterologer Enzyme [Fuchs et al., 2007; Magnuson et al.,
2004; Schmid, 2002; Schuster et al., 2002]. Zunehmend werden sie auch in der Arzneimittel-
industrie zur Herstellung komplexer, pharmazeutisch wirksamer Substanzen verwendet. Ein
bekanntes Beispiel stellt diesbezlglich die Synthese von Penicillin unter Verwendung des
Pilzes Penicillium chrysogenum im grofdtechnischen Mal3stab dar.

Dabei steht die fortwdhrende Optimierung dieser Kultivierungsprozesse im Hinblick auf hohe
Raum-Zeit-Ausbeuten und der Reduktion von Nebenprodukten im Fokus vieler
Untersuchungen. FUr eine medizinische Produktapplikation missen im Zuge dessen auch
die Kriterien der Good-Manufacturing-Practise (GMP), was speziell die Reproduzierbarkeit
des Verfahrens erfasst, erfilllt sein. Letzteres sowie die Kultivierung selbst gestalten sich
jedoch aufgrund der Komplexitét biologischer Systeme und vielfaltiger Einflussfaktoren als
diffizil, so dass die Produktausbeuten groRen Schwankungen unterliegen. Insbesondere vor
dem Hintergrund industrieller Kultivierungen mit Volumina von mehreren hundert
Kubikmetern sind derartige Varianzen oder gar Fehlkultivierungen ékonomisch und &6kolo-
gisch von grofem Nachteil.

Wahrend diesbezliglich der Effekt verschiedener Kultivierungsparameter auf die Morphologie
und Produktivitdt in zahlreichen Forschungsprojekten eruiert wird, ist der Einfluss der
Sporeneigenschaften im Inokulum auf das anschlieBende Verhalten im Produktionsprozess
bislang wenig untersucht. Da Sporen jedoch haufig als Starterkulturen, sogenannte Inokula
oder Seedingkulturen, in submersen Kultivierungen verwendet werden und damit den
Ausgangspunkt des Produktionsprozesses darstellen, gewinnt dieser Forschungsaspekt
zunehmend an Bedeutung.

Zudem weisen friihere Arbeiten darauf hin, dass eine erhebliche Anzahl an physiologischen
Faktoren sowohl die Sporenbildung als auch die Eigenschaften der unter diesen
Bedingungen gebildeten Sporen hinsichtlich Stabilitdt, Keimungs- oder Widerstandsfahigkeit
beeinflussen kénnen. In Versuchen mit Talaromyces flavus wurde beispielsweise die
Quantitdt und Qualitdt der gebildeten Sporen malgeblich durch die vorliegende
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1 Einleitung und Zielsetzung

Stickstoffquelle beeinflusst [Engelkes et al., 1997]. Weiterhin konnte bei Paecilomyces
fumosoroseus durch einen hohen Stickstoffgehalt eine gesteigerte Sporenbildung sowie eine
erhdhte Proteinkonzentration ermittelt werden, woraus eine héhere Keimungsgeschwindig-
keit und Widerstandsfahigkeit gegeniber Gefriertrocknung resultierten [Cliquet et al., 2005].

Der Sporulationsprozess wird dariber hinaus durch die Osmolalitdt des Sporulations-
mediums beeinflusst. In der Literatur wird in Versuchen mit Aspergillus nidulans eine
gesteigerte Sporenbildung durch eine 0,5 bis 1 M Salzkonzentration beschrieben [Beever et
al., 1986; Han et al., 2003]. Fur A. niger erwiesen sich fur den Erhalt maximaler Sporen-
ausbeuten geringere NaCl-Konzentrationen von 0,16 M als optimal, wahrend fiur A. flavus
durch eine erhdhte Salinitdt ausschlieldlich eine Inhibierung der Sporenbildung zu
verzeichnen war [Mert et al., 1977, 1987]. Trotz unterschiedlicher Ergebnisse bezlglich der
optimalen Salzkonzentration im Medium fir eine maximale Sporenbildung, konnte in
zahlreichen Organismen gleichermallen unter erhdhter Osmolalitdt eine gesteigerte
Akkumulation verschiedener Polyole, sogenannter kompatibler Solute, festgestellt werden,
wobei die Konzentration der jeweiligen Polyole in Abh&ngigkeit von der untersuchten
Mikroorganismen-Spezies variiert. In der Literatur wird gegenwértig kontrovers Uber die
Funktion der verschiedenen Polyole diskutiert. Neben dem Schutz vor einer Dehydration
unter hyperosmotischen Bedingungen wird angenommen, dass eine bestimmte Polyol-
konzentration in Sporen das Quellverhalten dieser wahrend der frihen Keimungsphase
unterstitzt [Hallsworth et al., 1994; Judet et al., 2008]. Zudem werden eine Reihe weiterer
physiologischer Prozesse beschrieben, in denen Polyole als Kohlenstoffspeicher,
Antioxidantien, Reduktantien und Osmolytika wesentlich involviert sind [Ruijter et al., 2003;
Witteveen et al., 1995].

Insgesamt werden in der Literatur kontrdre Ergebnisse Uber die Auswirkungen des
Sporulationsenvironoms in Abhangigkeit vom untersuchten Mikroorganismus beschrieben.
Folglich kénnen kaum allgemeingiiltige Aussagen Uber optimale Sporulationsbedingungen
getroffen werden, die ohne weiteres auf den hier verwendeten Modellorganismus
A. ochraceus Ubertragen werden kénnen.

Da vor allem fur industrielle Kultivierungsmalstédbe stetig hohe Sporenmengen bendtigt
werden und gleichzeitig homogene Seedingkulturen mit Sporen hoher Viabilitat fir reprodu-
zierbare Produktausbeuten unerlasslich sind, sollen im Rahmen der Arbeit gebrauchliche
Verfahren zur Sporenherstellung sowie die erzeugten Sporensuspensionen charakterisiert
werden. Derzeit sind jedoch noch keine standardisierten Methoden zur schnellen,
zuverldssigen Erfassung der Sporencharakteristika und -qualitat in Seedingkulturen Stand
der Technik, die bereits vor Beginn der Kultivierung deren Erfolg oder Misserfolg indizieren.

Bisher angewandte Methoden zur Ermittlung der Sporenviabilitdt, wie die Bestimmung der
koloniebildenden Einheiten (Colony Forming Units, CFU), sind mit groRem Arbeits- und
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Zeitaufwand verbunden. Weitere farbstoffbasierte Methoden zur Bestimmung der Zell-
viabilitdt setzen entweder sehr lange Inkubationszeiten voraus oder kénnen bislang die
melanisierten Sporenwande nicht durchdringen. Zudem treten haufig Hintergrund-
fluoreszenzen auf, woraus keine eindeutigen und verlasslichen Testergebnisse resultieren.

Im Vordergrund dieser Arbeit steht daher die Etablierung von Verfahren zur
Charakterisierung und Qualitatsbestimmung von Sporen von Aspergillus ochraceus. Das Ziel
besteht darin, durch die entwickelten Methoden optimale Bedingungen fir eine maximale
Sporenproduktion mit hoher Sporenqualitat hinsichtlich des Wachstums und der Edukt-
umsetzung im anschlieRenden Kultivierungsprozess zu bestimmen.

Zur Bearbeitung dieser Aufgabenfelder soll im Rahmen der Arbeit nach einer fundamentalen
Charakterisierung des Sporulationsverhaltens von A. ochraceus eine Optimierung der
Verfahren zur Sporenherstellung und -ernte durchgefiihrt werden.

Weiterhin gilt es, Indikatoren zur standardisierten Qualitatskontrolle von Sporen in Seeding-
kulturen zu identifizieren und Methoden zur Bestimmung dieser Giteindikatoren zu
etablieren. Im Rahmen der Arbeit soll insbesondere die Ubertragbarkeit prokaryotischer
Viabilitditsmethoden auf eukaryotische Sporen von A. ochraceus analysiert werden. In
diesem Zusammenhang sollen sogenannte Tetrazoliumsalze zur Bestimmung der Viabilitat
zum Einsatz kommen. Hierbei handelt es sich um farblose Derivate, welche durch zellulare
Dehydrogenasen, wie Succinat- oder NAD(P)H-Dehydrogenasen, in stark fluoreszierendes
Formazan umgewandelt werden. Aufgrund dieser Fahigkeit werden sie bereits zur Ermittlung
der Zellviabilitdt und metabolischen Aktivitat unter verschiedensten Forschungsaspekten
verwendet.

Des Weiteren soll die Anwendbarkeit des Fluorescein-Diacetat (FDA)-Assays Uberprift
werden. Das Prinzip des FDA-Assays besteht in der hydrolytischen Spaltung des farblosen
FDA durch sporeneigene Esterasen und Lipasen zu Fluorescein. Da Lipide in vielen Fallen
als Speicherstoffe in Sporen vorkommen und vermutlich der Energiegewinnung im
Keimungsstoffwechsel dienen, kann ein auf Enzymen des Fettstoffwechsels basierender
Test ein vielversprechendes Mittel zur Bestimmung der Viabilitat von Sporen darstellen.

In Produktionsprozessen mit filamentésen Pilzen besteht die Mdoglichkeit, Uber die
Sporenkonzentration im Inokulum die morphologische Entwicklung der Kultur zu myzel- oder
pelletférmigem Wachstum unter submersen Bedingungen zu beeinflussen. Die
unterschiedlichen Morphologieformen haben wiederum verschiedene Produktivitaten zur
Folge [El-Enshasy et al., 2006; Haack et al., 2006; Hille et al., 2005; Kiep, 2010; Krull et al.,
2010; Papagianni, 2004]. Die Kenntnis Uber die absolute Sporenkonzentration im Inokulum
stellt daher einen wichtigen Ansatzpunkt zur Erhaltung der Reproduzierbarkeit von
Produktionsprozessen dar. Entscheidend ist dabei der Anteil intakter, keimfahiger Sporen
einer Sporenprobe, der zur Biomassebildung in submerser Kultivierung beitrdgt. In der
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vorliegenden Arbeit soll daher ein Verfahren zur Bestimmung des Anteils lebender und
defekter Sporen eruiert werden.

In biochemischen Untersuchungen wurde festgestellt, dass Uber die Charakterisierung der
cytosolischen Kohlenhydratfraktion von Pilzsporen eine Aussage Uber deren Keimféahigkeit
moglich ist. Diesbeziiglich wurde vor allem eine hohe Mannitolkonzentration in keimfahigen
Aspergillus-Sporen gefunden. [Morozova et al., 2002; Tereshina et al., 2004]. Zudem konnte
in Versuchen mit A. oryzae eine kontinuierliche Abnahme der Mannitolkonzentration in
keimenden Sporen gemessen werden. Bevor die Spore in der Lage ist, eine externe
Kohlenstoffquelle zur Keimung zu nutzen, scheint damit Mannitol als Hauptenergiespeicher
zu fungieren [Corina et al., 1971; Ruijter et al., 2003; Tereshina et al., 2004; Witteveen et al.,
1995]. Im Rahmen der Arbeit soll daher zusatzlich geklart werden, inwieweit die
intrasporuldre Kohlenhydrat-Zusammensetzung als Qualitatsindikator von Seedingkulturen
des hier verwendeten Modellorganismus A. ochraceus herangezogen werden kann.

AbschlieRend sollen die Ergebnisse der verschiedenen Charakterisierungsverfahren nach
Anwendung auf unterschiedlich hergestellte Sporenpopulationen untereinander verglichen
werden sowie in Korrelation zum Biomassewachstum und zur Produktivitdt des verwendeten
Pilzes unter submersen Bedingungen gesetzt und damit einem proof-of-concept unterzogen
werden. Als Applikationsprozess dient dazu die Biotransformation einer Steroid-Vorstufe
durch eine regioselektive Hydroxylierungsreaktion. Daflr gilt es, den industriellen
Produktionsprozess in den Labormaflstab zu U(bertragen, die Analysemethoden zum
spezifischen Edukt-Produkt-Nachweis zu validieren und mdégliche Methoden zur Bestimmung
des Wachstums unter submersen Kultivierungsbedingungen zu etablieren.

Ubergeordnetes Ziel ist es, durch die entwickelten Methoden sowohl das Verfahren zur
Sporenerzeugung zu charakterisieren als auch optimale Parameter flr eine maximale
Sporenbildung mit reproduzierbarer, hoher Sporenqualitdt zu bestimmen. Dadurch soll die
Reproduzierbarkeit des Sporulationsverfahrens gemall GMP-Kriterien garantiert und ein
wesentlicher Beitrag zur Verbesserung und Qualitatssicherung des bestehenden
Kultivierungsverfahrens in Bezug auf die Produktausbeute geleistet werden.
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21 Modellorganismus - Aspergillus ochraceus

Der filamenttse Pilz Aspergillus ochraceus wird innerhalb der Abteilung der héheren Pilze
(Eumycota) den Ascomyceten, den sogenannten Schlauchpilzen, zugeordnet, die mit mehr
als 20.000 Arten das grofite Spektrum der Fungi umfassen. Die vegetative Wachstumsform
dieser Gattung ist durch Ausbildung lénglich verzweigter Hyphen gekennzeichnet, wobei
durch polares Wachstum der Hyphenspitzen Substrate der Umgebung effektiv erschlossen
und verstoffwechselt werden kénnen [Carlile, 1994; Munk, 2008; Schmid, 2002].

Im Kreislauf der Natur spielen Schimmelpilze dieser Abteilung eine vielféltige Rolle. Wegen
ihres anpassungsfdhigen Stoffwechsels sind sie in Bdéden, faulender Vegetation und
modrigem Getreide ubiquitar verbreitet. Sie besitzen ein ausgedehntes Substratspektrum
und tragen durch ihre stoffwechselphysiologische Vielseitigkeit und ihr herausragendes
Sekretionsvermdgen hydrolytischer Enzyme in groRem Umfang zur Remineralisierung
organischen Materials im Boden bei [Fuchs et al., 2007; Munk, 2008; Ward et al., 2006].

Aufgrund ihres breiten Substratspektrums und ihrer metabolischen Vielfalt finden filamentése
Pilze seit vielen Jahren Anwendung in verschiedenen Industriezweigen der Biotechnologie,
wie zum Beispiel in der Waschmittelherstellung sowie in der Nahrungsmittel- und
Getrankeindustrie [Archer, 2000; Lubertozzi et al., 2009; Papagianni, 2004]. Von der
amerikanischen Food- and Drug Administration (FDA) wurden zahlreiche Pilze der
Aspergillus-Spezies als gesundheitlich unbedenklich eingestuft, weshalb diese zur
Herstellung von Produkten fir die Lebensmittel- und Pharmaindustrie geeignet sind. Aus
diesem Grund erlangen einige Aspergilli seit Mitte des vergangenen Jahrhunderts
zunehmend an Bedeutung als Produktionsorganismen fir verschiedene Enzyme (Proteasen
und Amylasen), organische S&uren (Glucon-, Itacon- und Citronensaure) und
pharmazeutisch wirksame Substanzen wie Antibiotika (Cephalosporin und Penicillin) [Fuchs
et al., 2007; Magnuson et al., 2004; Schmid, 2002; Schuster et al., 2002].

Vor allem durch ihre hohe Sekretionsleistung unter submersen Kultivierungsbedingungen
stehen filamentdse Pilze als Wertstoffproduzenten im Fokus zahlreicher Untersuchungen,
wobei die entsprechenden Produkte im Aufarbeitungsprozess ohne einen zuséatzlichen
Biomasseaufschluss gewonnen werden kénnen [Conesa et al., 2001; Lubertozzi et al.,
2009]. Daruber hinaus bieten sie eine Reihe von Vorziigen gegeniber prokaryotischen
Expressionssystemen, da sie in der Lage sind posttranslationale Modifikationen, wie die
Bildung von Disulfidbricken oder Glykosylierungen, durchzufiihren, was fiir die biologische
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und pharmakologische Aktivitdt und Stabilitat vieler Proteine von entscheidender Bedeutung
ist [Davies, 1994; Mikosch, 1995]. Ferner ist der Einsatz filamentéser Pilze aufgrund der
relativ einfachen und anspruchslosen Kultivierungsanforderungen im Vergleich zu weiteren
eukaryotischen Produktionssystemen, wie Saugerzellen, von Vorteil.

Der im Rahmen der Arbeit verwendete Stamm Aspergillus ochraceus wurde erstmalig 1877
durch seine Fahigkeit zur Produktion des Mykotoxins Ochratoxin A beschrieben, welches
beim Menschen zu Nephropathie, Nierentumoren und teilweisem Gewebstod in Bereichen
der Leber fuhren kann [Diekman et al., 1992; Hof, 2003; Samson et al., 2006]. In der
Fachliteratur wird dieser filamentése Pilz daher in den meisten Féllen unter dem
Forschungsaspekt der Lebensmittelsicherheit beschrieben. Diesbezlglich wurde sein
Wachstum auf getrockneten und gelagerten Lebensmitteln, wie Sojabohnen, Gewirzen,
Trockenfriichten, Nissen, Getreide und vor allem Kaffeebohnen nachgewiesen [Ramos et
al., 1998; Taniwaki et al., 2003; Van Der Merwe et al., 1965; Webster et al., 2007].

Von biotechnologischem Nutzen ist A. ochraceus durch seine Fahigkeit, ein komplexes
Spektrum an Enzymen zu produzieren, die sowohl zum Abbau als auch zur spezifischen
Modifikation verschiedener Substanzen durch Hydroxylierung, Oxidation, Hydrolyse,
Veresterung, Isomerisation und Racemisierung befahigt sind [De Vries et al., 2001; Dulaney
et al., 1955a; Dulaney et al., 1955b; Vezina et al., 1963]. Insbesondere die effiziente
Katalyse regio- und stereoselektiver Reaktionen unter einfachen, kostenglnstigen
Reaktionsbedingungen ermdglicht die Modifikation von Stoffen, die auf rein chemischem
Weg nicht oder nur unter hohem energetischen und sicherheitstechnischen Aufwand
durchflhrbar sind [Kardinahl et al., 2006]. Aufgrund dieser Charakteristika wird A. ochraceus
besonders fur die Biodegradation und -transformation von Sterolen zu Steroiden genutzt. Die
bekannteste industrielle Anwendung stellt diesbeziglich die stereoselektive Umwandlung
von Progesteron zu 11a-Hydroxyprogesteron durch Sporen von A. ochraceus dar (Abbildung
2.1) [Dulaney et al., 1955b].

A. ochraceus -Sporen

Progesteron 11 -Hydroxy-Progesteron

Abb. 2.1: Stereoselektive Steroidhydroxylierung von Progesteron an 11a-Position durch
A. ochraceus [Wolken et al., 2003].
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Dabei wird die Transformation in Anwesenheit von NADPH und Sauerstoff durch die
Progesteron-11a-Monooxygenase Uber den Cytochrom-P450-Mechanismus katalysiert
[Jayanthi et al., 1982; Schaumburg et al., 2006]. Die Reaktionsprodukte akkumulieren im
Medium und kénnen anschlieRend Uber verschiedene physikochemische Methoden isoliert
werden.

Bis Mitte des letzten Jahrhunderts verlief die Herstellung von Steroidhormonen Uber eine rein
chemische Katalyse von Gallensdure, wobei der Prozess mit insgesamt 31 Synthesestufen
sehr aufwendig und unwirtschaftlich war. Durch die mikrobiologische Hydroxylierung konnte
die Ausbeute gegenuber der chemischen Synthese maligeblich gesteigert werden, womit die
Herstellungskosten beispielsweise fiir Hydrocortison von 200 US$ g auf 3,50 US$ g im
Jahr 1955 reduziert werden konnten [Kardinahl et al., 2006].

Mit der Erkenntnis der vielfaltigen pharmakologischen Wirkung von Steroiden, unter anderem
als Vitamin D, Contraceptiva, Chemotherapeutika, Entziindungs- und Ovulationshemmer,
besteht auch zuklinftig grofRes Interesse an deren Synthese und damit verbundener
Optimierung des Umsetzungsprozesses. Weiterhin erweist sich A. ochraceus als nitzlich fir
die Synthese und Transformation von cyclischen Kohlenhydraten, Aromaten, Pestiziden,
Herbiziden und Insektiziden [Holland et al., 1999; Samanta et al., 1978; Vezina et al., 1963;
Ward et al., 2006]. Dies erméglicht eine vielféltige industrielle Anwendung in Bereichen der
pharmazeutischen sowie chemischen Industrie, wodurch diese Spezies ebenfalls
zunehmend an Bedeutung gewinnt.

2.2 Fortpflanzung und Wachstum filamentdser Pilze

2.2.1 Asexuelle Sporenbildung

Da filamenttse Pilze unbewegliche, heterotrophe Organismen darstellen, haben sie spezielle
Methoden entwickelt, um nach Verbrauch einer Nahrungsquelle neue Habitate zu besiedeln
oder ungiinstige, nahrstoffarme Zeitrdume zu Uberdauern. Beide Uberlebensstrategien sind
mit der Bildung von Sporen verknUpft [Munk, 2008].

Die Sporenbildung filamentdser Pilze kann sowohl auf sexuellem (meiotischem) als auch
asexuellem (mitotischem) Weg erfolgen. Die Spezies A. ochraceus vermehrt sich durch
asexuelle Sporulation, weshalb sie den Fungi imperfecti (Deuteromyceten) zugeordnet wird.
Die Induktion der asexuellen Fortpflanzung erfolgt dabei durch die Exposition des Myzels an
einer Luft-Flissigkeitsgrenzfliche. Dies garantiert den Sporen in der Natur dem Wind
ausgesetzt und lUber groRe Distanzen verbreitet zu werden [Fuchs et al., 2007; Munk, 2008].
Andere Stimuli werden durch das Myzel selbst erzeugt. So konnten drei Kategorien von
Sekundarmetaboliten ermittelt werden, die direkt oder indirekt Entwicklungsprozesse in
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Fungi stimulieren. Dazu gehéren Metabolite, wie Linolsaure-Derivate oder Mykotoxine sowie
Pigmente (z. B. Melanin) [Calvo et al., 2002]. Des Weiteren scheinen neben den
Lichtverhaltnissen zahlreiche andere Parameter einen Einfluss auf den Sporulationsprozess
auszulben, auf die im Kapitel 2.3 naher eingegangen wird.

Der asexuelle Lebenszyklus kann allgemein in zwei Phasen, das Wachstum und die
Reproduktion, eingeteilt werden. Die erste Phase umfasst alle Vorgange, die an der
Ausbildung des Myzels beteiligt sind, wahrend in der zweiten Phase unter bestimmten
Bedingungen einige Hyphenzellen nicht mehr weiter wachsen, sondern sich zu Konidio-
phoren differenzieren und schlief3lich Konidiosporen bilden. Um im Entwicklungsprogramm
von der Hyphenentwicklung auf die Sporenbildung umzuschalten, ist die Aktion und
Interaktion der Regulator-Gene bristle (brlA), abacus (abaA) und wetwhite (wetA)
erforderlich. Diese Gene sind an der Koordination und Regulation einer Vielzahl von Genen
und Faktoren beteiligt, die vor allem die Zelldifferenzierung und die intrazellulare
Kommunikation beeinflussen [Adams, 1994; Mirabito et al., 1994; Ward et al., 2006]. Der
Ablauf der Sporulation ist am Beispiel von A. nidulans in Abbildung. 2.2 dargestellt.

- 7 Sporen

'/ (,/— Phialid
“g— M:ullazn

—— Vesikel

— Lufthyphe

—Hyphe

Abb. 2.2: Elektronenmikroskopische Aufnahme der Sporenbildung von A. nidulans, a) Lufthyphe (L)
mit Vesikel (V); b) junge Metulae (jM) knospen aus Vesikel; c) Metulae (M) und Phialiden (P) sind
ausgepragt; d) Konidiophore mit Sporen (S); e) Schema einer reifen Konidiophore [Fuchs et al., 2007;
Kruger et al., 1997].

Nach Induktion der Konidiophorenentwicklung differenziert sich zunachst ein Hyphenelement
zu einer dickwandigen Zelle, welche spater den Fuld der Konidiophore bildet. Aus dieser
wéchst eine stielartige Lufthyphe (L) hervor, welche, abhdngig von der Aspergillus-Spezies,
bei einer Lange von 50 - 100 um terminal anschwillt und ein Vesikel (V) bildet (Abbildung
2.2-a). An der Oberflache des Vesikels kommt es durch ein erstes knospenédhnliches
Wachstum zur Bildung von Metulaen (M), an welchen durch eine zweite Knospung Phialiden
(P) entstehen (Abbildung 2.2-c). Die Phialidenspitze dehnt sich aus und es findet eine
Kernteilung statt. Einer der Kerne wird Uber Mikrotubuli in die entstehende Spore (S)
transportiert, welche anschlieRend durch ein Septum von der Phialide abgetrennt wird. Die
Wiederholung dieses Vorgangs fuhrt zur Bildung langer Sporenketten, die sich kontinuierlich
aus der Konidiophore herausschieben, wobei die dlteste Spore jeweils an der Spitze einer
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Kette zu lokalisieren ist (Abbildung 2.2-d und e). Pro Konidiophore werden je nach
Aspergillus-Spezies etwa 100.000 Sporen produziert. Nach abgeschlossener Sporulation
kénnen die entstandenen Sporen weiter reifen, wobei sie beispielsweise grélRer werden oder
ihre Zellwand verstéarkt wird [Adams et al., 1998; Mims et al., 1988; Webster et al., 2007].

Aspergillus-Sporen sind mit einem komplexen Sortiment an Nahrstoffen ausgestattet, die es
der Spore ermdéglichen, Energie fir die ersten Entwicklungsschritte der erneuten Keimung
bereitzustellen. Typisch fir asexuelle Sporen verschiedener Aspergillus-Spezies sind ein
geringer Lipidanteil von etwa 2,2 % (A. oryzae) sowie ein hoher Kohlenhydratanteil von etwa
30 % (A. niger) [Feofilova et al., 1988]. Die Lipidfraktion besteht hauptsachlich aus neutralen
Lipiden, wie Fettsauren, Triglyceriden, Phospholipiden, Glycolipiden, Sterolen und
Carotenoiden, die in der Zellwand der Sporen lokalisiert sind [Reisner, 1976]. Die
cytosolische Kohlenhydratfraktion besteht zum Uberwiegenden Teil aus Polyolen (z. B.
Glycerol, Erythritol, Mannitol) sowie den Zuckern Trehalose und Glucose [Morozova et al.,
2002]. Neben Kohlenhydraten enthalten Sporen einen erheblichen Anteil an organischem
Stickstoff, der zumeist in Form von Aminoséduren in der Spore gespeichert ist. So konnten in
Sporen von A. fumigatus hohe Konzentrationen der Aminosauren Aspartat, Glutamat und
Glycin bestimmt werden [Barreto-Bergter et al., 1981].

Charakteristisch fur Sporen von A. ochraceus ist die ockergelb bis braunliche Pigmentierung
(vgl. Abbildung 2.3-a und b), welche dem Stamm seinen Namen gab und auf die Einlagerung
von Melanin zuriickzufihren ist. Weiterhin werden die Sporen dieser Spezies als

kugelférmig, diinnwandig und glatt beschrieben [Reddy et al., 2010].

Abb. 2.3: Sporenbildung von A. ochraceus auf MEA-Medium (Inkubation: 5 Tage, 24 °C);
a) Draufsicht eines bewachsenen Agarmediums; b) Profilansicht der Konidiophoren; c) elektronen-
mikroskopische Aufnahme einer reifen Konidiophore.
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2.2.2 Wachstum unter submersen Kultivierungsbedingungen

Die Keimung von Sporen ist essentiell fir den vegetativen Lebenszyklus aller flamentdsen
Pilze. Sie kann generell in drei Phasen unterteilt werden: Aktivierung der ruhenden Spore,
isotropes Wachstum und polares Wachstum [d'Enfert, 1997].

Fur die Aktivierung der ruhenden Spore und die Initiation der Keimung sind bestimmte
Umweltfaktoren notwendig. Universelle Faktoren, wie die Anwesenheit von Wasser und
Sauerstoff, sind unabdingbar. Hinzu kommen zahlreiche weitere Faktoren, die sich von
Spezies zu Spezies bezuglich ihres Einflusses stark unterscheiden. Hier sind insbesondere
niedermolekulare Nahrstoffe wie Zucker oder Aminosduren und anorganische Salze zu
nennen.

Ist eine Aktivierung erfolgt, beginnt zundchst das isotrope Wachstum. Die Spore schwillt
durch die Aufnahme von Wasser und das Wachstum der Zellwand auf mehr als das
Doppelte des urspriinglichen Volumens an. Begleitet wird dies durch die Wiederaufnahme
zahlreicher metabolischer Aktivitdten, wie der Zellatmung und der Proteinbiosynthese.
Insbesondere Gene, die am Aufbau von Ribosomen und an der Synthese von Aminoséuren
beteiligt sind, werden zu Beginn des isotropen Wachstums stark exprimiert.

Der Ubergang vom isotropen zum polaren Wachstum ist durch die Ausbildung eines
Keimtriebes charakterisiert, aus dem schlieRlich neue vegetative Hyphen hervorgehen.
Bedingung flir das polare Wachstum der Hyphenspitzen ist die Ausbildung eines polaren
Aktin-Cytoskeletts fur den Transport sekretorischer Vesikel, die fir das Spitzenwachstum
bendtigte Komponenten (z. B. Chitin, Enzyme) enthalten [d'Enfert, 1997; Li et al., 2006;
Osherov et al., 2001; Van Etten et al., 1983].

Die Keimung der Sporen von A. ochraceus unter submersen Bedingungen bis hin zur
Bildung eines Hyphengeflechts ist in Abbildung 2.4 beispielhaft dargestellt.

1 O 2 O 360 %eO

LY

Abb. 2.4: Submerse Sporenkeimung von A. ochraceus; 1) Aktivierung ruhender Sporen; 2)7 h:
Isotropes Sporenwachstum; 3) 10 h: Ausbildung des Keimschlauchs; 4) 15 h: Verldngerung der
Keimschlauche zum Hyphengeflecht [Demming et al., 2011].

Wahrend der Keimung dienen bestimmte Speicherstoffe in der Spore als Nahrstoffe fir das
Wachstum. Speicherstoffe sind flir gewoéhnlich Triglyceride oder Kohlenhydrate wie
beispielsweise Trehalose und Mannitol [d'Enfert, 1997].
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Einen weiteren Aspekt der Keimung stellt der Verlust der Hydrophobizitat der Sporen dar.
Diese weisen im ruhenden Zustand eine &uflere Schicht aus kleinen, stdbchenférmigen,
amphiphatischen Proteinaggregaten, sogenannten Hydrophobinen, auf, welche fir den
hydrophoben Charakter verantwortlich sind. Dieser beglnstigt unter anderem eine
Verbreitung der Sporen durch Luftstréme, Adhéasion an Wirtszellen oder -proteine und
schutzt vor Chemikalien, Enzymen oder Phagozyten. Die Auskeimung der Sporen fuhrt zum
progressiven Abbau dieser Hydrophobine, so dass schlieBlich hydrophile Polysaccharide
oder bei der Keimung sekretierte Proteine die dullere Schicht bilden. Der nun hydrophile
Charakter beginstigt das Hyphenwachstum unter submersen Bedingungen [Dague et al.,
2008].

Darlber hinaus wird wahrend der Keimung Melanin abgebaut. Hierbei handelt es sich um ein
dunkel gefarbtes Pigment, welches in der Zellwand von Sporen verschiedener Spezies
lokalisiert ist. Analog zu den Hydrophobinen dient es dem Schutz vor Immunreaktionen des
Wirts sowie vor Oxidantien und anderen antimikrobiellen Verbindungen [Nosanchuk et al.,
2003]. Zuséatzlich schitzt Melanin den Organismus vor UV-Strahlung und ist eine essentielle
Komponente flir die Struktur der Zellwand [Pihet et al., 2009].

Bei fortschreitendem Wachstum entsteht ein stark verzweigtes Hyphengeflecht, das als
Myzel bezeichnet wird. Unter submersen Kultivierungsbedingungen kénnen in Abhangigkeit
von den eingestellten Parametern zwei Grenzformen der Morphologie entstehen, welche
unterschiedliche Produktionseigenschaften zur Folge haben. Im Allgemeinen wird hierbei
das Wachstum als freies filamentdses Pilzmyzel sowie die Ausbildung von kompakten,
sphérischen Partikeln, die als Pellets bezeichnet werden, unterschieden. Es ist jedoch auch
die Ausbildung morphologischer Zwischenformen mdglich. Zu den Parametern, die die
morphologische  Entwicklung wesentlich  beeinflussen, zahlen vor allem die
Medienzusammensetzung, die Temperatur, der pH-Wert, der Leistungseintrag sowie die
Eigenschaften des Inokulums. Welche Erscheinungsform letztendlich wahrend der
Kultivierung angestrebt wird, hangt vom gewiinschten Produkt ab, da die Morphologie des
Pilzes sowohl dessen Synthese als auch Sekretion beeinflusst [Driouch et al., 2010a;
Driouch et al., 2010b; ElI-Enshasy et al., 1999; El-Enshasy et al., 2006; Grimm et al., 2004;
Grimm et al., 2005a; Grimm et al., 2005b; Haack et al., 2006; Hille et al., 2005; Kiep, 2010;
Krull et al., 2010; Papagianni, 2004].
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2.3 Einfluss verschiedener Parameter auf die Sporenbildung und
Sporeneigenschaften

Obwohl sich eine groBe Anzahl verschiedener Forschungsbereiche mit der Sporulation
filamentdser Pilze beschaftigt, scheint es schwierig, generalisierte Parameter fir eine
reproduzierbare Sporenherstellung mit gleichbleibender Sporenqualitat aufzustellen.

In zahlreichen Studien wurde das Sporulationsverhalten von Pilzen bei variablen
Nahrstoffangebot und verschiedenen Umweltbedingungen untersucht. Es zeigte sich, dass
eine erhebliche Anzahl an physiologischen und biochemischen Prozessen die Sporulation
beeinflusst, wobei speziesabhangige Unterschiede auftreten und die Mechanismen die zur
Sporenbildung fiihren nicht in allen Fallen verstanden sind [Dahlberg et al., 1982]. Auf den
Einfluss einiger Parameter wird im Folgenden naher eingegangen.

2.3.1 Einfluss der Medienzusammensetzung

Zur Kultivierung von filamentésen Pilzen kénnen synthetische oder komplexe Nahrmedien
eingesetzt werden. Synthetische Medien zeichnen sich durch eine definierte und stets
konstante Zusammensetzung an Nahrstoffkomponenten aus. Sie werden hauptséchlich fur
physiologische Untersuchungen eingesetzt. In der Industrie finden aus Kostengriinden
komplexe Medien biologischen Ursprungs, wie Bierwiirze (Malzextrakt), Obstséafte oder
Maisquellwasser, bevorzugt Anwendung. Der Nachteil dieser komplexen Substrate ist, dass
ihre genaue chemische Zusammensetzung unbekannt und nur schwer reproduzierbar ist.
Dabei variiert die Zusammensetzung vor allem in der Art und Menge der enthaltenen
Kohlenstoff- und Stickstoffquellen sowie vorliegender Makro- und Mikroelemente [Kiick et al.,
2009; Papagianni, 2004]. Diese Substrate beeinflussen das Hyphenwachstum, den
Sporulationsprozess und die Eigenschaften der gebildeten Sporen auf unterschiedliche
Weise. Im Allgemeinen wird dabei zwischen Nahrstoffbedingungen unterschieden, die gutes
vegetatives Wachstum férdern und jenen, die die Wachstumsrate reduzieren und so zur
Sporulation fuhren [Dahlberg et al., 1982].

In verschiedenen Aspergillus-Spezies konnte festgestellt werden, dass Glucose und
Glucose-ahnliche Substrate, wie Sucrose, bevorzugt zum Wachstum verstoffwechselt
werden. Die meisten Aspergilli metabolisieren jedoch ebenso Mono-, Di- und Polysaccharide
sowie eine Reihe anderer organischer Verbindungen und S&uren. Insgesamt scheint das
Spektrum an Kohlenstoffquellen, welches das vegetative Wachstum beginstigt, grofier zu
sein, als die Anzahl der Kohlenstoffquellen, die hohe Sporulationsraten bewirken
[Papagianni, 2004; Ruijter et al., 1997]. In Versuchen mit Talaromyces flavus (anamorph:
Penicillium dangeardii) wurde durch Medienzusatze wie Mono- oder Polysaccharide vor
allem das vegetative Hyphenwachstum gesteigert, aber weniger Sporen erhalten. Dagegen
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2 Aktueller Stand der Forschung und Technik

wurden die gréBten Sporenmengen auf Medien mit Oligosacchariden als
Hauptkohlenstoffquelle gebildet. Insbesondere Lactose-, Glycerol- und Arbutin-haltige
Medien scheinen eine ausgiebige Sporulation zu beglinstigen. Es zeigte sich weiterhin, dass
einige Kohlenstoffquellen (z. B. Cellobiose) sowohl ein ausgepragtes Hyphenwachstum, als
auch eine ausgiebige Sporulation verursachen [Engelkes et al., 1997].

Aspergilli kbnnen als Stickstoffquelle sowohl organische (z. B. Harnstoff und Aminosauren)
als auch anorganische Ammonium- und Nitratverbindungen verwenden. Nitrat wird dabei zu
Ammonium reduziert und unter anderem in die Aminosduren Glutamat und Glutamin
eingebunden, die anschlieffend als primére Stickstoffquellen fungieren. Purine und andere
Aminosauren kénnen zwar ebenso von Aspergillus verwertet werden, sie dienen dem Pilz
aber vornehmlich als sekundére Stickstoffquellen [Krappmann et al., 2005].

Studien mit T. flavus ergaben, dass Medien ohne Stickstoffquelle zu einer mé&Rigen
Sporenproduktion fiihren, jedoch kein bzw. geringfligiges vegetatives Hyphenwachstum
induzieren. Nach Zugabe einer Stickstoffquelle stieg nicht nur das vegetative Wachstum
signifikant an, sondern auch die Menge der gebildeten Sporen [Engelkes et al., 1997].

In weiteren Versuchen mit Paecilomyces fumosoroseus konnte eine Korrelation zwischen
Stickstoffgehalt im Sporulationsmedium und Proteingehalt der darauf gebildeten Sporen
festgestellt werden. So wurde auf Substraten mit hohen Casaminosaure-Konzentrationen
eine gesteigerte Sporenbildung sowie eine erhdhte Proteinkonzentration ermittelt, woraus
eine hoéhere Keimungsgeschwindigkeit und Widerstandsfahigkeit gegenuber einer
Gefriertrocknung resultierten [Cliquet et al., 2005]. Das Vorliegen einer Stickstoffquelle
scheint damit fir das Hyphenwachstum von essentieller Bedeutung zu sein und auch die
Quantitat und Qualitat der gebildeten Sporen mafigeblich zu beeinflussen [Engelkes et al.,
1997]. Weiterhin zeigte sich in Versuchen mit A. flavus, A. nidulans und Coniothyrium
minitans, dass organische Stickstoffquellen (wie Asparagin) zwar das vegetative Wachstum
férdern, die Sporulation jedoch inhibieren. Vor allem bei hohen Harnstoffkonzentrationen im
Medium wurde eine geringere Sporenproduktion detektiert. Dagegen wurde bei Verwendung
anorganischer Stickstoffquellen, wie Ammonium- und Natriumnitrat, die Sporenbildung
gesteigert [Han et al., 2003; Olutiola, 1976; Ooijkaas et al., 1999]. In den Untersuchungen
wurde jedoch auf weitere physikochemische Verdnderungen des Mediums, wie z. B. die
Erhdéhung des pH-Wertes durch die Zugabe von Ammoniumnitrat, nicht ndher eingegangen,
so dass der beobachtete Effekt mdglicherweise nicht direkt auf den Zusatz dieser
Stickstoffquellen zurtckzufiihren ist.

Auch in T. flavus lieBen sich durch Verwendung verschiedener Stickstoffquellen
unterschiedliche Auswirkungen auf das Wachstum und die Sporulation feststellen. Eine
intensive Sporenbildung fand hier jedoch vor allem auf organischen Verbindungen wie
Harnsaure, Tyrosin und Hypoxanthin statt [Engelkes et al., 1997]. Die gegensatzlichen
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Ergebnisse kénnen durch die Verwendung verschiedener Modellorganismen und folglich
speziesabhangige Unterschiede begriindet werden.

Die Sporenbildung und -gite wird ebenfalls durch Aminosaure-haltige Zusatze im
Agarmedium Dbeeinflusst. Grover (1964) publizierte, dass A. flavus Stickstoff aus
Aminosauren leichter verwerten kann, als aus einer Nitrat-, Nitrit-, oder Ammonium-haltigen
Stickstoffquelle. Zudem konnte eine gesteigerte Sporenproduktion auf Glycin-, Leucin- und
Methionin-haltigen Agarmedien bestimmt werden. Sporen, die auf Medien ohne B-Alanin,
Glycin, pL-Leucin, bL-Methionin oder L-Tryptophan angezogen wurden, zeigten dagegen eine
mangelhafte Keimfahigkeit. Die Kombination dieser Aminosduren hatte keinen additiven
Effekt zur Folge, vielmehr kommt jeder Aminosdure unabhangig voneinander eine
bedeutende Rolle zu [Grover, 1964]. Damit scheint eine komplexe Anzahl von Aminosauren
im Medium essentiell zu sein, um eine effektive Sporenbildung zu initiieren. Pepton,
Hefeextrakt oder Caseinhydrolysate enthalten verschiedenste Aminoséuren und stellen in
diesem Zusammenhang geeignete Komponenten fiir Komplexmedien dar.

Weiterhin verweisen einige Studien darauf, dass ein ausgewogenes Kohlenstoff-Stickstoff-
Verhéltnis das Hyphenwachstum und den Vorgang der Sporenbildung in Ascomyceten
begunstigt [Elson et al., 1998; Engelkes et al., 1997; Han et al., 2003; Jackson et al., 1992;
Schisler et al., 1991]. So wurde beispielsweise in Versuchen mit T. flavus eine gesteigerte
Sporenproduktion mit steigendem C:N-Verhéltnis im Medium beobachtet. Der Effekt des
Verhéltnisses auf das Wachstum und die Sporenbildung ist jedoch von der eingesetzten
Stickstoffquelle abhéngig [Engelkes et al., 1997].

In weiteren Arbeiten mit Colletotrichum truncatum fihrte ein Kohlenhydratiiberschuss im
Medium zu Hyphen mit héheren Lipidgehalten. Bei anschlielender Initiation der Sporulation
durch Nahrstofflimitierung konnte durch die in den Hyphen gespeicherten Lipide eine
gesteigerte Sporenbildung erreicht werden [Jackson et al., 1992]. Insgesamt werden in der
Literatur kontrdre Aussagen Uber das optimale C:N-Verhéltnis hinsichtlich maximaler
Sporenbildung und —glte beschrieben, was auf speziesabhdngige Unterschiede
zurtickgefiihrt werden kann.

An der Induktion der Sporenbildung ist eine Vielzahl von Enzymen beteiligt, die durch
Metallionen und Kofaktoren reguliert und modifiziert werden. Beispielsweise codiert das an
der Initiation der Sporulation beteiligte brlA-Gen fir ein Zinkfinger-Protein, welches ohne eine
entsprechende Zinkquelle nicht gebildet werden kann [Mirabito et al., 1994]. Daher wird
vermutet, dass der Sporulationsprozess ebenfalls durch die im Medium enthaltenen
Spurenelemente, wie MnCl,, ZnSO, oder FeCls, beeinflusst wird [Gonzalez et al., 2008;
Mazas et al., 2009; Ooijkaas et al., 1999].

Unter diesem Aspekt wurde fur Coniothyrium minitans durch Zugabe verschiedener
Spurenelemente, wie Phosphat, Calcium und Magnesium, die Sporenproduktion gesteigert.
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In weiteren Versuchen konnten gravierende Auswirkungen auf die Eigenschaften der
gebildeten Sporen beobachtet werden. So zeigte sich beispielsweise in Studien mit
prokaryotischen Sporen von Bacillus cereus, dass die Mineralstoffoestandteile des
Sporulationsmediums die Hitzeresistenz der darauf gebildeten Sporen beeinflussen. In den
Versuchen flihrte vor allem eine erhdhte Phosphatkonzentration im Medium zu Sporen, die
sich resistenter gegenilber Hitze erwiesen [Gonzalez et al., 2008; Mazas et al., 2009;
Ooijkaas et al., 1999].

Wahrend in einigen Studien positive Effekte durch den Zusatz von Spurenelementen erzielt
werden konnten, wird in anderen Publikationen eine hohe Sporenausbeute durch
Abwesenheit von Mikro- und Makroelementen, folglich unter limitierenden Bedingungen,
beschrieben [Chen et al., 2005].

Insgesamt wurden verschiedene Auswirkungen der Né&hrstoffe in Abh&ngigkeit vom
untersuchten Mikroorganismus dokumentiert. Inwieweit die Medienkomponenten die
Sporenbildung und vor allem die Sporeneigenschaften von A. ochraceus beeinflussen,
wurde bisher nicht beschrieben und stellt damit einen interessanten Untersuchungsaspekt
dar.

2.3.2 Einfluss der Osmolalitat

Der Prozess der Sporenbildung sowie die Eigenschaften der gebildeten Sporen werden
unter anderem durch die Osmolalitdt des Sporulationsmediums beeinflusst. Die Osmolalitat
ist dabei definiert als die Anzahl osmotisch aktiver Teilchen pro Kilogramm in einem
Lésungsmittel und somit ein Mal} fir den osmotischen Druck [Yancey et al., 1982]. Eine
erhéhte Osmolalitdt kann einerseits durch den Zusatz verschiedener Osmolyte (z. B. NaCl,
KCI, Sucrose) zum Sporulationsmedium oder andererseits in Verbindung mit hohen
Umgebungstemperaturen und daraus resultierenden niedrigen Wassergehalten auftreten.

Der Einfluss des Salzgehalts und der damit verbundenen Osmolalitat auf das Wachstum und
die Reproduktion wurde bereits anhand einiger Spezies untersucht [Beever et al., 1986;
Dichtl et al., 1997; Han et al., 2002, 2003; Hohmann, 2002; Judet et al., 2008; Kelavkar et al.,
1993; Loshon et al., 2006; Managbanag et al., 2002; Mert et al., 1977, 1987; Murguia et al.,
1996; Ramirez et al., 2004; Ramos et al., 1998, 1999; Redkar et al., 1995; Ruijter et al.,
2003; Ruzal et al., 1998; Seidl et al., 2004; Siderius et al., 1997; Tovar-Rojo et al., 2003;
Webb et al., 2007; Witteveen et al., 1995].

In Versuchen mit verschiedenen Chlorid-Salzen (KCI, NaCl, MgCl,), die dem Agarmedium in
variierenden Konzentrationen zugesetzt wurden, konnte flir A. nidulans nachgewiesen
werden, dass eine 0,5 bis 1 M Salzkonzentration, die Sporenbildung férdert. Bei Salz-
konzentrationen > 2 M verschlechterte sich hingegen die Sporenproduktion zunehmend und
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das vegetative Wachstum wurde inhibiert [Beever et al., 1986; Han et al., 2003]. In Studien
mit A. niger konnte eine maximale Sporenbildung durch 0,16 M NaCl-Zusatz zum Medium
erreicht werden, wéhrend fir ein optimales vegetatives Wachstum eine NaCl-Konzentration
von 0,5M von Vorteil war [Mert et al., 1977]. Fir A. flavus wurde ausschliellich eine
Inhibierung der Sporulation durch eine erhéhte Salinitdt beobachtet [Mert et al., 1987]. Der
toxische Effekt hoher Osmolalitdten wird in verschiedenen Publikationen beschrieben und
duBBert sich in der Hemmung enzymatischer Reaktionen und der Beeintrachtigung der
korrekten Proteinfaltung. Zudem wird vermutlich die Bildung genregulationsspezifischer
Faktoren inhibiert, was zu einer mangelnden Expression von Sporulationsgenen fuhrt [Adler
et al., 1982; Dichtl et al., 1997; Hohmann, 2002; Murguia et al., 1996; Ruzal et al., 1998].

Um in der Natur unter extremem osmotischem Druck zu Uberleben, haben Mikroorganismen
verschiedene Adaptationsmechanismen entwickelt. Die Synthese und intrazelluldre
Akkumulation spezieller osmolytischer Verbindungen stellt dabei eine haufig zu
beobachtende Methode dar, die von vielen Mikroorganismen zur Anpassung an osmotischen
Stress genutzt wird. So konnten sowohl in Zellen verschiedener Bacillus-Spezies als auch in
S. cerevisiae und zahlreichen Aspergilli grélRere Mengen verschiedener Zucker und Polyole
nachgewiesen werden [Davis et al., 2000; Han et al., 2002; Hefnawy, 2001; Hohmann, 2002;
Jennings, 1985, 1995; Kelavkar et al., 1993; Nesci et al., 2004; Pfyffer et al., 1990; Ramirez
et al., 2004; Ramos et al., 1998, 1999; Redkar et al., 1995; Ruijter et al., 2003; Tovar-Rojo et
al., 2003; Webb et al., 2007; Witteveen et al., 1995]. Diese Stoffe gehéren der Gruppe der
kompatiblen Solute an, welche bei osmotischem Stress dazu dienen, die intrazellulére
Osmolalitdt an die Umgebung anzupassen, und so dem drohenden Wasserverlust
entgegenzuwirken. In diesem Zusammenhang konnten nicht nur in S. cerevisiae sondern
auch in Aspergillus-Spezies entsprechende osmoregulatorische Gene identifiziert werden,
die die Synthese kompatibler Solute induzieren und kontrollieren [Han et al., 2002;
Whitmarsh et al., 2000; Yoshiba et al., 1997].

Als wichtigste kompatible Solute werden unter anderem die Polyole Glycerol, Erythritol,
Arabitol und D-Mannitol sowie das Disaccharid Trehalose genannt [Blomberg et al., 1992;
Han et al., 2002; Hohmann, 2002]. Die Konzentration der jeweiligen Verbindungen unter
osmotischem Stress variiert jedoch in Abhangigkeit von der untersuchten Mikroorganismen-
Spezies, so dass keine Aussagen Uber die Akkumulation eines allgemein favorisierten
Polyols getroffen werden kénnen. In S. cerevisiae wurden beispielsweise erhdhte
Konzentrationen an Trehalose gemessen [Posas et al.,, 2000; Rep et al.,, 2000]. Fur
A. nidulans und A. niger konnte dagegen die gesteigerte Synthese von Erythritol sowie in
Fusarium graminearum von Arabitol nachgewiesen werden [Beever et al., 1986; Ramirez et
al.,, 2004; Redkar et al., 1995; Witteveen et al.,, 1995]. Andere filamentése Pilze wie
A. repens, A.flavus und A. ochraceus akkumulieren unter osmotischem Stress eine
Kombination verschiedener Polyole [Kelavkar et al., 1993; Mellon et al., 2002; Ramos et al.,
1999]. Der Vorteil liegt hier vermutlich in der Reduktion der Toxizitat, die aus der erhdhten
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Akkumulation von nur einer Komponente resultieren kann [Davis et al., 2000]. Insgesamt
scheint jedoch sowohl in S. cerevisiae als auch in verschiedenen filamentésen Pilzen vor
allem der Syntheseweg zur Produktion von Glycerol hochreguliert zu sein [Beever et al.,
1986; Hallsworth et al., 1994; Managbanag et al., 2002; Posas et al., 2000; Ramos et al.,
1999; Redkar et al., 1995; Rep et al., 2000; Witteveen et al., 1995].

Neben dem Schutz vor einer Dehydration unter hyperosmotischen Bedingungen wird
angenommen, dass eine bestimmte Polyolkonzentration in Sporen das Quellverhalten dieser
wahrend der frihen Keimungsphase unterstitzt, da aufgrund der hdheren intrazelluldren
Osmolalitdt ein héherer Wassergradient zwischen umgebendem Medium und
Sporeninnerem vorliegt. Durch das resultierende schnellere Einstromen von Wasser in die
Spore kdénnen metabolische Aktivitdten, wie die Zellatmung oder Proteinbiosynthese,
schneller wieder aufgenommen werden und die Keimungsprozesse beschleunigt ablaufen
[Hallsworth et al., 1994; Judet et al., 2008].

Anhnliche Effekte wurden fiir Zucker wie Trehalose und Saccharose beschrieben. Ihre
Fahigkeit die Keimung und das Wachstum unter osmotischem Stress zu unterstiitzen, ist im
Vergleich zu den genannten Polyolen jedoch geringer [Harman et al., 1991; Pascual et al.,
2003]. Vielmehr konnte eine hohe Trehalosekonzentration mit steigender Hitzeresistenz
assoziiert werden. Vermutlich schitzt Trehalose cytoplasmatische Enzyme vor einer Hitze-
Deaktivierung [Hallsworth et al., 1994; Managbanag et al., 2002].

Auch fUr Mannitol ist bisher noch nicht eindeutig geklart, inwieweit es als Osmoregulator
fungiert. Obwohl der Anteil dieses Polyhydroxyalkohols in den Zellen filamentdser Pilze
Uberwiegt, andert sich der intrazellulare Mannitolgehalt beispielsweise in A. nidulans nur
geringfligig in Folge hyperosmotischer Bedingungen [Beever et al., 1986]. In weiteren
Studien wurde jedoch festgestellt, dass Mannitol neben Trehalose eine wichtige Rolle als
Kohlenstoffspeicher, Antioxidant und Reduktant zukommt [Corina et al., 1971; Jennings,
1995; Ruijter et al., 2003; Smirnoff et al., 1989; Witteveen et al., 1995].

2.3.3 Einfluss weiterer environomischer Parameter

Zuséatzlich zur Nahrstoffkomposition wird die Entwicklung von filamentésen Pilzen der
Gattung Aspergillus durch Umweltfaktoren wie Licht, Temperatur und pH-Wert sowie durch
die Inokulumkonzentration beeinflusst. Diese Faktoren beeintrachtigen die morphologische
Differenzierung der Hyphen zu Konidiophoren, indem sie spezielle Signalkaskaden
induzieren, welche die Sporulation beeinflussen [Han et al., 2003; Mirabito et al., 1994; Ward
et al., 2006].
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Lichteinfluss

Ascomyceten sind grundséatzlich in der Lage unterschiedliche Lichtqualitdten wahrzunehmen
[Corrochano, 2007; Hill, 1976; Mooney et al., 1990]. Dieses auch als photo sensing
bezeichnete Phadnomen ist auf das Vorliegen verschiedener Photorezeptoren
zurtckzufiihren. Das Repertoire dieser Photorezeptoren und der daraus resultierende
Photoeffekt scheinen zwischen den verschiedenen Gattungen der Ascomyceten stark zu
variieren. So konnte fir A. nidulans nachgewiesen werden, dass insbesondere eine
Bestrahlung mit Infrarotlicht bei einer Wellenldnge von 780 nm die asexuelle Sporulation
positiv beeinflusst, wahrend in Alternaria tomato UV-Licht (380 nm) zu einer verstarkten
Sporenproduktion flihrt [Corrochano, 2007].

Weiterhin scheinen die Lichtverhéltnisse neben stimulatorischen auch inhibitorische Effekte
auf den Sporulationsprozess auszuliben. So inhibiert beispielsweise bei A. tomato die
Bestrahlung mit blauem Licht (450 nm) die Sporenbildung [Corrochano, 2007]. Im Gegensatz
dazu wird bei A. oryzae die Sporulation durch weies Licht (430, 550, 610 nm) und rotes
Licht (610 nm) gehemmt [Hatakeyama et al., 2007].

Je nach Spezies beeinflusst nicht nur die Anwesenheit, sondern auch die Abwesenheit von
Licht die Pilzentwicklung. Die Sporenbildung in Dunkelheit erfolgt in Abhangigkeit von der zur
Verfligung stehenden Kohlenhydratquelle. Untersuchungen mit Hypocrea atroviridis weisen
darauf hin, dass nur bestimmte Kohlenhydrate (z. B. Lactose und Polyole) und organische
Séuren (z. B. Glucoronsaure) die Sporenbildung in Dunkelheit induzieren. Es wird vermutet,
dass diese Kohlenhydratquellen eine niedrige Wachstums- und Stoffwechselrate zur Folge
haben. Folglich gerat der Pilz in einen limitierten Zustand, welcher in Kombination mit
Dunkelheit die Sporulation induziert [Friedl et al., 2008].

Die Fahigkeit Hell- und Dunkelphasen zu unterscheiden, erlaubt filamentésen Pilzen auf den
Tag-Nacht-Rhythmus zu reagieren. In Versuchen mit Neurospora crassa konnte gezeigt
werden, dass der Sporulationsprozess filamentdser Pilze dem circadianen Rhythmus folgt
und etwa alle 24 Stunden Sporen gebildet werden [Liu et al., 2006]. Insgesamt variiert der
Einfluss der Lichtbedingung von Spezies zu Spezies und I&sst sich schwer charakterisieren,
da eine Vielzahl an Photorezeptoren und anderen Regulatoren in die Reaktionskaskade
involviert sind.

Einfluss der Temperatur

Da Aspergilli unterschiedlichste Habitate und Klimazonen besiedeln und damit sehr
schwankenden Bedingungen ausgesetzt sind, verfigen sie (Uber ein breites
Temperaturspektrum, innerhalb dessen Wachstum mdglich ist. Die meisten biotechnologisch
interessanten Aspergilli sind mesophil, d. h. sie kbnnen bei minimal 6 °C und maximal 50 °C
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wachsen, wobei ein Temperaturbereich zwischen 15 und 40 °C als optimal gilt [Kuck et al.,
2009].

Untersuchungen zum Einfluss verschiedener Prozessparameter auf die Bildung und Viabilitat
von A. niger Sporen zeigen, dass die fur den Organismus optimale Wachstumstemperatur
unter Submersbedingungen meist auch das Optimum fiir dessen Sporulationsprozess
darstellt [Bapat et al., 2003]. So wurden maximale Sporenbildungsraten bei 30 °C bestimmt,
was in etwa dem Temperaturoptimum fir das vegetative Hyphenwachstum von A. niger
entspricht. Fur den hier verwendeten Modellorganismus A. ochraceus, konnte auf
Malzextrakt-Medium ein  Wachstumsbereich zwischen 8 bis 37°C mit einem
Temperaturoptimum zwischen 24 bis 30 °C ermittelt werden [Abdel-Hadi et al., 2009;
Suéarez-Quiroz et al., 2004].

In Versuchen mit Sporen von Bacillus subtilis wurde deutlich, dass die Sporulations-
temperatur sowohl die Sporenstruktur als auch deren Eigenschaften beeinflussen kann.
Unter héheren Temperaturen gebildete Sporen wiesen einen deutlich verringerten
Wassergehalt auf, woraus eine erhdhte Resistenz gegeniber feuchter Hitze resultierte.
Ferner waren die Sporen widerstandsfahiger gegentiber verschiedenen Chemikalien wie
H,O, oder Formaldehyd, was auf die temperaturbedingte Anderung der Sporenhiille durch
einen héheren Anteil quervernetzter Muraminsduren zurtickgefihrt werden kann [Melly et al.,
2002].

Einfluss der Inokulumkonzentration

Die Konzentration des Inokulums hat einen direkten Effekt auf das Wachstum filamentdser
Pilze. Gegenstand bisheriger Untersuchungen war insbesondere der Einfluss des Volumens
bzw. der Inokulumkonzentration auf das Aggregationsverhalten, die Morphologie sowie die
Produktbildung im submersen Kultivierungsprozess [Grimm et al., 2004; Kiep, 2010;
Papagianni et al., 2006; Sautour et al., 2003; Sharma et al., 1980; Tucker et al., 1994; Xu et
al., 2000]. In Versuchen mit P.chrysogenum und A. niger wurde bei niedrigen
Sporenkonzentrationen zu Kultivierungsbeginn eine verlangerte lag-Phase beobachtet.
Ebenso zeigte sich beim Start mit sehr hohen Sporenkonzentrationen (> 10" Sporen mL™)
aufgrund einer deutlichen Inhibierung der Sporenkeimung ein verzégertes Wachstum unter
submersen Bedingungen. Zudem scheint die Konzentration des Inokulums sowohl die
Aktivitdt des Metabolismus als auch die Differenzierung der Hyphen zu beeinflussen [Grimm
et al., 2004; Kiep, 2010; Sautour et al., 2003].

Uber die Auswirkung der Inokulumkonzentration auf die Sporenbildung auf Festmedien ist
bisher wenig in der Literatur beschrieben. In Versuchen mit A. parasiticus konnte jedoch bei
der Beobachtung des  Sporulationsverhaltens ein  deutlicher Einfluss  der
Inokulumkonzentration auf die Differenzierung der Hyphen festgestellt werden. Unter
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konstanten Umgebungsbedingungen bildeten sich aus Kulturen, die aus niedrigen
Inokulumkonzentrationen (< 10° Sporen mL”")  hervorgingen, selbst nach langer
Inkubationszeit kaum Konidiophoren, wohingegen Kulturen aus Inokula hd&herer
Konzentration (10*-10° Sporen mL™) wesentlich schneller und reichlicher Sporen bildeten
[Sharma et al., 1980]. Aktuelle Ergebnisse lassen in diesem Zusammenhang auf
regulatorische Netzwerke schlief3en, welche, ahnlich dem Quorum-Sensing bei Prokaryoten,
in Abhéngigkeit von der Sporendichte Zell-Zell-Interaktionen kontrollieren und so die
Sporulation fordern oder hemmen. In diversen Fungi wurden bereits interzellulare
Effektorsubstanzen nachgewiesen, die ab einer bestimmten Zelldichte sekretiert werden und
das vegetative Wachstum und die Konidiophorbildung sowie das Keimungsverhalten und die
morphologische Entwicklung filamentdser Pilze unter submersen Bedingungen beeinflussen
kénnen [Hogan, 2006].

Einfluss der Sporulationsdauer und des Sporenalters

Untersuchungen mit verschiedenen Aspergillus-Arten zeigen, dass der Einfluss der
Sporulationsdauer bzw. des Sporenalters stark von der jeweiligen Spezies abhéngt
[Dantigny et al., 2009]. So ergaben beispielsweise Inokula mit A. niger-Sporen, die nach
neun bis elf Tagen Inkubation geerntet wurden, eine deutlich geringere Citrat-Produktion, als
Sporen mit einer Sporulationsdauer von drei bis sieben Tagen. Zusatzlich bildeten jingere
Sporen mehr Biomasse und wiesen einen hdéheren Substratverbrauch auf [Fernandez
Vergano et al., 1996].

Auch Sporen des filamentésen Pilzes A. fumigatus keimten unter submersen Bedingungen
nach einer Sporulationsdauer von fiinf Tagen besser aus, als nach elf Tagen.

Dessen ungeachtet wurden fir A. flavus keine Unterschiede im Keimungspotential alter und
junger Sporen detektiert [Araujo et al., 2004]. Durch weitere Experimente konnte jedoch der
Trend bestatigt werden, dass die Keimungsgeschwindigkeit mit zunehmender
Sporulationsdauer abnimmt [Dantigny et al., 2009].

Untersuchungen zur Auswirkung des Sporenalters auf die Widerstandsfahigkeit von Sporen
lieferten zum Teil kontrare Ergebnisse. So nahm die Resistenz gegentiber feuchter Hitze bei
A. parasiticus-Sporen mit zunehmendem Alter ab, wahrend bei A. flavus kein derartiger
Effekt beobachtet werden konnte [Doyle et al.,, 1975]. Im Gegensatz dazu wurde eine
Korrelation zwischen Hitzeresistenz und Alter der Sporen bei Talaromyces macrosporus
nachgewiesen [Dijksterhuis et al., 2004].

20

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielfaltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



2 Aktueller Stand der Forschung und Technik

2.4 Bestimmung der Zellviabilitat

2.4.1 FDA-Assay

Die Fahigkeit, Ester zu hydrolysieren, ist unter saprophytischen Bakterien und Pilzen weit
verbreitet. Enzyme, wie Lipasen, Esterasen und Proteasen, die zur Esterhydrolyse fahig
sind, kommen in gro3en Mengen als freie oder membrangebundene Enzyme in mikrobiellen
Zellen vor. Daher gilt die Bestimmung der Aktivitdt dieser Enzyme als gebrduchliche
Methode, um die Zellaktivitat zu quantifizieren [Adam et al., 2001; Schnurer et al., 1982;
Stubberfield et al., 1990]. In diesem Zusammenhang wird der Fluorescein-Diacetat-Assay
(FDA-Assay) vor allem zur Messung der mikrobiellen Aktivitdit von Umweltproben,
beispielsweise von Bdden, eingesetzt [Green et al., 2006]. Aber auch im Bereich der klinisch-
diagnostischen Mikrobiologie und Lebensmittelkontrolle findet dieses Verfahren Anwendung
[Chastain et al., 1990].

Das Prinzip des FDA-Assays besteht in der hydrolytischen Spaltung des farblosen
Substrates Fluorescein-Diacetat (FDA) zu gelb-fluoreszierendem Fluorescein durch
zelleigene Esterasen und Lipasen [Stubberfield et al., 1990]. Dabei diffundiert FDA durch
seinen unpolaren, lipophilen Charakter leicht in die Zelle hinein, in der es anschliel3end durch
Bindung an intrazellulare Enzyme hydrolysiert wird. Das entstehende Fluorescein-Molekl ist
polar und kann nur schlecht aus der Zelle ausgeschleust werden. Infolgedessen Ubersteigt
die Fluorescein-Bildungsrate dessen Exportrate, was zur intrazelluldren Akkumulation von
Fluorescein fuhrt. Die Intensitdt des Fluoresceins dient schlieBlich als Mal fur die Aktivitat
der untersuchten Probe und kann fluorometrisch ermittelt werden. Eine Beschadigung von
Zellen verhindert jedoch diese intrazellulare Aufkonzentrierung, so dass nur intakte Zellen
fluoreszieren [Rotman et al., 1966]. Abbildung 2.5 zeigt schematisch die ablaufende
Reaktion.

(0]
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+
o o
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" Hydrolyse + 2CHsCO0H
_

Abb. 2.5: Enzymatische Umwandlung von FDA zu Fluorescein [Adam et al., 2001].

Lipide kommen in vielen Fallen als Speicherstoffe in Sporen vor und dienen unter anderem
der Energiegewinnung im Keimungsstoffwechsel. So wurden beispielsweise in keimenden
Sporen eine Verénderung der Lipidzusammensetzung und ein Anstieg der Konzentration an
Phospholipiden nachgewiesen. Aus diesem Grund kann ein auf Enzymen des
Fettstoffwechsels basierender Test ein vielversprechendes Mittel zur Bestimmung der
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Viabilitdt von Sporen darstellen. Zudem konnte mit Hilfe dieses Tests ein linearer
Zusammenhang zwischen produziertem Fluorescein und der Zelldichte festgestellt werden
und ermdglichte sogar die Differenzierung zwischen toten und lebenden Sporen [Chastain et
al., 1990; Morozova et al., 2002]. In weiteren Arbeiten zeigte ein Vergleich von Ergebnissen
des FDA-Assays mit Parametern wie der Respirationsrate und dem ATP-Gehalt eine gute
Korrelation [Schnurer et al., 1982; Stubberfield et al., 1990; Yang et al., 1995]. Hinzu kommt,
dass der Test schnell und einfach durchzufiihren ist und FDA in den angewandten
Konzentrationen keine toxische Wirkung auf die Zellen besitzt. Zudem ist bei
Mikroorganismen die Fahigkeit zur FDA-Hydrolyse aufgrund der Unspezifitdt weit verbreitet
und damit eine Anwendbarkeit bei vielen filamentésen Pilzen denkbar [Schnurer et al., 1982].

2.4.2 MTT-Assay
Tetrazoliumsalze sind farblose Derivate, welche durch reduzierende Systeme in stark

fluoreszierendes Formazan umgewandelt werden. Zu solchen reduzierenden Systemen
gehdren unter anderem zellulare Dehydrogenasen wie Succinat- oder NAD(P)H-
Dehydrogenasen [Smith et al., 1997]. Aufgrund dieser Fahigkeit werden sie unter
verschiedensten Forschungsaspekten zur Ermittlung der Zellviabilitat, der metabolischen
Aktivitdt, als Indikator fur oxidative Reaktionen sowie zur Detektion und Lokalisation von
intrazellularen Reduktasen verwendet [Benau et al., 1990; Liu et al., 1997; Marshall et al.,
1995; Prochaska et al., 1988; Satoh et al., 1996; Shearman, 1996; Stellmach et al., 1987].

Im Rahmen von Arzneimittelempfindlichkeitsprifungen werden Tetrazoliumsalze unter
anderem als Indikator fur Zellredox-Aktivitdten eingesetzt [Raut et al., 2008]. Zudem
ermdglicht ihr Einsatz die Bestimmung viabler bakterieller Zellen, wodurch die vielfache
Anwendung der Tetrazolium-Assays zur Detektion mikrobieller Kontaminationen in
Nahrungsmitteln begriindet ist [Beloti et al., 1999; Rodriguez et al., 1992]. Des Weiteren
werden Tetrazolium-Assays zur Erforschung bakterieller Proliferation und mikrobieller
Sensibilitdt genutzt [Tsukatani et al., 2008; Tunney et al., 2004].

Grundsétzlich werden zwei Arten von Tetrazoliumsalzen unterschieden. Die erste Gruppe
umfasst Tetrazoliumderivate, wie 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5 diphenyltetrazoliumbromid
(MTT), 2-(4-lodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-phenyl-2H-tetrazoliumchlorid (INT), 5-Cyano-2,3-
ditolyltetrazoliumchlorid (CTC) und 2,3,5-Triphenyl-2H-tetrazoliumchlorid (TTC), welche
vorwiegend Formazan-Kristalle bilden. Sie besitzen eine positve Ladung und werden als
membranpermeabel beschrieben [Berridge et al., 2005].

Tetrazoliumsalze der zweiten Gruppe, wie Natrium-2,3-bis(2-methyloxy-4-nitro-5-
sulfophenyl)-5-[(phenylamino)-carbonyl]-2H-Tetrazoliumsalz (XTT), Natrium-5-(2,4-disul-
fophenyl)-2-(4-iodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-2H-tetrazoliumsalz (WST-1) und Dinatrium-2,29-
dibenzothiazolyl-5,59-bis[4-di(2-sulfoethyl)carbamoylphenyl]-3,39-(3,39-dimethoxy-4,49-
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biphenylene)-ditetrazoliumsalz (WST-5) bilden dagegen wasserlésliches Formazan. Sie sind
negativ geladen und damit nicht membranpermeabel. Diese Derivate werden hauptsachlich
in Kombination mit Elektronenakzeptoren verwendet, welche die Reduktionsreaktion
stimulieren [Tachon et al., 2009].

Der Prozess der intrazellularen Reduktion von MTT, INT, CTC und TTC wurde vielfach
untersucht [Bernas et al.,, 1999, 2000, 2002, 2004; Berridge et al., 1993, 2005]. Im
Allgemeinen wird das I6sliche und nicht oder nur schwach fluoreszierende Tetrazoliumsalz in
die Zellen aufgenommen und durch Succinat- oder NAD(P)H-Dehydrogenasen zu
unldslichem, stark fluoreszierenden Formazan reduziert. Das Formazan, welches in Form
von Kristallen in aktiven Zellen akkumuliert, kann schlieRlich durch Fluoreszenz-basierte
Verfahren detektiert werden. Dabei kann die ermittelte Fluoreszenzintensitat als direktes
Mal fur die Zellaktivitdt angesehen werden.

Die Anwendbarkeit des Tetrazoliumsalzes MTT auf Pilzsporen wurde bereits anhand
verschiedener Spezies Uberpruft. Stentelaire et al. (2001) gelang es eine Durchfiihrung fur
Penicillium digitatum zu etablieren, die es ermdglicht die Viabilitdt eines Sporensets zu
erfassen. Zudem wurde festgestellt, dass die Ergebnisse des MTT-Assays gut mit den
sogenannten koloniebildenden Einheiten (CFU) korrelieren. Darlber hinaus wurde anhand
von A. niger und Metarhizium flavoviride die Ubertragbarkeit dieser Methode auf andere
Spezies untersucht und ebenso Uber die CFU-Bestimmung verifiziert, wobei die
Enzymaktivitdten sich als stark speziesabhangig erwiesen [Stentelaire et al., 2001]. Damit
stellt sich die Frage, wie aussagekraftig die erhaltenen Ergebnisse sind, da die zur
Validierung und Verifizierung genutzte CFU-Bestimmung selbst einige Fehlerquellen
aufweist und eine exakte Bestimmung der Viabilitat erschwert. In dieser Arbeit soll daher die
Anwendbarkeit des Assays auf den hier verwendeten Modellorganismus A. ochraceus
anhand weiterer Methoden und verschiedener Sporenproben Uberpriift werden.

2.4.3 Lebend/Tot-Viabilititstest

Insbesondere fir prokaryotische Organismen gibt es zahlreiche Viabilitdtstests, die sich
verschiedener Farbstoffe und so auch verschiedener Eigenschaften der Organismen
bedienen. Dabei stitzen sich die meisten Assays auf die verédnderte Membrandurchléssigkeit
abgestorbener Zellen, bei der Farbstoffe nur in Zellen mit defekter Zellmembran
aufgenommen werden kdnnen. Diese Art der Viabilitdtsbestimmung wird unter anderem
durch den Einsatz des ,LIVE/DEAD® BacLight™ Bacterial Viability Kit* (Invitrogen) realisiert.
Bisher wurde diese Methode vorwiegend zur Detektion lebender und toter bakterieller Zellen
eingesetzt [Baena-Ruano et al., 2006; Quéric et al., 2004; Welkos et al., 2004].
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Das LIVE/DEAD® Viability Kit setzt sich aus zwei DNA-interkalierenden Farbstoffen, SYTO 9
Green und Propidiumiodid (Pl), zusammen, welche sich durch ihre spektralen Eigenschaften
und in ihrer Fahigkeit, membranintakte Zellen zu durchdringen, unterscheiden. Wahrend
SYTO 9 Green sowohl intakte als auch defekte Membranen penetriert und damit alle Zellen
anfarbt, kann Pl nur Zellen mit defekter Membran durchdringen und anfarben. Durch
Kombination beider Farbstoffe ergibt sich der Vorteil, dass beide Substanzen bei identischer
Anregungswellenldnge (480 nm) unterschiedliches Licht emittieren. SYTO 9 Green emittiert
Licht der Wellenlange 500 nm und l&sst alle Zellen damit griin erscheinen, wahrend PI
langerwelliges Licht mit 635 nm emittiert, so dass membrandefekte Zellen rot fluoreszieren.
Die Detektion der Fluoreszenz kann unter anderem durch konfokale Laser Scanning
Mikroskopie (CLSM), aber auch mittels Fluoreszenzspektroskopie oder Durchflusszytometrie
erfolgen [Invitrogen, 2004]. Da in toten Zellen sowohl SYTO 9 Green als auch Pl in die DNA
interkalieren, kann es zur Fluoreszenziiberlagerung durch beide Farbstoffe kommen,
wodurch die Zellen gelblich/orange erscheinen. Durch die korrekte Konzentrationseinstellung
der Farbstoffe mit einem PI-Uberschuss kann dies jedoch vermieden werden. Auf diese
Weise kann Pl durch seine hoéhere Affinitdt zur DNA den Farbstoff SYTO 9 Green
verdréangen. Die Verdrédngung ist allerdings nicht vollstédndig, so dass Doppelfarbungen und
damit Fluoreszenziberlagerungen dennoch méglich sind [Stocks, 2004].

Da das LIVE/DEAD® Viability Kit urspriinglich fiir die Anwendung an Prokaryoten entwickelt
wurde, sind Untersuchungen zur Ubertragbarkeit des Tests auf Sporen filamentéser Pilze
von grolem Interesse. In Versuchen mit Colletotrichum gloeosporioides und
Leptosphaeria maculans, die zu den Ascomyceten zadhlen, konnte eine Anwendbarkeit
bestétigt werden, wobei eine klare Unterscheidung lebender (griin) und toter Sporen (rot)
mdglich war (vgl. Abbildung 2.6) [Chen et al., 2002].

Abb. 2.6: Mittels LIVE/DEAD® Viability Kit angefarbte Sporen von (a) Leptosphaeria
maculans bzw. (b) Colletotrichum gloeosporioides. Tote Sporen erscheinen rot, lebende
Sporen fluoreszieren griin [Chen et al., 2002].
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2.4.4 Keimungspotential von Sporen

Die Keimung von Sporen ist essentiell fir den vegetativen Lebenszyklus aller flamentdsen
Pilze. Sie stellt den ersten Schritt des Wachstumsprozesses dieser Organismen dar,
weshalb die Keimféhigkeit, auch Keimungspotential genannt, haufig als Indikator zur
Bestimmung der Viabilitdt von Sporen verwendet wird.

Ranal et al. (2006) stellt die in der Literatur definierten Messgréfien fur die Bewertung der
Keimung gegeniber. Unter diesen verschiedenen Indikatoren scheint die Keimfahigkeit ein
gangiger qualitativer Parameter, welcher auf einer bindaren Antwort (gekeimt/nicht gekeimt)
basiert und haufig in ein quantitatives Attribut (Einheit in Prozent) umgewandelt wird [Ranal
et al., 2006].

Bislang wurde die Sporenkeimung vorwiegend auf Agarmedien oder in Flussigkultur in
Flaschen oder Mikrotiterplatten untersucht [Abdel-Rahim et al., 1985; Araujo et al., 2004,
Pardo et al.,, 2005; Paul et al.,, 1993; Porcel et al., 2006]. Seit kurzem k&énnen auch
Mikroreaktor-Systeme (vgl. Abbildung 2.7) zur Bestimmung des Keimungspotentials unter
submersen Kultivierungsbedingungen eingesetzt werden [Demming et al.,, 2011]. Dabei
handelt es sich um Reaktionssysteme im Mikrolitermalistab, die aus Polydimethylsiloxan
(PDMS) hergestellt werden. Charakteristisch ist die optische Transparenz des PDMS, die fiir
die  Mikroskopie unabdingbar ist, sowie die gute Gasdurchlassigkeit zur
Sauerstoffversorgung der Sporen [Zanzotto et al., 2004].
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Abb. 2.7: Mikroreaktor-System (21 x39 mm?) mit 5 parallel angeordneten Reaktor-
Kammern (Fullvolumen: 9 L) und integrierter Gitter-Matrix [Demming et al., 2011].

Die Untersuchung der Sporenkeimung im oben abgebildeten Mikroreaktor-System weist
entscheidende Vorteile auf [Demming et al., 2011]:

e die Inkubation findet unter submersen Bedingungen, wie sie auch im eigentlichen
Produktionsprozess vorliegen, statt,

o die Eigenschaften des PDMS gewéhrleisten eine ausreichende Sauerstoffver-
sorgung sowie eine nicht-invasive Bildaufnahme wahrend des Keimungsprozesses,
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e die parallele Anordnung finf unabhdngiger Reaktorkammern auf einem System
ermdglicht  5-fach-Bestimmungen bzw. die simultane Untersuchung flinf
verschiedener Sporenproben,

e die integrierte Gitter-Matrix erleichtert die Fokussierung der Sporen in der
Reaktorkammer fur bildanalytische Auswertungen,

e durch niedrige Material- und Herstellungskosten k&nnen Mikroreaktoren als
Einmalartikel verwendet werden.

Die Mikroreaktoren bilden somit eine einfache und kostengiinstige Alternative zur
Bestimmung der Keimungsféhigkeit von Sporen auf Agarmedium oder in Mikrotiterplatten. Im
Rahmen der vorliegenden Arbeit sollen diese Mikroreaktor-Systeme parallel zu den
Methoden zur Sporencharakterisierung eingesetzt werden und einen Anhaltspunkt beziglich
der Viabilitat der Sporenproben geben.

2.4.5 Speicherstoffe in Sporen filamentoser Pilze

Sporen der Aspergillus-Spezies sind grundsétzlich mit einer Vielfalt an Nahrstoffen
ausgestattet, die die Spore dazu befahigen, Energie und Metabolite fiir die ersten
Entwicklungsschritte der erneuten Keimung bereitzustellen.

Asexuell gebildete Sporen verschiedener Aspergilli enthalten neben organischem Stickstoff
einen geringen Lipid- sowie einen hohen Kohlenhydratanteil. Die cytosolische
Kohlenhydratfraktion besteht dabei hauptséchlich aus Polyolen (z. B. Mannitol, Erythritol,
Glycerol) und Zuckern (z. B.Trehalose, Glucose), wobei die Konzentration der jeweiligen
Polyole von den Umgebungsbedingungen und der Entwicklungsphase abhangig ist
[Morozova et al., 2002; Ruijter et al., 2003]. In vielen filamentdsen Pilzen der Aspergillus-
Spezies Uberwiegt jedoch der Anteil des Polyols Mannitol. Fir A. niger-Sporen konnte
beispielsweise nachgewiesen werden, dass Mannitol bis zu 15 % der gesamten
Biotrockenmasse ausmacht [Lewis et al.,, 1967; Morozova et al., 2002; Witteveen et al.,
1995]. In zahlreichen Publikationen wird Uber die Funktion dieses Polyhydroxyalkohols
diskutiert [Diano et al., 2006; Ruijter et al., 2004; Solomon et al., 2006, 2007; Tereshina et
al.,, 2004; Voegele et al., 2005; Witteveen et al., 1995]. Wie bereits im Kapitel 2.3.2
beschrieben, werden Polyole vermehrt unter hyperosmotischen Bedingungen gebildet, um
die intrazelluldare Osmolalitdt der Umgebung anzupassen, und so dem drohenden
Wasserverlust entgegenzuwirken. Dartber hinaus scheint eine bestimmte Konzentration an
Polyolen in den Sporen das Quellverhalten dieser wahrend der frihen Keimungsphase zu
unterstitzen [Hallsworth et al., 1994; Judet et al.,, 2008]. Inwieweit Mannitol als
Osmoregulator fungiert, konnte bisher nicht eindeutig aufgeklart werden. In biochemischen
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Untersuchungen wurde jedoch festgestellt, dass keimfahige Aspergillus-Sporen héhere
Konzentrationen an Mannitol enthalten. Der Vergleich zwischen der chemischen
Zusammensetzung von Sporen, die zur Keimung befahigt sind, und Sporen, die ihre
Fahigkeit zur Keimung verloren haben, zeigte, dass Uber eine Charakterisierung der
cytosolischen Kohlenhydratfraktion von Sporen eine Aussage Uber die Fahigkeit zur
Keimung mdglich ist [Morozova et al., 2002; Tereshina et al., 2004]. In weiteren Versuchen
mit A. oryzae wurde eine kontinuierliche Abnahme der Mannitolkonzentration in der
keimenden Spore gemessen, wobei Mannitol Gber das Enzym Mannitol-Dehydrogenase zu
Fructose umgesetzt wird. Bevor die Spore in der Lage ist, eine externe Kohlenstoffquelle zur
Keimung zu nutzen, scheint Mannitol als Hauptenergiespeicher fir die endogene Respiration
zu fungieren [Corina et al., 1971; d'Enfert, 1997; Jennings, 1995; Morozova et al., 2002;
Ruijter et al., 2003; Smirnoff et al., 1989; Witteveen et al., 1995].

Es wird deutlich, dass Mannitol eine wichtig Rolle als Kohlenstoffverbindung in Sporen
filamentdser Pilze zukommt. Zudem werden eine Reihe weiterer physiologischer Funktionen
beschrieben, in denen Mannitol als Antioxidant, Reduktant und Osmolytikum wesentlich
involviert ist [Ruijter et al., 2004; Witteveen et al., 1995]. Ferner weisen Untersuchungen mit
A. niger darauf hin, dass Mannitol die Widerstandskraft der Sporen gegen Zellschdden und
Stressbedingungen erhéht und der Mannitolgehalt vermutlich die Viabilitdt von Sporen
widerspiegelt [Ruijter et al., 2003; Tereshina et al., 2004]. Damit stellt sich die Frage,
inwieweit die Mannitolkonzentration als Qualitatsindikator von  Seedingkulturen
herangezogen werden kann. Diesbezuglich liegen nach bisherigen Kenntnisstand jedoch
keine aussagekréftigen Ergebnisse vor. Hierzu soll die vorliegende Arbeit einen Beitrag
leisten.
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3 Material und Methoden

3 Material und Methoden

3.1 Verwendeter Mikroorganismus

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ausschlieRlich der Stamm Aspergillus ochraceus Wilhelm
(DSMZ-Nr. 63304) verwendet. Der filamentése Pilz wurde in Kryotrockenkultur von der
Deutschen Sammlung fur Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ, Braunschweig)
bezogen.

3.2 Chemikalien

Bacto Malt Extract™ (Malzextrakt) wurde von Becton, Dickinson and Company (Le Pont de
Claix, Frankreich) bezogen. Norandrostendion (Nor-AD) und 11-a-OH-Norandrostendion
(Nor-OH-AD) sowie Maisquellwasser wurden von Bayer HealthCare Pharmaceuticals
(Bergkamen) bereitgestellt. Alle weiteren Chemikalien wurden von Merck (Darmstadt), Fluka
(Buchs, Schweiz), Sigma-Aldrich (Steinheim) oder Roth (Karlsruhe) bezogen.

3.3 Medien und Lésungen

3.3.1 Festmedien

Zur Sporenanzucht wurden sowohl Komplex- als auch Minimalmedien verwendet, deren
Zusammensetzungen in Tabelle 3.1 bis 3.4 aufgefiihrt sind. Der pH-Wert der Medien wurde
mittels HCI bzw. NaOH auf 5,5 eingestellt und das Medium anschlielend fiir 30 min bei
121 °C autoklaviert.

3.3.1.1 Komplexmedien

Tab. 3.1: Zusammensetzung der Komplexmedien zur Sporenanzucht.

Medium Substanz Endkonzentration
PDA Kartoffel-Dextrose-Agar 39,0 gL’
Uridin 1,0 gL’
Agar 50 gL’
CYA Sucrose 300 gL’
[Atlas, Hefeextrakt 50 gL’
1993] KoHPO, 1,0 gL’
Agar 200 gL’
Czapek-Konzentrat 10,0 mL
NaNOs 300 gL
KClI 50 gL

MgSO, 7H,0 50 gL
FeSO, -7 H,0 01 gL’
ZnS0O, -7 H,0 01 gL
CuSO, -5 H,0 01 gL
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3.3.1.2

Tab.3.1: Zusammensetzung der Komplexmedien zur Sporenanzucht (Fortsetzung).

Medium Substanz Endkonzentration [g L™]
YESA Sucrose 20,0
[Atlas, Hefeextrakt 4,0
1993] KoHPO, 1,0
MgSO4 7 HQO 0,5
Agar 20,0
YPGA Glucose-Monohydrat 22,0
[Atlas, NaCl 20,0
1993] Sojapepton 10,0
Hefeextrakt 10,0
Agar 20,0
MY40GA Glucose-Monohydrat 440,0
[Atlas, Malzextrakt 12,0
1993] Hefeextrakt 3,0
Agar 20,0
MEA' Malzextrakt 30,0
Sojapepton 3,0
Agar 15,0
MEA-B Malzextrakt 30,0
Sojapepton 3,0
Agar 20,0
MEA-C Malzextrakt 50,0
Sojapepton 3,0
Agar 20,0
MEA-D Malzextrakt 50,0
Agar 20,0
MQWA-A Maisquellwasser 10,0
Agar 20,0
MQWA-B Maisquellwasser 10,0
Sojapepton 12,5
Agar 20,0
MQWA-C Maisquellwasser 50,0
Agar 20,0

' Zur Variation des Agaranteils wurden dem MEA-Medium Agar-
konzentrationen von 10 bis 40 g zugesetzt. Zur Veranderung der
Salinitéat im MEA-Medium wurden verschiedene Konzentrationen an

NaCl (0,5 bis 4 M) zugefigt (vgl. Kapitel 3.6.5).

Minimalmedien

Um den Einfluss verschiedener Kohlenstoff- und Stickstoffquellen auf die Sporenbildung zu

untersuchen,

wurde ein Minimalmedium verwendet,

welches entweder

Kohlenstoffquellen oder unterschiedliche Stickstoffverbindungen enthielt.
mensetzungen der Medien sind in Tabelle 3.2 bis 3.4 dargestellt.
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Tab. 3.2: Zusammensetzung der Minimalmedien mit variierender C-Quelle.

1000 mL Medienkomponenten

20 mL 1M MgSO,-Lésung
20,0 mL ASPA-L&sung (siehe Tab. 3.4)

1,0 mL Spurenelement-Lésung (siehe Tab. 3.4)
150 g Agar

30 g NaNO;

40 g C-Anteil

Folgende alleinige Kohlenstoffquellen wurden jeweils zur Sporenanzucht getestet:
Arabinose, Arbutin, Cellobiose, Cellulose, Citronenséure, Fructose, Galactose, Glucose,
Glycerol, Lactose, Maltose, Mannose, Mellibiose, Natrium-Acetat, Starke, Sucrose, Xylose,
a- Ketoglutarat.

Tab. 3.3: Zusammensetzung der Minimalmedien mit variierender N-Quelle.

1000 mL  Medienkomponenten

20 mL 1M MgSO4-Lésung
20,0 mL  ASPA-L&sung (siehe Tab. 3.4)

1,0 mL Spurenelement-Lésung (siehe Tab. 3.4)
150 ¢ Agar
10,0 g Glucose

05 ¢ N-Anteil

Als alleinige Stickstoffquelle wurden Ammoniumnitrat, Ammoniumoxalat, Ammoniumsulfat,
Harnsdure, Harnstoff, Kaliumnitrat, Natriumnitrat, N-Methyl-D-Glucamin,  Xanthin,
a-Aminobuttersdure, Alanin, Arginin, Asparagin, Aspartat, Glutamin, Glutamat, Glycin,
Leucin, Lysin, Methionin, Phenylalanin, Tryptophan, Tyrosin, Isoleucin, Prolin, Serin,
Threonin oder Valin eingesetzt. Da Glutamin und Asparagin wahrend des Autoklavier-
prozesses zersetzt werden, wurden diese Substanzen nach dem Autoklavieren als steril-
filtrierte L6sung dem Minimalmedium zugegeben.

Tab. 3.4: Zusammensetzung der Medienzusétze.

Medienzusatz Konzentration [g L'1] Bestandteile
1 M MgSO, 246,50 MgSO,4 7H,O
ASPA-L6sung 26,11 KCI
Lagerung: 4 °C 74,85 KH,PO,4
- pH 5,5; autoklavieren (30 min, 121 °C)
Spurenelement-Lésung 10,00 EDTA
Lagerung: 4 °C 4,40 ZnS0O, - 7TH,0
1,01 MnCl, - 4H,0
0,32 CuSO, - 5H,0
1,00 FeSO, - 7TH,O
0,32 CoCl, - 6H,0
1,47 CaCl, - 2H,0
0,22 (NH4)6M07024 . 4H20

- pH 4,0; sterilfiltrieren
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Die C-Quelle wurde jeweils getrennt von den anderen Medienbestandteilen autoklaviert.
Dabei wurde das noch hinzuzufigende Volumen der N&hrmedienzusatze (Tab. 3.4)
bertcksichtigt. Die autoklavierten Medienbestandteile wurden anschlielend unter sterilen
Bedingungen zusammen gegeben.

3.3.2 Flussigmedien

Die Kultivierungsmedien wurden nach den in Tabelle 3.5 angegebenen Protokollen
angesetzt. Der pH-Wert des Mediums wurde mittels HCI bzw. NaOH auf pH 5,5 eingestellt
und das Medium anschlief3end fiir 30 min bei 121 °C autoklaviert.

Tab. 3.5: Verwendete Komplexmedien zur Kultivierung.

Medium Substanz Endkonzentration [g L]

MQw Maisquellwasser 10,0
Sojapepton 12,5

ME Malzextrakt 30,0
Sojapepton 3,0

3.4 Stammkonservierung

Die von der DSMZ bezogene Kryotrockenkultur von A. ochraceus wurde zundchst in 5 mL
ME-Medium (Tab. 3.5) resuspendiert. Zur Herstellung der ersten Generation wurden jeweils
150 pL dieser Suspension auf MEA-Medium (Tab. 3.1) in Dunkelheit bei 30 °C (B 6760,
Heraeus, Hanau) inkubiert. Nach 5 Tagen wurden die Sporen mit je 10 mL 0,9 %-iger (w/v)
NaCl-Lésung geerntet und Uber einen Miracloth®-Filter (Porendurchmesser 20 pm,
Calbiochem, La Jolla CA, US) filtriert. Die erhaltene Sporensuspension wurde mit
identischem Volumen 30 %-iger (v/v) Glycerinlésung versetzt (Endkonzentration an Glycerin:
15 % v/v) und in Aliquots zu je 1 mL in KryogefaRRe Uberfihrt. Nach Schockgefrierung in
flissigem Stickstoff wurden die Stockkulturen bei -80 °C gelagert. Ausgehend von diesen
Stammkulturen wurden zunachst Vorkulturen der zweiten Generation auf MEA-Medium
hergestellt, mit der schlieBlich die verschiedenen Sporensets der dritten Generation
angezogen wurden. Mit diesem Vorgehen konnte eine Verfalschung der Ergebnisse durch
Viabilitdts-eingeschrankte Kryo-Sporen ausgeschlossen werden.

3.5 Optimierung der Sporenernte

Zur Optimierung der Herstellung der Sporensuspension galt es zundchst, den Einfluss
verschiedener Erntemethoden hinsichtlich der erzielten Sporenausbeute zu untersuchen. Zur
Sporenanzucht wurden jeweils 1,5 mL einer Sporensuspension der zweiten Generation mit
einer Konzentration von 2,8:10° Sporen mL™ auf MEA-Medium in Petrischalen (Durchmesser
145 mm, H6he: 20 mm, Greiner Bio One, Solingen) bzw. in 1 L-Erlenmeyerkolben fur 8 Tage
bei 24 °C (Certomat® BS-1, Sartorius, Géttingen) inkubiert. Die Sporenernte erfolgte in 25 mL
0,9 %-iger (w/v) NaCl-Lésung nach den in Tabelle 3.6 dargestellten Varianten.
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Tab. 3.6: Ubersicht der verwendeten Erntemethoden.

Erntemethode

A) Abernten mit Spatel von Agarplatte

e Ernte mittels Drahtspatel in 25 mL 0,9 %-iger NaCl-Lésung
e Ernteflache ca. 130 cm?

B) Filtervariante
e Uberfiihrung des Filters in steriles GefaR mit 25 mL 0,9 %-iger
NaCl-Lésung und 10 g Glaskugeln (& 3 mm)
« Schitteldauer: 20 min; Schiittelintensitat: 100 min™
e Ernteflache ca. 130 cm?

C) Abernten mit Glasperlen im 1 L-Erlenmeyerkolben (3 Schikanen)'
e Sporenernte in 25 mL 0,9 %-iger NaCl-Lésung
e J Glasperlen: 0,5 bis 6 mm; Glaskugelmenge: 10 bis 20 g
e Schitteldauer: 20 bis 60 min; Schittelintensitat: 100 min™
e Ernteflache ca. 130 cm?

! Zusatzlich erfolgte die Sporenernte im Kolben mittels Tween versetzter NaCl-Lésung
(Endkonzentration an Tween: 0,1 bis 0,5 % v/v).

3.6 Sporenanzucht unter variierten Sporulationsbedingungen

Zur Sporenanzucht wurden je nach Versuch unterschiedliche Agarmedien auf eine H6he von
1,2-1,5 cm in sterile 1 L-Erlenmeyerkolben mit 3 Schikanen gegossen. Anschlieend wurden
die Agaroberflachen mit jeweils 1,5 mL Sporensuspension (zweite Generation) beimpft,
wobei, wenn nicht anders beschrieben, eine Sporenkonzentration von 2,8-10° mL
eingestellt wurde. Dies entspricht einer Sporendichte von 320 Sporen mm™ Agaroberflache.
Um den Einfluss verschiedener Parameter auf die Sporenbildung und -glte zu analysieren,
wurden verschiedene Bedingungen zur Sporenanzucht eingestellt (vgl. Abbildung 3.1).

Nach der Optimierung des Sporenernte-Verfahrens (vgl. Kapitel 3.5) wurden pro Kolben bzw.
130 cm? Ernteflache 15 g Glasperlen (@ 5mm) in 25 mL steriler 0,9 %-iger (w/v) NaCl-
Lésung verwendet. Zur Abscherung der Sporen von der Agaroberflache wurden die Kolben
fir 20 min bei 100 min™ (Certomat® IS, Auslenkung 50 mm, Sartorius, Géttingen) geschiuittelt.
Nach Filtration Uber einen Miracloth-Filter (Porendurchmesser 20 um, Calbiochem, La Jolla
CA, US) wurde die Konzentration der erhaltenen Sporensuspension durch Messung der
optischen Dichte bei 600 nm bestimmt (vgl. Kapitel 3.7.1).
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Variation der Sporenanzucht beziiglich:

Inkubations- J Inkubations- Licht- Inokulum- Salz- Medien-

dauer tempratur bedingung [ konzentration Jkonzentration zusammensetzung
ab I . Obis 3 M Y v

is 32d 14 bis 40 °C Rotlicht, Licht, 0,1 bis 10000 NaCl (MEA;
(MEA; 24°C; (MEA; 8d; Tagesrhythmus = Sporen mm-2 24°C: 8 d: ’
dunkel; 320 dunkel; 320 (MEA; 24°C; (MEA; 24°C; dunkél' 3’20 o
Sporenmm=2) Sporen mm2) 8d; 320 8 d; dunkel) St ) - Nahrstoffquelle Variation C-Quelle

Sporen mm?2) P - Nahrstoffanteil - Monosaccharide
- Agaranteil - Disaccharide
- Polysaccharide

Variation N-Quelle
- organisch
- anorganisch

Abb. 3.1: Schema der Versuche zur Sporenanzucht unter verschiedenen Bedingungen.

3.6.1 Variation der Inkubationsdauer

Fur die Untersuchung des Einflusses der Inkubationsdauer auf die Sporulation wurden
1,5mL Sporensuspension mit einer Sporenkonzentration von 2,8:10°mL" (zweite
Generation) zum Beimpfen des MEA-Mediums verwendet. Alle Proben wurden in Dunkelheit
bei 24 °C inkubiert. Die Sporen wurden nach 3, 4, 5, 6, 7, 8, 10, 11, 16, 20, 28 und 32 Tagen,
wie unter 3.6 beschrieben, mittels Glasperlen geerntet. AnschlieRend wurden die erzielten
Sporenkonzentrationen der einzelnen Ansatze Uber die Messung der optischen Dichte
bestimmt.

3.6.2 Variation der Inkubationstemperatur

Die Abhangigkeit der Sporulation von der Umgebungstemperatur wurde durch Inkubation der
Versuchsansatze auf MEA-Medium bei Temperaturen zwischen 14 °C und 40 °C (in
Abstanden von 3 °C) untersucht. Dabei wurden die Ansatze wie unter 3.6 beschrieben
beimpft und bei den jeweiligen Temperaturen in Dunkelheit inkubiert. Nach 8 Tagen erfolgte
die Sporenernte und die Bestimmung der Sporenkonzentration der bei verschiedenen
Temperaturen inkubierten Ansatze.

3.6.3 Variation der Lichtbedingung

Zur Untersuchung der Sporenbildung in Abhangigkeit von der Lichtbedingung wurde MEA-
Medium, wie unter 3.6 beschrieben, mit Sporen beimpft und bei verschiedenen
Lichtbedingungen (siehe Tabelle 3.7) bei 24 °C inkubiert. Neben den Ansatzen in Dunkelheit
und bei Rotlicht (780 nm, Infraphil HP 1510, 100 W, Philips, Amsterdam, Niederlande) wurde
der Einfluss standiger und tagesrhythmischer Bestrahlung mit kinstlichem Licht (570 bis
690 nm) untersucht. Die Sporen wurden nach 8 Tagen geerntet und die Konzentration der
verschiedenen Ansétze bestimmt.
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Tab. 3.7: Variation der Lichtbedingung und Dauer pro Tag.

Lichtbedingungen Dauer [h d™]
Dunkelheit 24
Rotlicht 24
Licht 24
Tagesrhythmus (Licht) 9

3.6.4 Variation der Inokulumkonzentration

Um den Einfluss der Inokulumkonzentration auf die Sporenbildung zu untersuchen, wurde
MEA-Medium in sterile 1 L-Erlenmeyerkolben Uberfiihrt. AnschlieRend wurde die
Agaroberflaiche der einzelnen Versuchsansidtze mit Inokulumdichten von 0,1 bis 10*
Sporen mm™ beimpft. Dafiir wurden 1,5 mL Sporensuspension auf den Medien verteilt,
wobei zuvor verschiedene Inokulumkonzentrationen (10°, 10* 10° 10°, 10" und
108 Sporen mL™") in 0,9 %-iger (w/v) NaCl-Lésung eingestellt wurden. Die Inkubation erfolgte
bei 24 °C unter Lichtausschluss. Die Sporen wurden nach 8 Tagen, wie unter 3.6
beschrieben, geerntet und die Sporenkonzentration bestimmt.

3.6.5 Variation des Salzgehaltes des Mediums

Um den Einfluss der Salinitdt des Agarmediums auf die Sporenbildung zu untersuchen,
wurden dem MEA-Medium verschiedene Konzentrationen an NaCl (0,5 M bis 3 M) beigeflgt.
Nach Beimpfen der verschiedenen Ansatze, wie unter 3.6 beschrieben, und 8-tagiger
Inkubation bei 24 °C in Dunkelheit, erfolgte die Sporenernte und die Bestimmung der
Sporenkonzentration. Zur Ermittlung der Osmolalitdt der Medien wurden diese ohne den
Zusatz von Agar hergestellt. Anschlielend wurden 50 yL der verschiedenen Medienansétze
mittels Osmometer (Osmomat 030, Gonotec, Berlin) analysiert. Tabelle 3.8 zeigt die
Osmolalitaten der verschiedenen Medien.

Tab. 3.8: Osmolalitat der verschiedenen Medien ohne Agaranteil.

Medium Osmolalitit [mosmol kg™']
MEA 100
MEA+0,5 M NaCl 1042
MEA+1,0 M NaCl 1956
MEA+1,5 M NaCl 2880
MEA+2,0 M NaCl 3820
MEA+2,5 M NaCl 4730
MEA+3,0 M NaCl 5640
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3.6.6 Variation der Medienzusammensetzung
Sporenbildung auf Komplexmedium

Zunachst wurde in Vorversuchen die Sporenbildung auf verschiedenen komplexen
Agarmedien untersucht. Um den Einfluss der verschiedenen Zusatze des MEA-Mediums auf
die Sporenbildung zu analysieren, wurden variierende Zusammensetzungen des
Komplexmediums bezlglich Agar-, Nahrstoffquelle und -gehalt getestet. Die genauen
Zusammensetzungen der verschiedenen Komplexmedien sind Tabelle 3.1 zu entnehmen.
Die Versuchsdurchfiihrung zur Sporenanzucht erfolgte wie unter 3.6 beschrieben bei 24 °C
unter Lichtausschluss. Die Sporen wurden nach 8 Tagen geerntet und die Konzentration der
verschiedenen Ansétze bestimmt.

Sporenbildung auf Minimalmedium

Um fir die Sporenbildung bevorzugte Nahrstoffquellen aufzudecken, wurden verschiedene
Mono-, Di- und Polysaccharide sowie organische und anorganische Stickstoffquellen zur
Sporenanzucht im Agarmedium eingesetzt. Als Basismedium wurde ein Minimalmedium
verwendet, welches entweder eine variierende Kohlenstoff- oder Stickstoffquelle (C:N-
Verhéltnis 8:1) enthielt. Dazu wurde der jeweilige C- bzw. N-Anteil der Quelle berechnet und
die Substanz fiir einen absoluten C-Anteil von 4 gL" und einen absoluten N-Anteil von
0,5 g L™ entsprechend eingewogen.

Bei der Untersuchung des Einflusses verschiedener C-Quellen kam stets NaNOjz; zum
Einsatz (Tab. 3.2). Bei der Variation der N-Quelle wurde Glucose als C-Quelle eingesetzt
(Tab. 3.3). Da Glucose als primare C-Quelle den Katabolismus anderer im Medium
enthaltener C-Verbindungen weitestgehend reprimiert, kann eine Metabolisierung der
eingesetzten organischen N-Quellen (Aminoséduren) als C-Quelle nahezu ausgeschlossen
werden [Ruijter et al., 1997]. Ein mdglicher Einfluss durch das héhere tatsachliche C:N-
Verhéltnis in diesen Medien wird in der Diskussion bericksichtigt.

Die Versuchsdurchfihrung zur Sporenanzucht erfolgte wie unter 3.6 beschrieben in
Dunkelheit. Die Sporen wurden nach 8 und 11 Tagen geerntet und die Konzentration der
verschiedenen Ansétze bestimmt.

3.7 Charakterisierung der Seedingkulturen

3.7.1 Bestimmung der Sporenkonzentration

Die Konzentrationsbestimmung der Sporen erfolgte Uber die Messung der Optischen Dichte
mittels Photometer (SmartSpecT'\’I 3000, Bio-RAD, Laboratories, Hercules, USA). Um eine
Korrelation zwischen Absorption und Sporenkonzentration aufzustellen, wurden
Verdiinnungen verschiedener Sporensuspensionen von 1:10 bis 1:50 in 0,9 %-iger (w/v)
NaCl-Lésung mittels Thoma-Zahlkammer (Thoma; 0,0025 mm?; Tiefe: 0,1 mm; Blaubrand®,
Brand, Wertheim) ausgezahlt und die Absorption der jeweiligen Verdinnungen bei einer
Wellenldange von 600 nm aufgenommen (vgl. Abb. 3.2).
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Die Regression der Messpunkte ergibt eine Steigung von 2,0-10” mL™, welche im Rahmen
dieser Arbeit zur Berechnung der Sporenkonzentration aus den gemessenen
Absorptionswerten herangezogen wurde.

2,5

2,0

1,5

1,0 4

0,5 -
y = 2,01*x-0,09
R?=0,88
0,0 T T T T T

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

Sporenkonzentration x 107 [mL™]

Absorption bei 600 nm [-]

Abb. 3.2: Korrelation zwischen Sporenkonzentration und Absorption bei 600 nm.

3.7.2 Bestimmung der Sporenaktivitat

3.7.21 MTT-Assay

Zur Ermittlung der respiratorischen Aktivitat einer Probe wurden verschiedene Vorversuche
zur Etablierung und Optimierung des 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium-
bromid (MTT)-Assays durchgefiihrt. Der Nachweis der Aktivitdt beruht dabei auf der
enzymatischen Reduktion des farblosen MTT zu stark fluoreszierendem MTT-Formazan,
welches photometrisch bei 560 nm nachgewiesen werden kann.

Zur Bestimmung einer geeigneten Reaktionslésung wurden Sporen in 0,9 %-iger (w/v)
NaCl-Lésung sowie in 60 mM Phosphatpuffer (pH 7,6) auf die Umsetzung von MTT zu MTT-
Formazan getestet. Gleichzeitig erfolgte eine  Variation der eingesetzten
Sporenkonzentration im Bereich von 107 bis 2:10® Sporen mL™", um Aussagen uber die fir
den Assay minimal bendtigte bzw. optimale Sporenkonzentration treffen zu kénnen. Als
Negativkontrolle dienten autoklavierte Sporen (30 min, 121°C).

Zur Uberprifung der Detektierbarkeit sowohl aktiver als auch inaktiver Seedingkulturen
wurden tote und lebende Sporen in definierten Verhéltnissen miteinander vermischt und auf
ihre respiratorische Aktivitédt getestet. Das Verfahren zur Validierung des MTT-Assays wurde
mit unterschiedlich abgetéteten Sporen (a: Hitzebehandlung bei 121 °C, 30 min; b: UV-Licht-
Behandlung bei 254 nm, 1 h) durchgefuhrt. Die vollstdndige Inaktivierung der Sporen wurde
durch Ausstreichen auf MEA-Medium sowie mittels Lebend/Tot-Viabilitdtstest (vgl. Kapitel
3.7.4.1) Uberprift.
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Nach der Optimierung und Validierung des Assays erfolgte die Vermessung der
verschiedenen Sporenproben. Dazu wurden die in 0,9 %-iger (w/v) NaCl-Lésung
suspendierten Sporen fiir 10 min bei 13.000 min™ (Centrifuge 5415 R, Eppendorf, Hamburg)
zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Sporensediment im gleichen Volumen 60 mM
Phosphatpuffer (pH 7,6) resuspendiert. Die Konzentration der Sporensuspension wurde
erneut durch Messung der optischen Dichte bei 600 nm bestimmt, wobei als Blindwert
Phosphatpuffer verwendet wurde.

Pro Ansatz wurden 250 uL der MTT-Lésung (7 g L™ in 60 mM Phosphatpuffer, pH 7,6) in
einem 2 mL-Reaktionsgefal® fir 10 min bei 50 °C (Thermoblock TB1, Biometra, Géttingen)
vortemperiert. Daraufhin wurden 250 yL der Sporensuspension, welche zuvor mittels
Phosphatpuffer auf eine Konzentration von 10®SporenmL™ eingestellt wurde,
hinzugegeben. Nach 10-minitiger Inkubation bei 50 °C wurde die Reaktion durch Zugabe
von 500 yL 1 M HCI abgestoppt. Um Uberschissiges MTT abzutrennen, wurden die Proben
fur 10 min bei 5.000 min”" und 25 °C zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Die
Extraktion des MTT-Formazans aus den Sporen erfolgte durch Zugabe von 2 mL 2-Propanol
und anschlieendem leichten Vermischen. Um die Vollstédndigkeit der Extraktion zu
gewahrleisten, wurden die Proben fiir weitere 10 min bei 25°C und 800 min” im
Schiittelblock (MHL 20, HLC, Bovenden) inkubiert. Zur Abtrennung fester Bestandteile wurde
im Anschluss 5 min bei 5.000 min™ und 25 °C zentrifugiert. Je 1 mL des Uberstands wurde in
eine Klvette Gberfuhrt und photometrisch bei einer Wellenlange von 560 nm vermessen. Als
Blindwert diente 2-Propanol. Um Verfalschungen der Ergebnisse durch unspezifische
Reaktionen der Sporen zu vermeiden, wurde ein Kontrollansatz vermessen, der
ausschlielllich Sporen in Phosphatpuffer ohne MTT enthielt. Anschlielend wurde dieser
Ansatz analog der Proben weiter aufgearbeitet. Der OD-Wert der Kontrolle wurde von den
OD-Werten der Proben subtrahiert. Pro Ansatz wurden drei biologische und jeweils drei
technische Replikate vermessen.

3.7.2.2 FDA-Assay

Der Fluorescein-Diacetat (FDA)-Assay dient der Ermittlung der enzymatischen Aktivitat einer
Probe. Dabei wird Fluorescein-Diacetat in die Zellen aufgenommen und durch Proteasen,
Lipasen und Esterasen zu Fluorescein hydrolysiert. Die Fluoreszenzintensitat kann
schlieBlich fluorometrisch bei einer Anregungswellenldnge von 485 nm gemessen werden.

Fur die Bestimmung der enzymatischen Aktivitdt keimender Sporen unter submersen
Bedingungen wurden basierend auf der Methode von Adam und Duncan (2001), in
Vorversuchen zunachst die optimale FDA-Konzentration, Inkubationszeit und Methode zur
Extraktion des Fluoresceins untersucht [Adam et al., 2001]. Um maximale Fluoreszenzen zu
erhalten, wurden neben der Variation der Wellenlénge des Emissionsfilters (510 nm und
538 nm) unterschiedliche Resuspensionsliésungen verwendet. Dazu wurden sowohl 60 mM
Phosphatpuffer (pH 7,6) mit und ohne Zusatz von 150 mM NaCl, KCI oder MgCl, als auch
0,9 und 2 %-ige (w/v) NaCl-Lésungen auf ihre Anwendbarkeit als Resuspensionslésung
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Uberprift. Als Inokulum dienten Sporen, die nach 8 Tagen Inkubation bei 24 °C auf MEA-
Medium angezogen wurden.

Zur Bestimmung der Biomasseaktivitdt in den ersten Stunden submerser Kultivierungen
wurden 30 mL ME-Medium (Tab. 3.5) in 100 mL-Erlenmeyerkolben (3 Schikanen) mit einer
Sporenkonzentration von 10° mL" beimpft und bei 24 °C und 130 min” in Dunkelheit
inkubiert. Die Probenahme erfolgte nach 0, 3, 6 und 10 h in Doppelbestimmung. Je Ansatz
wurden 2 mL Probe entnommen und 3 min bei 13.000 min™ zentrifugiert. Das Zellsediment
wurde nach Verwerfen des Uberstands in 1 mL 60 mM Phosphatpuffer resuspendiert und mit
10 pL FDA-Lésung (2 g L™ in Aceton) versetzt. Nach leichtem Homogenisieren erfolgte die
Inkubation fiir 30 min bei 30 °C und 800 min” im Schittelblock. Nach Zugabe von 1 mL
Chloroform:Methanol (v/v 2:1) und anschlieRendem Homogenisieren wurde die Probe 5 min
bei 13.000 min™ und 4 °C zentrifugiert. Aus der oberen wassrigen Phase wurden 100 pL in
eine schwarze 96-Well-Platte (F96 MicroWell™ Plates, Thermo Fisher Scientific, Waltham
MA, USA) Gberfiihrt und die relative Fluoreszenzintensitat mittels Fluorometer (Fluoroskan-
Ascent 100-240V, Thermo Fisher Scientific, Waltham MA, USA) bei einer Anregungs-
wellenldange von 485 nm und einer Emissionswellenldnge von 538 nm als 4-fach
Bestimmung vermessen. Vor jedem Messschritt wurden die Proben bei 540 min™ fir 3's
geschittelt. Die ermittelte relative Fluoreszenzintensitdt (dargestellt als relative Fluoreszenz
Einheit RFU) ist ein Mal3 fur die enzymatische Aktivitdt der keimenden Sporen und
dokumentiert, aufgetragen gegen die Inkubationszeit, den Verlauf der Sporenaktivitat in der
frihen Phase submerser Kultivierung. Um die Eigenfluoreszenz der Sporen und des ME-
Mediums sowie die Selbsthydrolyse von FDA zu berlcksichtigen, wurden zwei
Kontrollansatze gewahlt: Ein Ansatz enthielt ausschlieRlich 2:10° Sporen in 1 mL
Phosphatpuffer und wurde ohne FDA inkubiert. Ein weiterer Ansatz enthielt 2 mL ME-
Medium, jedoch keine Sporen und wurde auf die gleiche Weise wie die Proben mit FDA
inkubiert. Dieser zweite Blindwert diente sowohl der Bestimmung der Fluoreszenz von ME-
Medium und FDA als auch der Ermittlung der aus mdglichen Wechselwirkungen zwischen
Medium und FDA resultierenden Fluoreszenz. Zur Auswertung wurden die RFU-Mittelwerte
der 4-fach-Bestimmung abztiglich der Blindwerte gegen die Kultivierungszeit aufgetragen.

3.7.3 Bestimmung des Keimungspotentials von Sporen

Zur Bestimmung des  Sporenkeimungspotentials wurden  Mikroreaktor-Systeme
(Volumen = 9 L, Institut fir Mikrotechnik, TU Braunschweig) mit integrierter Gitter-Struktur
verwendet. Diese wurden mittels tiefen- und softlithographischer Verfahren, durch
Abformung eines Polymers (Poly(dimethylsiloxan), Sylgard® 184 Elastomer Kit, Dow
Corning Corp., Midland, MI, USA) mit einem formgebenden Master aus SU-8 (MicroChem.
Corp., Newton, MA, USA) hergestellt und nach einer Sauerstoff-Plasmaaktivierung auf einen
Glastrager gebondet [Demming et al., 2011].
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Zum Beflllen des Mikroreaktors wurden Kanilen (100 Stericon, & 0,08 x 25 mm, Braun,
Melsungen) beidseitig in die schmalen Zuldufe der Kammern geschoben und mit einer
Silikonkautschukverbindung (692-542, RS Components, Gmiind, Osterreich) abgedichtet.
Zur Bestimmung des Sporenkeimungspotentials wurden 5 mL ME-Medium (Tab. 3.5)
sterilfiltriert  (Minisart, PorengréRe 0,2 ym, Sartorius, Goéttingen) und mit einer
Sporenkonzentration von 1:10° mL” beimpft. Nach Desinfektion der Reaktorkammern fiir
2 min mit 70 %-igem Ethanol, wurden diese zunachst mit ME-Medium und schlie3lich mit
100 pL inokuliertem Medium beflllt. Die Kanilen wurden Uber Luer-Lock-Verbindungen
(Novodirect GmbH, Kehl) und Schlduche mit einem mit Medium geflllten Gefald verbunden.
Der hydrostatische Druck, der sich durch den FlUssigkeitsstand in dem Gefa} aufbaut,
verhindert die Austrocknung und Blasenbildung im Mikroreaktor wéhrend der Kultivierung.
Das Mikroreaktor-System wurde anschliefiend unter dem Mikroskop (Axioscop, Zeiss, Jena)
positioniert. Abbildung 3.3 zeigt den schematischen Aufbau des Versuchsstandes.

Medium
Kamera
Ablauf

Mikroskop
Schlauch

Reaktorkammer | ﬂ = Mlkroreaktor&\
171218
Gitter-Matrix — 1 A | § 3
q ‘AJ : ‘J Luer-Lock
.l
L e -l e ) =i
keimende Spore < ay T
3 I dl
(100 pm Ir_)aﬁL 5.

Abb. 3.3: Mikroreaktor-System mit 5 parallelen Reaktorkammern und eine vergrof3erte Aufnahme der
Gitter-Matrix mit keimenden Sporen (links), Aufbau des Versuchsstandes fir die Aufnahme der
Sporenkeimung (rechts) [Demming et al., 2011].

Wéhrend der Kultivierung wurde die Temperatur im Mikroreaktor konstant auf 24 °C
eingestellt und in einstlindigen Abstanden mittels integrierter Mikroskopkamera (Axioscop
MRc, Zeiss, Jena) bei 20-facher VergrélRerung eine Bildreihe der keimenden Sporen
aufgenommen. Zur Auswertung wurde der prozentuale Anteil ausgekeimter Sporen zur
Gesamtsporenzahl im Mikroreaktor Uber der Kultivierungszeit aufgetragen.
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3.7.4 Bestimmung der Sporenbeschaffenheit

3.7.41 Lebend/Tot-Viabilitatstest

Das LIVE/DEAD® BacLight™ Bacterial Viability Kit (Invitrogen, Carlsbad CA, USA)
ermdglicht durch die unterschiedlichen Fluoreszenz-Eigenschaften der Farbstoffe SYTO 9
Green und Propidiumiodid (PIl) eine optische Differenzierung intakter und defekter Zellen
anhand ihrer Membranintegritat. Wahrend SYTO 9 Green alle Membranen passieren kann
und alle Zellen im konfokalen Laser Scanning Mikroskop (CLSM) griin erscheinen l&sst,
kann PI nur defekte Membranen durchdringen und diese Zellen rot anfarben.

Um eine Ubertragbarkeit des Assays auf Sporen von A. ochraceus zu untersuchen, wurden
verschiedene Vorversuche durchgefilhrt. Dabei fand unter anderem eine Variation der
Farbstoffkonzentration sowie der Inkubationsdauer und -temperatur statt. Gleichzeitig
erfolgte eine Variation der eingesetzten Sporenkonzentration, um Aussagen Uber die fir den
Assay minimal bendtigte bzw. optimale Sporenkonzentration treffen zu kénnen.

Der Test wurde schlieRBlich nach folgendem Protokoll durchgefihrt: Zunachst wurden
identische Volumina an SYTO 9 Green (3,34 mM) und Pl (20 mM) frisch vor jeder
Versuchsreihe miteinander vermischt. Zuvor wurden die zu untersuchenden Proben mit
0,9 %-iger (w/v) NaCl-Lésung auf eine Sporenkonzentration von 510’ mL™" eingestellt. Im
nachsten Schritt wurden 3 uL des Reaktionsgemisches (SYTO 9 Green und Pl) zu jeweils
1 mL Sporensuspension gegeben und 10 min bei Raumtemperatur, dunkel und unter
vorsichtigem Schitteln inkubiert. Schliellich wurden 10 uL einer Probe mittels CLSM (Laser
Scanning System LSM 510, Zeiss, Jena) mikroskopiert. Die Anregung der Farbstoffe erfolgte
bei einer Wellenlange von 480 nm. Pro Versuchsansatz wurden zwei biologische Replikate
vermessen, wobei jeweils 10 Bildausschnitte (230 bis 300 Sporen) aufgenommen wurden.
Die Auswertung erfolgte mit Hilfe der Volocity-Bildanalyse-Software (Volocity 4.1.0.179,
Perkin Elmer, Waltham MA, USA), wobei die Gesamtanzahl der Sporen pro Bild sowie die
Anzahl der membrandefekten Sporen (rot) bei inaktivem SYTO 9 Green-Fluoreszenzkanal
bestimmt wurden. Fir die Darstellung der Ergebnisse wurde der prozentuale Anteil
membranintakter bzw. -defekter Sporen zur Gesamtsporenanzahl gewahlt. Die Einstellungen
des CLSM bzw. der Volocity-Bildanalyse-Software sind in Tabelle 3.9 und 3.10 dargestellt.

Tab. 3.9: CLSM-Einstellungen zur Bestimmung der Sporenbeschaffenheit.

Objektiv: 40x/1,20 W Korr-Objektiv

Laser: Argon (5,3 A)

Detektor: Meta-Detektor

Exzitation: 488 nm

Emissionsfilter: Pl (rot): 590-635; SYTO 9 (griin): 500-530

Pinhole: Pl (rot): 82 ym; SYTO 9 (griin): 70 ym

Aufnahme: Aufnahmegeschwindigkeit: 7 s
Aufnahmezeit: 15,73 s

Scan mode: Plane, 8 bit

Stack size: 1024 x 1024 x 1 (225 pm x 0,22 ym x O pm)

Scaling: 0,22 pm x 0,22 ym x 1,00 ym
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Tab. 3.10: Volocity-Bildanalyse-Einstellungen zur Bestimmung der Sporenbeschaffenheit.

Parameter Einstellung
Rot-Fluoreszenzkanal

Find objects by % intensity: Lower: 30; Upper: 100
Separate touching objects: Object size guide: 1 me
Exclude objects by size: <5pm?

Griin-Fluoreszenzkanal

Find objects by % intensity: Lower: 10; Upper: 100
Separate touching objects: Object size guide: 1 um?
Exclude objects by size: <5pum?

3.7.4.2 Bestimmung der Kohlenhydrat- und Polyolkonzentration

Die Kohlenhydrat- und Polyolkonzentration in den Sporen wurde mittels High Performance
Liquid Chromatography (HPLC) bestimmt. Um gleiche Ausgangsbedingungen zu
gewahrleisten, wurden die zu untersuchenden Sporenproben auf eine Konzentration von
1-10® Sporen mL™" in 0,9 %-iger NaCl-Lésung eingestellt. Nach Zentrifugation der einzelnen
Ansétze fur 3 min bei 13.000 min” wurde der Uberstand entfernt und das Sporenpellet im
gleichen Volumen steriler 0,9 %-iger NaCl-Lésung resuspendiert. AnschlieBend wurde
jeweils 1 mL Sporensuspension 10 min bei 100 °C inkubiert und fir 5 min bei 13.000 min™
zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefaR Uberfiihrt und erneut 5 min
bei 13.000 min™" zentrifugiert. Im Anschluss wurden je 500 uL des erhaltenen Uberstandes in
HPLC-Vials Uberfihrt und chromatographisch vermessen. Um den Gehalt an
Kohlenhydraten und Polyolen zu bestimmen, kamen zwei HPLC-Systeme (ELITE
LaChrom™ Merck-Hitachi, Darmstadt) zum Einsatz. Die technischen Daten und
Betriebsparameter der verwendeten HPLC-Anlagen sowie die jeweiligen Retentionszeiten
der Zucker und Polyole sind in Tabelle 3.11 bis 3.13 aufgelistet.

Tab. 3.11: Technische Daten der verwendeten HPLC-Anlagen.

HPLC-Anlage 1 HPLC-Anlage 2
Vorséule: Varian Metacarb 87C Guard Micro-Guard Cation-H Cartridge
(50 mm x 4,6 mm)’ (30 mm x 4,6 mm)?
Trennsaule: Varian Metacarb 87C Bio-RAD Aminex HPX-87H
(300 mm x 7,8 mm)’ (300 mm x 7,8 mm)?
Pumpe: L-2130, isokratisch; L-2130, isokratisch;
LaChrom ELITE LaChrom ELITE
Detektor: RI-Detektor L-2490; RI-Detektor L-2490,
LaChrom ELITE UV-Detektor L-2400 (210 nm);
LaChrom ELITE
Saulenofen: L-2350; LaChrom ELITE L-2350; LaChrom ELITE
Autosampler: L-2200; LaChrom ELITE L-2200; LaChrom ELITE

! Varian, Santa Clara, USA; 2 Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA
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Tab. 3.12: Betriebsparameter der verwendeten HPLC-Anlagen.

HPLC-Anlage 1 HPLC-Anlage 2
Temperatur: 85und 50 °C 45 °C
Laufmittel: steriles deionisiertes Wasser 12,5 mM H,SO,
Flussrate: 0,6 mL min™ 0,5 mL min™
Injektionsvolumen: 20 yL 20 yL

Tab. 3.13: Retentionszeiten der gemessenen Zucker und Polyole.

HPLC-Anlage 1 HPLC-Anlage 2

Substanz Retentionszeit [min] Retentionszeit [min]

85°C 50 °C 45 °C
Trehalose 8,8 14,7 9,2
Glucose 10,6 17,2 10,7
Fructose 13,0 24,2 11,9
Erythritol 15,3 27,4 13,8
Glycerol 16,0 28,8 15,8
Mannitol 16,6 32,5 11,8
Sorbitol 19,9 39,0 12,3

Die Bestimmung der Konzentration der zu analysierenden Substanzen erfolgte Uber die
Berechnung der Peakflache mit Hilfe der Auswertesoftware EZChrom Elite. Dafur wurden
zunachst Standardlésungen bekannter Konzentration im Bereich von 0,01 bis O,SgL'1
vermessen.

3.7.5 Biomassewachstum und Produktivitdt in submerser Kultivierung

Zur Charakterisierung des Wachstums und der Produktivitat der verschieden hergestellten
Sporenproben, wurden diese unter submersen Bedingungen in MQW-Medium (Tab. 3.5)
kultiviert. Die Bestimmung der Produktivitat erfolgte anhand der spezifischen Hydroxylierung
der Steroid-Vorstufe Norandrostendion (Nor-AD) zu 11-a-OH-Norandrostendion (Nor-OH-
AD). Dazu galt es zunéachst, den industriellen Produktionsprozess in den Labor-Mafstab zu
Ubertragen, die Analysemethoden zum spezifischen Edukt-Produkt-Nachweis zu validieren
und mogliche Methoden zur Bestimmung des Wachstums wunter submersen
Kultivierungsbedingungen zu etablieren.

Fur das scale-down des Produktionsprozesses wurden zunachst Vorversuche im 100 mL-
Schuttelkolben durchgefihrt. Nach Variation verschiedener Kultivierungsparameter
(Schuttelfrequenz: 100 bis 180 min™; Start-pH des Flussigmediums: pH 3,5, pH 5,5 und
pH 7,5; Inokulumkonzentration: 10*bis 10 Sporen mL™") ergaben sich optimale Kulti-
vierungsbedingungen mit hohem Biomassewachstum in MQW-Medium mit einem Start-pH-
Wert von 5,5 und bei einer Schiittelfrequenz von 130 min™. Weiterhin erwies sich eine
Inokulumkonzentration von 10° Sporen mL™" als optimal, um Probenahmen in allen
Wachstumsphasen und innerhalb des zeitlichen Versuchsrahmens zu erméglichen.
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Der im Rahmen dieser Arbeit eingesetzte Wildtypstamm von A. ochraceus wies keine
geschlossene Edukt-Produkt-Bilanz der Biotransformation von Nor-AD auf. In Abbildung 3.4
wird die Bildung eines Nebenproduktes bestétigt, wobei es sich dabei um eine dem Produkt
strukturell sehr &hnliche Verbindung, vermutlich 6-p-11-a-OH-Norandrostendion, handelt. Um
die gesamte Transformationsleistung des Stammes zu bericksichtigen, wird in der
vorliegenden Arbeit an Stelle der Produkt- und Nebenproduktbildung der relative Edukt-
umsatz dargestellt.

100 |

mAU

Retentionszeit [min]

Abb. 3.4: Beispielhaftes HPLC-Chromatogramm einer Probe nach 58 h Kultivierung (MQW-Medium;
24 °C; 130 min™'; Dunkelheit).

Fur die Untersuchung des Wachstums und der Produktivitdt der verschieden hergestellten
Sporenproben wurde eine Eduktkonzentration von 2gL’ im Kultivierungsmedium
eingestellt. Daflir wurden zunachst 1 g Nor-AD in 6 mL Dimethylformamid (DMF) gel&st und
anschlielend langsam unter Ruhren zu 494 mL MQW-Medium hinzugegeben. Nach
Inokulation des Kultivierungsmediums mit 1-10° Sporen mL" wurden je 30 mL in sterile
100 mL-Erlenmeyerkolben (mit 3 Schikanen) verteilt. Die Inkubation erfolgte bei 130 min™
und 24 °C. Die Proben wurden zu verschiedenen Zeitpunkten entnommen und fiir 2 min bei
13.500 min™ mittels Ultra-Turrax (Janke & Kunkel, IKA Labortechnik, Staufen) dispergiert.
Vor und nach dem Dispergieren wurde der pH-Wert der Kulturbriihe gemessen. Zur
Bestimmung der Edukt- bzw. Produktkonzentration wurden je 5 mL der dispergierten Probe
unter Rihren in 50 mL-Zentrifugenréhrchen mit 15 mL Methanol:Essigsaure (v/v 99:1)
Uberfuhrt und bis zur Weiterverarbeitung (vgl. Kapitel 3.7.5.2) bei -20 °C gelagert. Die
verbleibenden 20 mL der Probe dienten der Bestimmung der Biotrockenmasse (BTM) (vgl.
Kapitel 3.7.5.1).
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3.7.5.1 Bestimmung der Biotrockenmasse (BTM)-Konzentration

Zur Untersuchung des Wachstums von A. ochraceus wahrend der submersen Kultivierung
wurde die BTM-Konzentration gravimetrisch bestimmt. Dafir wurden zundchst Rundfilter
(Filter Discs, Grade 389, Sartorius Stedim Biotech, Géttingen) fiir 24 h bei 105 °C (UT 6420,
Heraeus, Hanau) getrocknet. Nach 2-stiindigem Abkuhlen der Filter im Exsikkator (Duran,
Mainz), wurde das Leergewicht mit einer Feinwaage (CD 225D, Sartorius, Goéttingen)
ermittelt.

Zur Bestimmung der BTM wurden je 10 mL der aufgeschlossenen Probe unter Rihren
entnommen und Uber einen vorbereiteten Filter bei angelegtem Vakuum filtriert. Nach
Trocknung der beladenen Filter fir 2 Tage bei 105 °C und 2-stlindigem Abkihlen im
Exsikkator wurden die Filter ausgewogen und die BTM-Konzentration aus der
Gewichtsdifferenz zwischen beladenen und leeren Filtern bezogen auf 1 L Kulturmedium
berechnet.

Im Gegensatz zum Produkt (Nor-OH-AD) kristallisiert das Edukt (Nor-AD) bereits in geringen
Konzentrationen im MQW-Medium aus, so dass vor allem die Anfangs-BTM-Werte in
submerser Kultivierung tber den tatséchlichen BTM-Konzentrationen liegen.

In Vorversuchen wurde daher zunachst bei verschieden eingestellten Eduktkonzentrationen
(0,2-2gL") im MQW-Medium jeweils die geléste Eduktkonzentration, die tats&chliche
Eduktgesamtkonzentration sowie die auskristallisierte Eduktmasse bestimmt. Fur alle
Ansitze ergab sich eine geldste Eduktkonzentration von 0,27 + 0,02 g L. Die Berechnung
des auskristallisierten Eduktanteils pro Probe erfolgte durch Subtraktion der geldsten
Eduktkonzentration von der tatsachlichen Eduktgesamtkonzentration. Anschliellend wurde
dieser Wert von der jeweils ermittelten BTM-Konzentration abgezogen und damit die
tatsachliche BTM-Konzentration berechnet.

3.7.5.2 Bestimmung der Edukt- und Produktkonzentration

Die Nor-AD- und Nor-OH-AD-Konzentration wurde chromatographisch bestimmt. Hierzu
wurden die bei -20 °C gelagerten Proben kurz vor der Messung aufgearbeitet. Nach
15-minutiger Behandlung im Ultraschallbad wurden je 2 mL Probe entnommen und 5 min bei
13.000 min™ und 4 °C zentrifugiert. Vom Uberstand wurden 500 yL mit 1350 pL
Methanol:Essigsaure (v/v 99:1) verdinnt und erneut fiir 1 min bei 13.000 min™ und 4 °C
zentrifugiert. AbschlieRend wurden je Probe 500 yL des Uberstandes in Vials Uberfiihrt,
diese mit geschlossenen Septen versehen und die Edukt- bzw. Produktkonzentration mittels
HPLC-System (ELITE LaChrom™, Merck-Hitachi, Darmstadt) unmittelbar bestimmt.

Die Nor-AD- und Nor-OH-AD-Konzentration der Proben wurde durch die gleichzeitige
Vermessung einer Standardreihe mit bekannten Konzentrationen im Bereich von 0,1 -
0,5gL" ermittelt. Zur Herstellung der Standardlésung wurden die verschiedenen
Konzentrationen in einem Methanol:Essigsdure:Wasser (v/v/v 89:1:10)-Gemisch gel6st. Die
technischen Daten der HPLC-Anlage sowie die Betriebsparameter sind in Tabelle 3.14
aufgelistet. In Tabelle 3.15 ist der fur die Quantifizierung von Edukt und Produkt angewandte
Gradient der Laufmittel aufgefiihrt.
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Tab. 3.14: Technische Daten und Betriebsparameter der Edukt- und Produkt-HPLC.

Technische Daten

Vorsaule: Hypersil ODS (50 mm x 4,6 mm)?

Trennséule: Hypersil ODS (250 mm x 4,6 mm)3

Pumpe: L-2130, Hochdruckgradientensystem; LaChrom ELITE
Detektor: Diodenarray- Detektor L-2455; LaChrom ELITE
Séaulenofen: L-2350; LaChrom ELITE

Autosampler: L-2200; LaChrom ELITE

Betriebsparameter

Temperatur: 40 °C

Laufmittel: steriles deionisiertes Wasser (75 %), Acetonitril (25 %)
Flussrate: 1,5 mL min™

Injektionsvolumen: 5L

% Thermo Fisher Scientific, Waltham MA, USA

Tab. 3.15: Zeitlicher Gradientenverlauf der verwendeten
Laufmittel fur die Auftrennung von Edukt und Produkt.

Zeit [min] Wasser [%] Acetonitril [%]
0 75 25

10 75 25

16 40 60

20 40 60

21 75 25
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Optimierung der Sporenernte

In Produktionsprozessen mit filamentésen Pilzen besteht die Mdglichkeit, Uber die
Sporenkonzentration im Inokulum die morphologische Entwicklung der Kultur zu myzel- oder
pelletférmigen Wachstum unter submersen Bedingungen zu beeinflussen. Die
unterschiedlichen Morphologieformen haben wiederum verschiedene Produktivitaten zur
Folge, da diese sowohl die Synthese als auch die Sekretion des Produktes beeinflussen. [El-
Enshasy et al., 2006; Haack et al., 2006; Hille et al., 2005; Kiep, 2010; Krull et al., 2010;
Papagianni, 2004]. Dementsprechend ist es wichtig, die Kultivierung mit konstanten
Sporenkonzentrationen im Inokulum 2zu starten, um die Reproduzierbarkeit von
Produktionsprozessen aufrechtzuerhalten.

Um stetig ausreichend hohe Sporenkonzentrationen vor allem fiir groRe Kultivierungs-
malfistdbe im industriellen Bereich mit Kultivierungsvolumina von mehreren hundert
Kubikmetern, zu erhalten, stand in diesem Versuchsteil die Verbesserung der Erntemethode
im Vordergrund. Weiterhin galt es, die Praktikabilitdt der verschiedenen Erntemethoden
beziglich der Ubertragbarkeit in die industrielle Anwendung zu optimieren. Ziel war es
schlieBlich, eine standardisierte Sporenerntemethode mit gleichbleibender oder erhdhter
Sporenkonzentration zu entwickeln. Dazu wurden verschiedene Erntemethoden, wie bereits
in Kapitel 3.5 beschrieben, hinsichtlich der erzielbaren Sporenausbeute untersucht (vgl.
Abbildung 4.1 und 4.2).

T 4 a) < 4 A b)
- 3 =
E i E
© ©
S 3 : S 3
x x
3 i o i
22 2 ._\) 2 2
g g
© R s ©
S s c
g 11 2 1
3 2
N ’
0 0 -
Filter Spatel Kugeln 0,5 1 3 4 5 6

Kugeldurchmesser [mm)]

Abb. 4.1: (a) Sporenausbeute in Abhangigkeit von der Erntemethode mit Filter, Spatel oder Glas-
kugeln im Kolben (d= 3 mm, 10g, 20 min). (b) Sporenausbeute bei der Ernte im Kolben in
Abhangigkeit vom Kugeldurchmesser (9= 0,5 - 6 mm, 10 g, 20 min).
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Abbildung 4.1-a) zeigt deutlich, dass die Sporenanzucht mit Hilfe eines auf der
Agaroberflache praparierten Filtertuches und anschlieliendem Ernten durch Abschitteln der
Sporen vom Filter in 0,9%-ige NaCl-L6ésung die geringste Sporenkonzentration von
5,810’ mL™ erzielte. Im Gegensatz dazu wurden die héchsten Sporenausbeuten durch die
Ernte mittels Spatel oder Glaskugeln im Kolben erreicht, wobei sich Letzteres in der
Handhabung als praktikabler erwies und eine leicht héhere Sporenkonzentration von
2,110® mL™" erbrachte. Das Ernteverfahren mit Glaskugeln stellt damit eine viel-
versprechende Alternative zur Spatelvariante dar. In weiteren Versuchen wurde daher
Uberprift, inwieweit sich die Sporenkonzentration durch Einsatz verschiedener Kugel-
durchmesser steigern lasst (Abbildung 4.1-b). Hier konnten mit KugelgréRen von 3 bis 6 mm
hohe Sporenmengen von durchschnittlich 2,4 108 mL™ gewonnen werden, wahrend
Kugeldurchmesser von 0,5 bis 1 mm zur Sporenernte ungeeignet scheinen.

Anschlielend galt es, die optimale Glaskugelmenge zu ermitteln (Abbildung 4.2-a). Durch
die Steigerung von 10 auf 15g Glaskugeln pro 130 cm? Erntefliche wurden fir Kugel-
durchmesser von 3 bis 5 mm deutlich hdhere Sporenausbeuten von etwa 40 % erzielt. Eine
weitere Erhéhung der Kugelmenge auf 20 g lieR hingegen einen abnehmenden Trend
bezlglich der Sporenausbeute erkennen.
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Abb. 4.2: Sporenausbeute nach Ernte mit Glaskugeln im Kolben in Abh&ngigkeit von (a) der Kugel-
masse (10 - 20 g, @= 3 - 6 mm, 20 min), (b) der Schitteldauer (20 - 60 min, = 3 - 6 mm, 15 g).

Um ein vollstdndiges Ablésen der Sporen von der Agaroberflache zu ermdéglichen, wurde
auch der Effekt der Schiitteldauer (bei gleichbleibender Schittelfrequenz von 100 min™ und
-amplitude von 50 mm) untersucht (Abbildung 4.2-b). Hier lieRen sich durch die
Verlangerung der mechanischen Beanspruchung von 20 auf 60 min fir alle eingesetzten
Glaskugelgréfien keine signifikant héheren Sporenausbeuten erzielen. Zudem besteht die
Méglichkeit, dass durch eine langere mechanische Beanspruchung der Sporen deren
Stabilitat und Qualitat negativ beeinflusst wird.

Insgesamt stellt das Abernten im Kolben mit 15 g Glaskugeln pro 130 cm? Ernteflache bei
einer Schitteldauer von 20 min sowie einer Schittelintensitat von 100 min™ die optimale
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Erntemethode dar. Bezlglich der Kugelgrofe ergaben sich fir Durchmesser von 3 bis 5 mm
die hoéchsten Sporenausbeuten, wobei zwischen den einzelnen Kugelgréen keine
gravierenden Differenzen in den erzielten Sporenkonzentrationen gemessen wurden. 5 mm-
Glaskugeln erwiesen sich in der Handhabung jedoch praktikabler, so dass diese Kugelgrofie
letztendlich zur Sporenernte verwendet wurde.

Da die Sporenoberflache durch die in ihrer Zellwand eingelagerten Hydrophobine nach
aullen einen hydrophoben Charakter aufweist [Dague et al., 2008; Stringer et al., 1995],
wurde in weiteren Versuchen Uberprift, inwieweit mit Tween versetzter NaCl-Lésung die
Ernte durch ein verbessertes Lésungsverhalten der Sporen gesteigert werden kann.

In Abbildung 4.3-a) sind die erzielten Sporenausbeuten in Abhdngigkeit vom Tweenanteil in
der Ernte-Lésung dargestellt. Das Abernten der Sporen erfolgte wie bereits beschrieben
durch den Einsatz von 15 g Glaskugeln mit 5 mm Durchmesser fir 20 min.

a)

4 -
3
2
1 4
0
0 0,1 0,2 0,5

Tweenanteil [%]

Sporenausbeute x 10% [mL™]

Abb. 4.3: (a) Sporenausbeute in Abhangigkeit vom Tweenanteil (v/v) in der Ernte-L6sung,
(b) elektronenmikroskopische Aufnahme von A. ochraceus-Sporen nach Ernte mit 0,5 %-igem (v/v)
Tweenanteil in der Ernte-Lésung [Stellmacher, 2009].

Die Ergebnisse zeigen, dass die Sporenausbeute durch einen 0,2 %-igen (v/v) Tweenanteil
in der NaCl-Lésung von 3,3:10® auf 4,5:10° Sporen mL™" gesteigert werden konnte. In
nachfolgenden mikroskopischen Untersuchungen wurde jedoch deutlich, dass die Sporen
nach dem Ernten mit Tween versetzten NaCl-Lésungen vorwiegend als Aggregate vorlagen
(Abbildung 4.3-b). Dadurch wurde eine genaue Konzentrationsbestimmung der geernteten
Sporensuspension erschwert. Ferner kénnen aus der vermehrten Sporenaggregation
Verzégerungen im Keimungsverhalten der Sporen aufgrund von Autoregulationsprozessen
resultieren, so dass in der anschlieBenden submersen Kultivierung unterschiedliche
Morphologieauspradgungen und damit variierende Produktivitdten auftreten kénnen. Um
reproduzierbare Ergebnisse zu erhalten, erfolgte die Sporenernte im Rahmen dieser Arbeit
daher ohne den Zusatz von Tween 80 in der Ernte-Lésung.
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4.2 Methodenetablierung zur Charakterisierung von
Seedingkulturen

Aufgrund der Komplexitat biologischer Systeme gestaltet sich die Reproduzierbarkeit von
Produktionsverfahren sowie der Kultivierung selbst bis heute als diffizi. Wahrend
diesbezlglich in zahlreichen Projekten der Einfluss verschiedener Kultivierungsparameter
auf die Morphologie und Produktivitat erforscht wird, sind die Auswirkungen der
Sporeneigenschaften im Inokulum auf das Verhalten im Produktionsprozess bisher wenig
untersucht. Da Sporen jedoch héufig als Starterkulturen (Inokula) in submersen
Kultivierungen verwendet werden und damit den Ausgangspunkt des Produktionsprozesses
darstellen, riickt dieser Forschungsaspekt zunehmend in den Fokus der Wissenschaft.

Aktuell ist in der Literatur nur wenig Uber zuverlédssige Verfahren zur schnellen Detektion der
Sporenviabilitédt bzw. -qualitdt beschrieben. Eine bislang vielfach angewandte Methode stellt
die Bestimmung der sogenannten koloniebildenden Einheiten (Colony Forming Units, CFU)
dar, deren Durchfliihrung mit groRem Arbeits- und Zeitaufwand verbunden ist. Zudem wird
Uber die CFU-Bestimmung nur der Anteil viabler Sporen detektiert, welcher auf Festmedium,
also unter atmosphérischen Bedingungen, zur Keimung beféhigt ist, so dass die ermittelten
Viabilitdten von den tatsachlichen im submersen Kultivierungsprozess abweichen kénnen.

In friheren Studien wurde auch der Einsatz farbstoffbasierter Methoden zur Bestimmung der
Sporenaktivitdt untersucht. Nachteile dieser Viabilitatstests stellen jedoch zum einen lange
Inkubationszeiten dar, zum anderen kénnen viele der bisher genutzten Farbstoffe nur schwer
die festen Zellwdnde der melanisierten Sporen durchdringen oder weisen hohe
Hintergrundfluoreszenzen auf [Dhingra et al., 1995]. Es existieren jedoch zahlreiche
Methoden zur schnellen Bestimmung der Viabilitdt von Bakterienzellen. Die vorliegende
Arbeit stellt im Folgenden die Uberpriifung der Anwendbarkeit sowie die Etablierung einiger
bakterieller Aktivitatstests fiir Sporen des filamentdsen Pilzes A. ochraceus dar.

4.2.1 Bestimmung membranintakter Sporen mittels Lebend/Tot-
Viabilitatstest

In der Fachliteratur werden eine Reihe farbstoffbasierter Verfahren zur Bestimmung lebender

und toter bakterieller Zellen beschrieben. Die meisten Viabilitdtstests stiitzen sich dabei auf

die erhéhte Membrandurchlassigkeit abgestorbener Zellen, bei der Farbstoffe, fir die die

Zellmembran normalerweise nicht durchlassig ist, im Zuge dessen in die Zellen eindringen.

Diese Art der Viabilitdtsbestimmung wird unter anderem durch den Einsatz des LIVE/DEAD®
BacLight™ Bacterial Viability Kit (Invitrogen, Carlsbad CA, USA) realisiert. Bisher wurde
diese Methode vorwiegend zur Detektion lebender und toter bakterieller Zellen eingesetzt
[Baena-Ruano et al., 2006; Quéric et al., 2004; Welkos et al., 2004]. In phytopathologischen
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Studien mit Colletotrichum gloeosporioides, Leptosphaeria maculans und Alternaria
brassicae konnte erstmalig auch eine Anwendbarkeit zur Unterscheidung lebender und toter
Sporen nachgewiesen werden [Chen et al., 2002].

Das LIVE/DEAD® Viability Kit setzt sich aus zwei DNA-interkalierenden Farbstoffen, SYTO 9
Green und Propidiumiodid (Pl), zusammen, die sich in ihren spektralen Eigenschaften und
ihrer Fahigkeit membranintakte Zellen zu durchdringen, unterscheiden. Wahrend SYTO 9
Green sowohl die Membran toter als auch lebender Zellen durchdringt, kann Pl nur die
perforierte Zellmembran von toten Zellen penetrieren. Durch Kombination beider Farbstoffe
fluoreszieren lebende Zellen griin, tote hingegen rot. Die Detektion der Fluoreszenz erfolgt
haufig mittels Durchflusszytometrie oder konfokaler Laser Scanning Mikroskopie (CLSM)
[Invitrogen, 2004]. Die Anwendbarkeit beider Analysemethoden wurde im Rahmen der Arbeit
Uberprift.

Um eine Ubertragbarkeit des Assays auf Sporen des hier verwendeten Modellorganismus
A. ochraceus zu untersuchen, wurden zunéchst verschiedene Vorversuche durchgefuhrt.
Dabei fand unter anderem eine Variation der Farbstoffkonzentration sowie der Inku-
bationsdauer und -temperatur statt. Gleichzeitig wurden unterschiedliche Sporen-
konzentrationen eingesetzt, um Aussagen Uber die fir den Assay optimale Sporenkon-
zentration treffen zu kénnen. Als Negativkontrollen wurden sowohl Sporen nach Behandlung
mit Hitze (121 °C, 30 min) als auch UV-Licht (254 nm, 1 h) eingesetzt, um eine Abh&ngigkeit
der Membrandurchlassigkeit von der Art der Abtétung der Sporen auszuschlieen. Die
Inaktivitdt und Keimungsunfahigkeit dieser Sporen wurde durch Ausstreichen auf MEA-
Medium bestétigt.

In Abbildung 4.4 sind CLSM-Aufnahmen angeférbter A. ochraceus -Sporen sowie die
jeweiligen Durchlichtaufnahmen zur Erfassung der Gesamtsporenzahl dargestellt.

Da in membrandefekten Sporen sowohl SYTO 9 Green als auch Pl mit der DNA
interagieren, ergibt sich eine Fluoreszenziberlagerung durch beide Farbstoffe, so dass
defekte Sporen gelblich/orange fluoreszieren (Abbildung 4.4-1a, 2a, 3a). Durch die
Bildanalyse-Software (LSM Image Browser-Software, Zeiss, Jena) kann dieser Effekt jedoch
bei der Auswertung durch Inaktivierung des Fluoreszenzkanals von SYTO 9 Green
ausgeblendet werden, wodurch membrandefekte Sporen komplett rot angeférbt erscheinen
(Abbildung 4.4-1b, 2b, 3b). Im Gegensatz dazu ist bei intakten Sporen nur die &ulere
Membran als roter Ring abgebildet, da Pl die Membranen nicht passieren kann und sich
lediglich an der AuRenhille anlagert (Abbildung 4.4-1b). Damit ist Uber die CLSM eine
schnelle und eindeutige optische Erfassung membranintakter bzw. -defekter A. ochraceus-
Sporen mdglich.
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o

Abb. 4.4: Fluoreszenzaufnahmen von A. ochraceus -Sporen nach Anfarben mit SYTO 9 Green und
Pl, (1) beispielhafte Sporensuspension von A. ochraceus, (2) hitzegetdtete A. ochraceus-Sporen
(121 °C, 30 min), (3) durch UV-Licht getotete A. ochraceus-Sporen (254 nm, 1h), (a) aktive
Fluoreszenzkanale fir SYTO 9 Green und PI (b) Ausblendung des SYTO 9 Green Fluoreszenz-
kanals, (c) Durchlichtaufnahme nach Ausblendung der Fluoreszenzkanale.

Zur Validierung der Anwendbarkeit des Lebend/Tot-Assays wurde in weiteren Versuchen
Uberprift, ob ein linearer Zusammenhang zwischen dem theoretischen Anteil lebender
Sporen und dem mittels LIVE/DEAD® Viability Kit gemessenen Anteil intakter Sporen
besteht. Hierzu wurden lebende und tote Sporen zu definierten Anteilen miteinander
vermischt und der jeweilige tatséchliche Anteil membranintakter Sporen zur
Gesamtsporenanzahl mittels CLSM bestimmt. Die Auswertung erfolgte dabei mit Hilfe der
Volocity-Bildanalyse-Software (Volocity 4.1.0.179, Perkin Elmer, Waltham MA, USA). Zudem
wurde das Keimungs- und Wachstumsverhalten dieser Versuchansatze unter submersen
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Bedingungen im Mikroreaktor sowie im Schuttelkolben untersucht. Die Anwenbarkeit des
Mikroreaktor-Systems zur Bestimmung des Keimungspotentials wurde bereits in friiheren
Arbeiten bestatigt [Demming et al., 2011].

In Abbildung 4.5 sind die theoretisch erwarteten Anteile lebender Sporen nach Mischung mit
(a) hitzegetéteten und (b) UV-Licht getéteten Sporen Uber den tatsadchlich gemessenen
Anteilen membranintakter Sporen aufgetragen.
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Abb. 4.5: Korrelation zwischen dem theoretisch erwarteten und dem tatséchlich gemessenen Anteil
lebender Sporen nach Mischung mit (a) hitzegetéteten Sporen (121 °C, 30 min) und (b) UV-Licht
getdteten Sporen (254 nm, 1 h).

Die Ergebnisse lassen einen sehr guten linearen Zusammenhang zwischen dem theoretisch
erwarteten und dem tatsachlich gemessenen Anteil lebender Sporen erkennen. Weiterhin
korrelieren die Ergebnisse mit dem Auskeimen der Sporen und dem Biomassewachstum
dieser Versuchsansatze in parallel durchgeflihrten submersen Kultivierungen im
Mikroreaktor und Schiittelkolben. Dabei konnten mit zunehmendem Anteil lebender Sporen
im Inokulum sowohl héhere maximale Anteile keimender Sporen (Abbildung 4.6-a) als auch
Biotrockenmasse (BTM)-Konzentrationen (Abbildung 4.6-b) bestimmt werden.
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Abb. 4.6: Zeitlicher Verlauf des Anteils keimender Sporen (a) sowie der Biotrockenmasse (BTM)-
Konzentration (b) unter submersen Bedingungen in Abhangigkeit vom Anteil lebender Sporen im
Inokulum  (Herstellung toter Sporen durch Hitzebehandlung bei 121°C fur 30 min;
Kultivierungsparameter: ME-Flussigmedium, pH 5,5, 24 °C, 130 min™).

Um im spéateren submersen Kultivierungsprozess reproduzierbare, hohe Biomasse- und
Produktausbeuten zu erhalten, ist es demnach unerlasslich, vor der Kultivierung Gber den
genauen Anteil intakter Sporen im Inokulum Bescheid zu wissen.

Durch die im Rahmen der Arbeit durchgefihrte Etablierung und Validierung des Lebend/Tot-
Assays, ist es zukinftig mdglich, dieses Verfahren zur Erfassung der Inokulumzusammen-
setzung bezliglich membranintakter und -defekter Sporen einzusetzen und damit bereits im
Vorfeld der Kultivierung Erkenntnisse tber die Giite der Seedingkultur zu erhalten.

4.2.2 Bestimmung der Biomasseaktivitit in Submerskultur mittels
FDA-Assay
Der Fluorescein-Diacetat-Assay (FDA-Assay) wird vorwiegend zur Bestimmung der
mikrobiellen enzymatischen Aktivitdt von Umweltproben eingesetzt [Adam et al., 2001;
Schnurer et al., 1982].
Das Prinzip des Tests besteht in der hydrolytischen Spaltung des farblosen Fluorescein-
Diacetat (FDA) zu Fluorescein durch zelleigene Esterasen und Lipasen [Stubberfield et al.,
1990]. Dabei diffundiert FDA durch seinen unpolaren, lipophilen Charakter leicht in die Zelle
hinein, in der es durch Bindung an intrazellulare Enzyme hydrolysiert wird. Das entstehende
Fluorescein-Molekil ist polar, woraus schliel3lich eine intrazellulare Akkumulation von
Fluorescein resultiert. Die relative Fluoreszenzintensitat einer Probe kann anschliel3end
mittels Fluorometer gemessen und als direktes Mal} fur die Aktivitat einer Probe angesehen

werden.
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Lipide kommen in vielen Fallen als Speicherstoffe in Sporen vor und dienen neben
Kohlenhydraten vermutlich zur Energiegewinnung wéhrend der Keimung von Sporen. So
wurde beispielsweise eine Verdnderung der Lipidzusammensetzung und ein Anstieg der
Phospholipidkonzentration in keimenden Sporen nachgewiesen. Aus diesem Grund stellt ein
auf Enzymen des Fettstoffwechsels basierender Test ein vielversprechendes Mittel zur
Bestimmung der Viabilitdt von Sporen dar [Chastain et al., 1990; Morozova et al., 2002].

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der FDA-Assay erstmalig zur Bestimmung der Viabilitat von
Sporen von A. ochraceus eingesetzt. Anhand der durchgefiihrten Versuche konnten zwar
lebende Sporen von hitzegetdteten unterschieden werden, der Assay scheint jedoch nicht
sensitiv genug, um geringe Viabilitdtsunterschiede zwischen verschieden hergestellten
Sporen zu detektieren. Zudem ergab sich bisher kein eindeutiger Zusammenhang zwischen
Sporenaktivitdt und Biomassewachstum unter submersen Bedingungen.

Im Gegensatz dazu erwies sich die Anwendung des FDA-Assays zur Bestimmung der
Aktivitdt keimender Sporen in der Anfangsphase submerser Kultivierungen als
vielversprechend. In dieser frihen Wachstumsphase ist in der Regel aufgrund einer zu
geringen Biomassezunahme und Produktivitat Gber herkémmliche Analysemethoden keine
Aussage Uber den Verlauf oder den Erfolg einer Kultivierung moglich. Ein
Untersuchungsaspekt bestand daher in der Verifizierung und Optimierung des FDA-Assays
zur Bestimmung der Biomasseaktivitédt keimender Sporen unter submersen Bedingungen,
um so Erkenntnisse Uber den Zustand der Vorkultur zu gewinnen und den weiteren
Kultivierungsverlauf abschatzen zu kénnen.

Um verlassliche Biomasseaktivitdten und maximale Fluoreszensintensitdten zu detektieren,
wurden, basierend auf der Methode von Adam und Duncan (2001), in Vorversuchen
zunéchst die optimale FDA-Konzentration, Inkubationszeit und Methode zur Extraktion des
Fluoresceins untersucht. Anschlieend wurde sowohl die Resuspensionslésung als auch die
Emissionswellenldnge variiert (vgl. Abbildung 4.7). Da die Resuspensionslésung gleichzeitig
den Reaktionsraum zur enzymatischen Umsetzung des FDA darstellt, ist sowohl die
Aufnahme von FDA in die Sporen als auch die Aktivitdt der sporeneigenen Enzyme direkt
von dieser abhangig. Die Wahl einer geeigneten Resuspensionsldsung ist folglich essentiell
fur die erfolgreiche Anwendung des FDA-Assays.
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Wie in Abbildung 4.7 ersichtlich, ist fir alle Versuchsanséatze eine Zunahme der Aktivitat
(dargestellt als relative Fluoreszenz Einheit RFU) wahrend der ersten 10 h der Kultivierung
zu erkennen, was auf eine Reaktivierung verschiedenster Stoffwechselwege im Zuge der
Sporenkeimung hindeutet und die Anwendbarkeit des FDA-Assays auf keimende Sporen

bestatigt.
a) b)
1401 A 510nm 140 1 ® Phosphatpuffer 60 mM (PP)
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Abb. 4.7: Relative Fluoreszenz Einheit (RFU) wahrend der ersten 10 h einer Submerskultivierung bei
(a) variierender Emissionswellenldnge (510 nm bzw. 538 nm, Sporen in 60 mM Phosphatpuffer (PP))
und (b) Variation der Resuspensionsldsung im FDA-Assay (Emissionswellenldnge: 538 nm).

Maximale Fluoreszenzwerte wurden bei einer Wellenlange von 538 nm (vgl. Abbildung 4.7-a)
nach Resuspension der keimenden Sporen in 60 mM Phosphatpuffer (pH 7,6) (vgl.
Abbildung 4.7-b) detektiert. Ergebnisse von Yang et al. (1995), die auf einen positiven Effekt
durch Zusatz verschiedener Salze zur Resuspensionslésung hindeuten, konnten in diesem
Zusammenhang nicht bestéatigt werden, was auf die Verwendung unterschiedlicher
Organismen zurtickzufiihren ist.

Aus diesem Grund wurde in den folgenden Versuchen 60 mM Phosphatpuffer ohne den
Zusatz von Salzen zur Resuspendierung des Zellsediments eingesetzt und die
Fluoreszenzintensitat bei einer Emissionswellenldange von 538 nm bestimmt. Auf diese
Weise war es moglich, auch nur geringfligig unterschiedliche Emissionswerte zu
differenzieren, womit die Genauigkeit des Assays entscheidend verbessert wurde.
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4.2.3 Bestimmung der Zellviabilitat mittels MTT-Assay

Tetrazoliumsalze wie 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid  (MTT)
werden unter verschiedenen Forschungsaspekten zur Ermittlung der Zellviabilitat, der
metabolischen Aktivitat, als Indikator flir oxidative Reaktionen sowie zur Detektion von
intrazellularen Reduktasen verwendet [Benau et al., 1990; Liu et al., 1997; Marshall et al.,
1995; Prochaska et al., 1988; Satoh et al., 1996; Shearman, 1996; Stellmach et al., 1987].
Ferner ermdéglicht ihr Einsatz die Bestimmung lebender bakterieller Zellen, wodurch die
vielfache Anwendung der Tetrazolium-Assays zur Detektion mikrobieller Kontaminationen in
Nahrungsmitteln begriindet ist [Beloti et al., 1999; Rodriguez et al., 1992].

Das Prinzip des MTT-Assays beruht auf der intrazellularen Umsetzung des farblosen MTT zu
blau-violetten MTT-Formazan durch Dehydrogenasen wie Succinat- oder NAD(P)H-
Dehydrogenasen, welche wichtige Enzyme der Atmungskette darstellen [Smith et al., 1997].
MTT wird dabei durch seine positive Ladung in die Zellen aufgenommen. Das gebildete
Formazan akkumuliert in Form von Kristallen in den aktiven Zellen und kann schliellich
durch Extraktion und darauffolgende photometrische Vermessung bei einer Wellenlange von
560 nm detektiert werden. Die gemessene Absorption der gebildeten Formazanmenge ist
dabei als direktes Mal fiir die respiratorische Aktivitdt anzusehen.

Die Anwendbarkeit des MTT-Assays auf Pilzsporen wurde bereits fiir verschiedene Spezies
untersucht. Stentelaire et al. (2001) gelang es, ein Verfahren fir Penicillium digitatum zu
etablieren, das die Sporenviabilitdt Uber die Bestimmung der respiratorischen Aktivitat
erfasst. Dabei konnte festgestellt werden, dass die Ergebnisse des MTT-Assays gut mit der
Methode der sogenannten koloniebildenden Einheiten (CFU) korrelieren. Darlber hinaus
wurde die Ubertragbarkeit dieser Methode auf andere Spezies wie A. niger und
Metarhizium flavoviride untersucht und ebenfalls anhand der CFU-Bestimmung validiert,
wobei die Enzymaktivitdten sich als stark speziesabhangig erwiesen [Stentelaire et al.,
2001]. Damit stellt sich die Frage, wie aussagekréaftig die erhaltenen Ergebnisse sind, da die
zur Validierung und Verifizierung genutzte CFU-Bestimmung selbst einige Fehlerquellen
aufweist und eine exakte Bestimmung der Viabilitdt erschwert. Im Rahmen der vorliegenden
Arbeit sollte daher die Anwendbarkeit des MTT-Assays auf Sporen des hier verwendeten
Modellorganismus A. ochraceus Uberprift werden.

Zur Etablierung des Assays waren verschiedene Optimierungs- und Validierungsschritte
erforderlich. Um reprasentative Ergebnisse zu erhalten, wurden die Sporen zunachst in
verschiedenen Reaktionslésungen auf ihre Fahigkeit zur Umsetzung von farblosem MTT zu
blau-violettem MTT-Formazan getestet. Gleichzeitig erfolgte eine Variation der eingesetzten
Sporenkonzentration, um Aussagen Uber die fur den Assay minimal benétigte bzw. optimale
Sporenkonzentration treffen zu kdénnen. Als Negativkontrolle dienten hitzegetétete Sporen
(121 °C, 30 min), welche keine respiratorische Aktivitdt mehr aufwiesen. Die Inaktivitdt und
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Keimungsunféhigkeit dieser Sporen wurde auf MEA-Medium sowie unter submersen
Kultivierungsbedingungen (vgl. Abbildung 4.6) bestétigt.

In Abbildung 4.8 ist die mittels MTT-Assay bestimmte Absorption von lebenden und
abgetdteten Sporen in Phosphatpuffer bei unterschiedlichen Sporenkonzentrationen
dargestellt.

0,4
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3 tot (121 °C, 30 min)
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o
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Abb. 4.8: Respiratorische Aktivitdt von lebenden und hitzegetéteten Sporen (121 °C, 30 min) in
Phosphatpuffer (60 mM) bei unterschiedlichen Sporenkonzentrationen.

Die Ergebnisse lassen abnehmende Aktivitdtswerte mit Verringerung der eingesetzten
Sporenkonzentration erkennen, womit deutlich wurde, dass tatsachlich die Aktivitat der
Sporen im MTT-Assay erfasst wird. Zudem konnte bei der Verwendung von 60 mM
Phosphatpuffer als Reaktionslésung eindeutig zwischen lebenden und hitzegetbteten Sporen
differenziert werden. Die niedrigen Absorptionswerte der toten Sporen kénnten zum einen
durch eine geringe unspezifische Umsetzung von MTT zu MTT-Formazan erklart werden.
Andererseits ist bei Absorptionswerten unter 0,05 eine Messung von Artefakten méglich, da
die Werte im nicht-linearen Messbereich des Photometers liegen.

Die Ergebnisse lassen weitere Aussagen Uber die optimal einzusetzende Sporen-
konzentration zu. Die untere Detektionsgrenze liegt bei einer Sporenkonzentration von
510" mL™", da hier eine Aktivitat der Sporen gerade noch messbar ist. Die Absorptionswerte
bei einer Sporenkonzentration von 10® mL™ liegen deutlicher im linearen Messbereich des
Photometers. Mdglich ist auch die Verwendung von 2:10° Sporen mL™. Bei einer
Sporenanzucht unter suboptimalen Sporulationsbedingungen kénnen jedoch nicht immer
diese hohen Konzentrationen erreicht werden, so dass in den folgenden Versuchen eine
einheitliche Sporenkonzentration von 1:10® mL™ eingestellt wurde.

Zur Validierung des MTT-Assays wurde in weiteren Versuchen Uberprift, inwieweit ein
linearer Zusammenhang zwischen dem Anteil lebender Sporen und der ermittelten
respiratorischen Aktivitdt besteht. Hierzu wurden lebende und tote Sporen zu definierten
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Anteilen miteinander vermischt und auf ihre Aktivitdt hin getestet. Um eine eventuell
vorhandene Abhéangigkeit der respiratorischen Aktivitdt von der Art der Abtétung der Sporen
auszuschlieen, wurden, wie bereits zur Etablierung des Lebend/Tot-Viabilitdtstest, Sporen
nach Behandlung mit Hitze und UV-Licht analysiert.

In Abbildung 4.9 sind die theoretisch erwarteten Anteile lebender Sporen nach Mischung mit
(a) hitzegetdteten und (b) UV-Licht getéteten Sporen Uber der jeweils gemessenen
Absorption nach Umsetzung des MTT zu MTT-Formazan aufgetragen.
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Abb. 4.9: Absorption bei 560 nm in Abhangigkeit vom Anteil lebender Sporen nach Mischung mit (a)
hitzegettteten Sporen (121 °C, 30 min) und (b) UV-Licht getéteten Sporen (254 nm, 1 h).

Fir beide Versuchsansatze ist mit Zunahme des Anteils lebender Sporen eine lineare
Steigerung der Absorption bei 560 nm zu erkennen. Es ergibt sich eine Korrelation mit einem
hohen Bestimmtheitsmalf} (0,99) zwischen der mittels MTT-Assay bestimmten Aktivitdt und
dem theoretisch erwarteten vitalen Sporenanteil. Eine Beeinflussung des Assays durch die
Art der Abtétung der Sporen auf die verbleibende Restaktivitdt kann ausgeschlossen
werden, da die sehr geringen Absorptionswerte dieser vollstindig abgetéteten Sporen flir
beide Arten der Abtétung in der gleichen Gréfienordnung liegen.

Demzufolge ist es mittels MTT-Assay mdglich, durch Ermittlung der respiratorischen Aktivitat
einer Sporensuspension Rickschliisse auf deren Anteil lebender, aktiver Sporen zu ziehen
und damit Erkenntnisse Uber die Gute der Seedingkultur zu erhalten. Aus dem
Zusammenhang zwischen respiratorischer Aktivitdt und dem Anteil vitaler Sporen ergeben
sich zahlreiche neue Anwendungsmdglichkeiten. Ein Beispiel ware der Einsatz des MTT-
Assays zur Untersuchung des Einflusses verschiedener Bedingungen der Sporenanzucht
auf die Sporengilte. Durch eine Veradnderung der respiratorischen Aktivitdt kénnen somit
ungilnstige Faktoren, die eine verringerte Sporenqualitdat zur Folge haben, aufgedeckt
werden.
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Im Rahmen der Arbeit wurde auch der Einsatz eines weiteren Tetrazoliumsalzes, 5-Cyano-
2,3-ditolyltetrazoliumchlorid (CTC), untersucht. Im Gegensatz zu MTT adsorbiert dieses an
der Zelloberflache und wird direkt an der duReren Membran bei respiratorischer Aktivitat zu
rot-fluoreszierendem CTC-Formazan reduziert, wodurch Zellaufschluss und Extraktion des
Formazans nicht notwendig sind. Eine Anwendbarkeit von CTC zur Bestimmung der
Viabilitdt von Aspergillus-Sporen konnte bisher jedoch weder in der Literatur noch in den hier
durchgefiihrten Versuchen bestétigt werden. Dies ist damit zu begriinden, dass Sporen
flamentdser Pilze eine ruhende Uberdauerungsform darstellen und in diesem
Entwicklungsstadium an der &ufReren Membran der Sporen keine detektierbaren,
respiratorisch aktiven Reaktionen ablaufen. Vielmehr ist durch das Vorliegen von
Mitochondrien in eukaryotischen Zellen eine intrazelluldre respiratorische Aktivitdt zu
erwarten, welche, wie bereits gezeigt, durch das Tetrazoliumsalz MTT nachgewiesen werden
konnte.

Im Folgenden wurden die hier vorgestellten Methoden zur Untersuchung des Einflusses
verschiedenster environomischer Parameter auf die Sporengite eingesetzt. Die Ergebnisse
der Charakterisierungsverfahren wurden nach deren Anwendung auf unterschiedlich
hergestellte Sporenpopulationen untereinander verglichen sowie in Korrelation zum
Wachstum und zur Produktivitdt des verwendeten Pilzes unter submersen Bedingungen
gesetzt und damit einem proof-of-concept unterzogen.
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4.3 Sporenbildung und Sporeneigenschaften als Funktion
environomischer Parameter

Bisher lag der wissenschaftliche Fokus bei der Optimierung von Produktionsprozessen mit
filamentdsen Pilzen in der Untersuchung des Einflusses der Kultivierungsbedingungen auf
die Morphologie und die Produktbildung [Grimm et al., 2005a; Kelly et al., 2006; Kiep, 2010;
Krull et al., 2010]. Obwohl fiir diese Kultivierungsprozesse haufig Sporen als Starterkulturen
Verwendung finden, wurde der Einfluss der Sporeneigenschaften in Seedingkulturen auf das
Wachstums- und Produktionsverhalten in der anschlieBenden Kultivierung bislang nicht
bertcksichtigt. Verschiedene Publikationen weisen jedoch darauf hin, dass eine erhebliche
Anzahl physiologischer Parameter sowohl die Sporulation als auch die Eigenschaften der
unter diesen Bedingungen gebildeten Sporen hinsichtlich Stabilitét, Keimungsfahigkeit oder
Widerstandsfahigkeit beeinflussen [Engelkes et al., 1997; Cliquet et al., 2005]. Aufgrund
speziesabhangiger Unterschiede und kontrérer Ergebnisse in der Literatur erscheint es
allerdings schwierig, generalisierte Aussagen Uber optimale Sporulationsparameter fir
Aspergilli zu treffen.

Da vor allem fur industrielle Kultivierungsmafstébe stetig hohe Sporenmengen bendétigt
werden und gleichzeitig homogene Seedingkulturen mit Sporen hoher Gite fir reprodu-
zierbare Produktausbeuten unerldsslich sind, galt es im Rahmen der Arbeit stérende
Einflussfaktoren aufzudecken und schliel3lich optimale Parameter zur Sporenbildung von
A. ochraceus zu finden. Daflr wurden im Rahmen dieser Arbeit zahlreiche Sporulations-
bedingungen untersucht, welche in Abbildung 4.10 zusammenfassend dargestellt sind.

Variation der Sporenanzuchtbeziiglich:

Medien-
konzentration § zusammensetzung | konzentration

Inkubations- § Inkubations- Licht- Inokulum-

dauer temperatur bedingung

Abb. 4.10: Schema der Versuche zur Sporenanzucht unter variierten Sporulationsbedingungen.

Zunachst wird der Effekt der verschiedenen Sporulationsbedingungen auf die Sporenbildung
diskutiert. AnschlieRend werden die mit Hilfe der etablierten Charakterisierungsmethoden
(vgl. Kapitel 4.2) identifizierten Eigenschaften verschiedener Sporenpopulationen vorgestellt.
Fur eine ganzheitliche Beurteilung der Sporencharakteristika wird schlussendlich erortert,
inwieweit eine Korrelation zum Wachstum und der Biotransfomationsleistung im submersen
Kultivierungsprozess besteht.
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4.3.1 Sporenbildung

Die asexuelle Sporenbildung filamentdser Pilze wird allgemein durch limitierende
Nahrstoffbedingungen oder spezielle Umweltfaktoren, wie z. B Licht, Hitze und Trockenheit,
induziert [Adams et al., 1998; Broderick et al., 1981]. Die Auswirkungen der im Rahmen
dieser Arbeit untersuchten Sporulationsparameter (Abbildung 4.10) auf die Sporenbildung
des hier untersuchten filamentdsen Pilzes A. ochraceus wird im Folgenden diskutiert. Dabei
wird als Qualitatsindikator die Sporenausbeute herangezogen.

4311 Einfluss der Inkubationsdauer

Durch die Variation der Inkubationsdauer sollte zunachst ermittelt werden, zu welchem
Zeitpunkt die maximale Sporenkonzentration erreicht werden kann. In Abbildung 4.11 sind

die erzielten Sporenausbeuten der verschiedenen Versuchsansatze dargestellt.

5

Sporenausbeute x 10% [mL™"]

3 4 5 6 7 8 10 1" 16 20 28 32

Inkubationsdauer [Tage]

Abb. 4.11: Sporenausbeute in Abh&ngigkeit von der Inkubationsdauer bei 24 °C in Dunkelheit.

Wahrend in Studien mit A. nidulans bereits nach einer Inkubationsdauer von 18 h eine
Sporenbildung nachgewiesen werden konnte [Adams et al., 1998], wurde fur den hier
verwendeten Modellorganismus A. ochraceus in diesem Zeitraum lediglich der Beginn des
Hyphenwachstums festgestellt.

Ab dem vierten Inkubationstag war auf der Agaroberflache eine gelbliche Farbung zu
erkennen, die aus der Bildung erster Sporen resultierte. Mit zunehmender Inkubationsdauer
konnte eine verstarkte Sporenbildung detektiert werden, wobei nach acht Tagen Inkubation
die héchsten Sporenausbeuten von ca. 3,310 mL" bestimmt wurden. Eine weitere
Steigerung der Sporenkonzentration konnte auch nach Verlangerung der Inkubationsdauer
auf 32 Tage nicht nachgewiesen werden. Die Stagnation der Sporenbildung l&sst sich zum
einen durch eine vorliegende Nahrstofflimitation im Agarmedium ab einem bestimmten
Zeitpunkt erklaren. Zum anderen kénnen Uber das Myzel sekretierte Signalpeptide beim
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Erreichen einer bestimmten Sporenkonzentration eine Zellantwort bewirken, die in einer
Hemmung der weiteren Sporenbildung resultierte. In diesem Zusammenhang konnten
bereits in verschiedenen filamentdsen Pilzen spezielle Effektorsubstanzen identifiziert
werden, die erst ab einer bestimmten Zelldichte in das Medium freigesetzt werden und so
unter anderem die Konidiophorenbildung beeinflussen [Hogan, 2006]. Zusammenfassend
kann festgestellt werden, dass fir maximale Sporenausbeuten eine achttégige Inkubation
auf MEA-Medium einen ausreichend langen Zeitraum fir die Sporenanzucht darstellt.

4.3.1.2 Einfluss der Temperatur

Nachdem ermittelt wurde, welche Inkubationsdauer fur die Bildung maximaler Sporen-
konzentrationen notwendig ist, wurde der Einfluss der Inkubationstemperatur auf den
Sporulationsprozess untersucht. Dabei wurden Temperaturen zwischen 14 und 40 °C
gewahlt. In Abbildung 4.12 sind die gebildeten Sporenmengen in Abh&dngigkeit von der
Inkubationstemperatur aufgetragen.

Sporenausbeute x 10% [mL™]

14 17 20 24 27 30 33 37 40
Inkubationstemperatur [°C]

Abb. 4.12: Sporenausbeute in Abhédngigkeit von der Temperatur nach 8 Tagen in Dunkelheit
[Stellmacher, 2009].

Anhand der Ergebnisse wird deutlich, dass die Sporenbildung bei A. ochraceus in einem
Temperaturbereich von 20 bis 30 °C mdoglich ist. Zwischen 14 und 17 °C konnte auf dem
Agarmedium weder ein Myzelrasen noch die Bildung gelblich gefarbter Sporen festgestellt
werden. Mit steigender Inkubationstemperatur wurde eine Zunahme des vegetativen
Wachstums und der Sporenproduktion detektiert, wobei maximale Sporenausbeuten von 3,3
bzw. 3,6:-10% SporenmL™ zwischen 24 und 27 °C erzielt wurden. Eine weitere Erhéhung der
Temperatur auf 30 bzw. 33 °C resultierte in einem verlangsamten Sporulationsprozess,
wahrend in den Versuchsansétzen Uber 37 °C keine Sporenbildung mehr detektiert wurde.
Die Sporenproduktion als Funktion der Inkubationstemperatur folgt damit dem Verlauf einer
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Optimumskurve, was auf das Wachstumsoptimum des Pilzes zurlickzufiihren ist. Wie bereits
fur andere biotechnologisch relevante Aspergillus-Spezies gezeigt, ergaben sich auch fur
A. ochraceus und die fur das Wachstum sowie die Sporulation notwendigen Enzyme
Temperaturoptima, die letztendlich die Sporenausbeute beeinflussen. Nach den im Rahmen
dieser Versuchsreihe durchgefiihrten Analysen, konnte damit eine optimale
Inkubationstemperatur zwischen 24 bis 27 °C ermittelt werden.

4.3.1.3 Einfluss der Lichtbedingung

Ascomyceten sind grundsatzlich in der Lage, unterschiedliche Lichtqualitaten
wahrzunehmen, was auf das Vorliegen verschiedener Photorezeptoren zuriickzufiihren ist
[Corrochano, 2007; Hill, 1976; Mooney et al., 1990]. Das Repertoire dieser Photorezeptoren
und der daraus resultierende Photoeffekt scheinen jedoch zwischen den verschiedenen
Gattungen der Ascomyceten stark zu variieren. So konnte fiir A. nidulans nachgewiesen
werden, dass insbesondere durch die Bestrahlung mit Infrarotlicht (780 nm) eine verstarkte
Sporenproduktion méglich ist, wéhrend in Alternaria tomato UV-Licht (380 nm) zu einer
verstarkten Sporenproduktion flhrte [Corrochano, 2007; Mooney et al., 1990]. Zur Ermittlung
moglicher Auswirkungen auf den Sporulationsprozess von A. ochraceus wurde die
Sporenproduktion nach achttdgiger Inkubation unter Rotlicht (780 nm, 24 h pro Tag),
kunstlichem Licht (570 bis 690 nm, 24 h pro Tag), in Dunkelheit und bei tagesrhythmischem
Lichteinfluss (570 bis 690 nm, 9 h Licht pro Tag) untersucht.

Sporenausbeute x 10% [mL™]

0 - -

Dunkelheit Rotlicht Licht Tagesrhythmus

Abb. 4.13: Sporenausbeute in Abhangigkeit von der Lichtbedingung wahrend der Sporulation
(Inkubation: 8 Tage, 24 °C).

Abbildung 4.13 zeigt deutlich, dass in Dunkelheit und unter Rotlicht die héchsten Sporen-
konzentrationen von 3,3 bzw. 2,6:10° mL™" gebildet wurden. Bei der tagesrhythmischen
Beleuchtung und bei der konstanten Bestrahlung mit Licht konnten keine vergleichbar hohen
Sporenkonzentrationen ermittelt werden. Hier scheinen regulatorische Vorgange die
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Sporulation zu verzdégern oder gar einzuschranken. Auch bei A. oryzae konnte unter
kontinuierlicher Bestrahlung mit weillem Licht eine Reprimierung der Sporenproduktion
nachgewiesen werden [Hatakeyama et al., 2007]. In diesem Zusammenhang wurden flr
einige Pilze bereits unterschiedliche Photorezeptoren identifiziert, die regulatorische
Funktionen tGbernehmen [Corrochano, 2007]. Dabei kénnen wie bei A. nidulans die Sporu-
lation oder wie bei Neurospora crassa physiologische und morphologische Entwicklungs-
stadien gesteuert werden [Mooney et al., 1990]. Zusammenfassend ist festzustellen, dass
die Sporenproduktion in Dunkelheit hinsichtlich der erzielbaren Sporenkonzentration die
Methode der Wahl ist, da sie hohe Sporenausbeuten ohne zusatzlichen technischen
Aufwand ermdglicht.

4.3.1.4 Effekt erhohter Salinitat

Der Einfluss des Salzgehalts und der damit verbundenen Osmolalitdt auf das Wachstum und
die Reproduktion wurde bereits anhand einiger Aspergillus-Spezies untersucht [Beever et al.,
1986; Han et al., 2003; Kelavkar et al., 1993; Mert et al., 1977, 1987; Ramos et al., 1999;
Redkar et al., 1995; Ruijter et al., 2004; Witteveen et al., 1995]. Die Ergebnisse variieren
jedoch von Spezies zu Spezies. Fir A. nidulans konnte beispielsweise in Versuchen mit
verschiedenen Chloridsalzen (KCI, NaCl, MgCl,) nachgewiesen werden, dass eine 0,5 bis
1M Salzkonzentration im Agarmedium die Sporenbildung steigert. Bei hdheren
Salzkonzentrationen von Uber 2 M verschlechtern sich hingegen das vegetative Wachstum
und die Sporenproduktion [Beever et al., 1986]. In Studien mit A. niger wurde eine maximale
Sporenbildung durch sehr viel geringere NaCl-Zusatze von 0,16 M zum Medium erzielt,
wahrend fir A. flavus ausschlieB3lich eine Inhibierung der Sporulation durch eine erhdhte
Salinitdt beobachtet werden konnte [Mert et al., 1977, 1987].

Um den Effekt des Salzgehaltes des Agarmediums auf die Sporenbildung von A. ochraceus
zu untersuchen, wurden dem MEA-Medium verschiedene Konzentrationen an NaCl (0,5 M
bis 3 M) zugesetzt. Abbildung 4.14 zeigt fotografische Aufnahmen sowie die jeweils
ermittelten Sporenausbeuten der verschiedenen Ansatze.
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(a) MEA MEA MEA MEA MEA MEA
MEA  +05MNaCl +IMNaCl +1,5MNaCl +2MNaCl +2,5M NaCl +3M NaCl

Sporenausbeute x 10% [mL™]

Abb. 4.14: (a) Wachstum von A. ochraceus nach 5 Tagen Inkubation, (b) Sporenausbeute nach
8 Tagen Inkubation in Abhangigkeit von der Salzkonzentration im MEA-Medium (Inkubation: 24 °C,
Dunkelheit).

Bereits nach funf Tagen Inkubation waren eindeutige Unterschiede zwischen dem Wachstum
auf herkdmmlichem MEA-Medium und dem Wachstum auf MEA-Medium mit verschiedenen
Salzkonzentrationen erkennbar (Abbildung 4.14-a).

Wahrend auf dem MEA-Standard-Medium zu diesem Zeitpunkt gréRtenteils weilles Myzel
sichtbar war, fihrte der Zusatz von 0,5 bis 1 M NaCl zum Sporulationsmedium zu einer
schnelleren Sporenbildung, was durch die gelb- bis brdunliche Féarbung der Agaroberflache
durch die Sporen deutlich wurde. Dieser Trend liel3 sich auch nach acht Tagen Inkubation
beobachten, wobei schlief3lich durch 0,5 bis 1 M NaCl-Konzentrationen im Agarmedium die
héchsten Sporenausbeuten von ca. 3,9:10° Sporen mL™" erzielt wurden (Abbildung 4.14-b).
Eine weitere Erh6hung des Salzgehalts fuhrte zu einer Abnahme der Sporenausbeute.
Konzentrationen von 2,5 bis 3 M NaCl scheinen sogar stark inhibierend zu wirken, da keine
Sporulation beobachtet werden konnte.

Die Ergebnisse bestétigen die bedeutende Rolle von Salzen fir das Wachstum filamentdser
Pilze. Neben dem Einfluss von Natrium- und Chloridionen auf den lonenhaushalt und das
Membranpotential, dienen insbesondere Natriumionen h&ufig als Kofaktoren bestimmter
Enzyme [Page et al, 2006]. So besteht die Mdoglichkeit, dass eine erhdhte
Natriumkonzentration in einer Steigerung der Aktivitat verschiedener Enzyme des Pilzes
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4 Ergebnisse und Diskussion

resultiert. Diese gesteigerte Aktivitdt kénnte das verbesserte Myzelwachstum oder die
stérkere Sporulation erkldren. Weiterhin kann eine gesteigerte Sporenbildung durch den mit
dem Zusatz von Salz verbundenen erhdhten osmotischen Stress erklart werden, der die
Sporulation anregt. Insbesondere bei einigen Prokaryoten aber auch bei filamentésen Pilzen
konnte bereits ein Zusammenhang zwischen Sporenbildung und vorliegender
Stressbedingung  beobachtet werden, wobei die entstehenden Sporen eine
Uberdauerungsform extremer Bedingungen darstellen [Beever et al., 1986; Mert et al., 1987].
Wie bereits erwahnt, wirken insbesondere héhere Salzkonzentrationen (ab 1,5M NaCl-
Zusatz) im Agarmedium inhibierend auf das Wachstum und die Sporulation. Mdglicherweise
kommt es aufgrund der hohen Osmolalitdt des umgebenden Mediums im Vergleich zur
intrazellularen Osmolalitdt zum Ausstrom von Wasser aus der Zelle, um den osmotischen
Gradienten auszugleichen. Dies hat eine Verringerung der intrazellularen Wasseraktivitat zur
Folge. Da die Verfugbarkeit von Wasser jedoch essentiell fur viele Stoffwechselprozesse ist,
werden diese folglich verlangsamt oder kommen sogar zum Erliegen, womit sich die
Inhibierung des Wachstums bei hoher Salinitat erklaren I&sst.

Der toxische Effekt sehr hoher Osmolalitdten wird auch in verschiedenen Publikationen
beschrieben und aufert sich in der Hemmung enzymatischer Reaktionen und der
Beeintrachtigung der korrekten Proteinfaltung. Zudem wird vermutlich, wie fur Bacillus
subtilis gezeigt wurde, die Bildung genregulationsspezifischer Faktoren (z.B. Sigma-
Faktoren) inhibiert, was zu einer mangelnden Expression von Sporulationsgenen fiihrt [Adler
et al., 1982; Dichtl et al., 1997; Hohmann, 2002; Murguia et al., 1996; Ruzal et al., 1998].

4.3.1.5 Einfluss der Medienzusammensetzung

Der Effekt der Medienzusammensetzung auf die Sporenbildung wurde in der Literatur bereits
mehrfach beschrieben [Chen et al., 2005; Engelkes et al., 1997; Gonzalez et al., 2008; Han
et al., 2003; Mazas et al., 2009; Ooijkaas et al., 1999]. Da die Zielstellung der verschiedenen
Autoren jedoch sowohl hinsichtlich des Stammes (z. B. Aspergilli, Penicillia, Candida) als
auch in der OptimierungsgroRe (z.B. vegetatives Wachstum, Sporenbildung, Gefrier-
trocknungsstabilitat) variiert, kénnen kaum allgemeingiiltige Aussagen Uber optimale
Nahrstoffkomponenten fir eine maximale Sporulation getroffen werden, die ohne weiteres
auf A. ochraceus Ubertragen werden kénnen.

Grundsétzlich kénnen zur Kultivierung von filamentdsen Pilzen synthetische oder komplexe
Nahrmedien eingesetzt werden. Synthetische Medien zeichnen sich durch eine definierte
und konstante Zusammensetzung an Nahrstoffkomponenten aus und werden haufig im
Rahmen physiologischer Untersuchungen eingesetzt. In der Industrie finden jedoch aus
Kostengriinden komplexe Medien biologischen Ursprungs bevorzugt Anwendung. Im
Folgenden wird daher zunachst die Sporenbildung auf verschiedenen Komplexmedien
vorgestellt.
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4 Ergebnisse und Diskussion

Um gezielter die Nahrstoffbedurfnisse von A. ochraceus zur Sporenbildung zu identifizieren,
wurden weitere Versuche auf Minimalmedium durchgefuhrt, da hier die einzelnen
Komponenten selektiv verandert werden konnten. Mit Hilfe dieser Erkenntnisse sollten
schlieBlich optimale Kohlenstoff- und Stickstoffquellen gefunden werden, die als Grundlage
fur ein Minimalmedium eingesetzt werden kénnen.

Variation der Nédhrstoff-Zusammensetzung von Komplexmedien

Neben dem durch die Deutsche Sammlung fur Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ)
empfohlenen MEA-Medium wurden in Vorversuchen zundchst mehrere Komplexmedien
getestet, die in der Literatur zur Sporenanzucht filamentéser Pilze beschrieben werden. Die

inhaltlichen Zusammensetzungen der einzelnen Medien sind Tabelle 3.1 (Kapitel 3.3.1.1) zu
entnehmen.
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Abb. 4.15: Sporenausbeute auf (a) verschiedenen Komplexmedien und (b) MEA-Medium mit
unterschiedlichem Agaranteil (Inkubation: 8 Tage, 24 °C, Dunkelheit).

Abbildung 4.15-a) zeigt, dass auf dem MEA-Standard-Medium deutlich hoéhere
Sporenausbeuten von ca. 3,2:108 mL™" erzielt wurden, wahrend auf den anderen Medien
meist weniger als 50 % dieser Sporenkonzentration zu verzeichnen waren. Die in diesem
Medium enthaltenen Né&hrstoffkomponenten scheinen demnach zur Anzucht von
A. ochraceus-Sporen am besten geeignet. In folgenden Versuchen wurde Uberprift,
inwieweit die Sporenbildung auf dem MEA-Medium durch eine Variation des Agaranteils
gesteigert werden kann (Abbildung 4.15-b). Die Erhéhung der Agarkonzentration im MEA-
Medium von 10 auf 20 g L™ lieR einen stimulierenden Effekt auf die Sporenbildung erkennen,
was auf die verringerte Wasseraktivitdt des Mediums zuriickgefiihrt werden kann. Die
Wasseraktivitat, welche als Mal} fir die zur Verfligung stehende Humiditdt des Mediums
beschrieben wird, wirkt sich zusammen mit Temperatureinflissen auf die Bindung und den
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4 Ergebnisse und Diskussion

Dissoziationszustand des Wassers sowie auf die L&slichkeit von Substanzen, wie Zuckern
und Salzen im Medium aus [www.wateractivity.org, 2010]. Eine verringerte Wasseraktivitat
limitiert den Nahrstofftransport, was letztendlich den Sporulationsprozess bis zu einem
Agargehalt von 20gL”" im MEA-Medium verstarkt einleiten konnte. Bei hoéheren
Agarkonzentrationen und damit verbundenen sehr geringen Wasseraktivitaten Gberwiegt die
Nahrstofflimitation, woraus eine Abnahme des Myzelwachstums und der Sporenbildung
resultiert. Damit ergibt ein Agaranteil von 20 g L™ eine optimale Humiditdt des Mediums fiir
die Bildung hoher Sporenmengen.

Abschliefend sollte in dieser Versuchsreihe eruiert werden, inwieweit eine Steigerung der
Sporenbildung auf MEA-Medium durch die Variation der Nahrstoffkomponenten Malzextrakt
und Sojapepton méglich ist. Zuséatzlich wurde ein weiteres Komplexmedium getestet,
welches als Hauptkomponente Maisquellwasser (MQWA) statt Malzextrakt enthielt.
Maisquellwasser fallt unter anderem als Abfallprodukt bei der Quellung von Maiskérnern an.
Es ist reich an Nahrstoffen und findet daher haufig in submersen Kultivierungsprozessen mit
filamentésen Pilzen Verwendung. Durch den méglichen Einsatz dieser Nahrstoffkomponente
zur Sporenanzucht wirde eine kostenginstige Alternative zu Malzextrakt zur Verfligung
stehen. Zudem stellt sich die Frage, inwieweit die Anzucht der Sporen auf den gleichen
Substraten, wie sie in der anschlieRenden submersen Kultivierung vorliegen, von Vorteil ist,
da sich der Organismus auf diese Weise nicht an neue N&hrstoffbedingungen anpassen
muss.

Anhand der in Abbildung 4.16-a) dargestellten Sporenausbeuten kann auf MEA-Medien
generell eine effizientere Sporenbildung festgestellt werden. Die Komplexmedien mit
Maisquellwasser scheinen dagegen nicht als Sporulationsmedium geeignet zu sein.

a)

) mm

“\eh “\ép‘ﬁg\ﬁp"o“\ep‘ “Q\NP&O}NP‘G

Sporenausbeute x 10° [mL™"]

Abb. 4.16: (a) Sporenausbeute in Abhadngigkeit von der Zusammensetzung der Komplexmedien,
(b) Sporenrasen auf MEA-C und MEA-D (Inkubation: 8 Tage, 24 °C, Dunkelheit).
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Wie bereits erwahnt, konnte durch eine Erhéhung der Agarkonzentration von 15 g L™ (MEA)
auf 20 g L' (MEA-B) eine 10 %-ige Steigerung der Sporenausbeute erzielt werden. Ferner
zeigte sich, dass die Einzelkomponenten der Medien die Sporenbildung erheblich
beeinflussen. Durch eine Konzentrationserhéhung des Malzextrakts von 30 g L (MEA-B)
auf 50 g L' (MEA-C) war eine weitere Zunahme der Sporenbildung um 25 % zu verzeichnen.
Insbesondere Sojapepton scheint einen positiven Effekt auf die Sporulation auszutiben. So
konnte mit zunehmendem Anteil an Sojapepton im Agarmedium eine deutliche Steigerung
der Sporenbildung induziert werden. Der Effekt dieser Medienkomponente kann bereits
optisch anhand der in Abbildung 4.16-b) dargestellten, bewachsenen Agarmedien MEA-C
und MEA-D erfasst werden. Da sich das MEA-C-Medium nur durch den Zusatz von 3 gL
Sojapepton vom MEA-D-Medium unterscheidet, ist die fast zehnfache Steigerung der
Sporenmenge von 510" auf 5:10° SporenmL™" folglich auf den Effekt dieser
Medienkomponente zuriickzufihren. Ein gleicher Trend zeigte sich beim Vergleich der
Medien MQWA-A und MQWA-B. Auch hier resultierte der Zusatz von Sojapepton in einer
direkten Steigerung der Sporenausbeute. Sojapepton enthalt vor allem Aminosduren wie
Aspartat, Glutamat, Glycin und Prolin sowie die Spurenelemente Magnesium, Calcium und
Kalium. Basierend auf diesen Erkenntnissen wurde daher in weiteren Versuchen auf
Minimalmedium insbesondere der Einfluss verschiedener Kohlenstoff- und Stickstoffquellen
sowie verschiedener Aminosduren auf die Sporulation néher untersucht.

Variation der Kohlenstoff- und Stickstoffquellen im Minimalmedium

Um vom Hyphenwachstum auf die Sporenbildung umzuschalten, ist die Aktivierung
spezifischer Regulator-Gene erforderlich [Adams, 1994; Mirabito et al., 1994; Ward et al.,
2006]. In A. nidulans und anderen Aspergilli wurde nachgewiesen, dass die Expression des
brlA-Gens fundamental am Wechsel vom vegetativen Wachstum zur asexuellen
Reproduktion beteiligt ist. Weiterhin wurde festgestellt, dass Nahrstoffmangel die Expression
dieses Gens induziert [Skromne et al., 1995]. Dabei kann unter Nahrstoffmangel nicht allein
die Limitation oder Abwesenheit eines Nahrstoffes verstanden werden, sondern auch die
suboptimale Versorgung des Myzels mit energetisch minderwertigen Nahrstoffquellen. Die
Verwertung dieser Nahrstoffe ist oft an eine Reihe energieabhangiger Modifikationsprozesse
gebunden, die fur den Pilz metabolischen Stress bedeuten.

In den folgenden Versuchsreihen galt es daher Né&hrstoffbedingungen zu identifizieren, die
den hier verwendeten Modellorganismus in einen metabolischen Stresszustand versetzen
und so den Sporulationsprozess begilnstigen. Um eindeutige, auf eine bestimmte
Kohlenstoff- oder Stickstoffquelle zurickzufihrende Auswirkungen zu detektieren, wurde ein
Minimalmedium als Basismedium verwendet, welches (a) jeweils unterschiedliche
Kohlenstoffquellen und (b) verschiedene Stickstoffquellen enthielt.
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(a) Einfluss verschiedener Kohlenstoffquellen

Fur verschiedene Aspergillus-Spezies wurde ein bevorzugtes Wachstum auf Glucose und
glucosedhnlichen Substraten, wie Sucrose, festgestellt. Die meisten Aspergilli metabolisieren
jedoch ebenso eine Reihe anderer Kohlenhydrate sowie organische Verbindungen und
Sauren, so dass bisher kaum generalisierte Aussagen Uber optimale Kohlenstoffquellen fir
die Bildung hoher Sporenmengen getroffen werden kénnen [Papagianni, 2004; Ruijter et al.,
1997].

Um mdogliche Praferenzen fiir eine bestimmte Kohlenstoffquelle wahrend der Sporenbildung
von A. ochraceus aufzudecken, wurde in der vorliegenden Arbeit ein breites Spektrum
verschiedener Mono-, Oligo- und Polysaccharide als Kohlenhydratquelle zur Sporenanzucht
untersucht. Des Weiteren wurden Schliisselmetabolite als Kohlenstoffquelle im Agarmedium
eingesetzt, um ihren Einfluss auf die Sporulation und die Eigenschaften der gebildeten
Sporen zu eruieren. In Abbildung 4.17 ist die gebildete Sporenmenge der verschiedenen
Versuchsansatze nach elf Tagen Inkubation dargestellt.
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Abb. 4.17: Sporenausbeute in Abhédngigkeit von der Kohlenstoffquelle im Minimalmedium. Als
Stickstoffquelle wurde NaNOj; eingesetzt und ein C:N-Verhaltnis von 8:1 eingestellt. (Inkubation:
11 Tage, 24 °C, Dunkelheit).

Nach Verwendung verschiedener Kohlenstoffquellen konnten unterschiedliche Aus-
wirkungen auf das Sporulationsverhalten beobachtet werden. Wahrend mit Lactose,
Cellulose, Arabinose, Citronensdure, a-Ketoglutarat und Fructose im Sporulationsmedium
weder gutes vegetatives Wachstum, noch ergiebige Sporenausbeuten erzielt wurden,
erméglichten die Kohlenhydratquellen Natriumacetat, Xylose, Mannose, Cellobiose und
Melibiose mittleres Wachstum und Sporenkonzentrationen von durchschnittlich 1,8-108 mL™.
Hohe Sporenmengen von 3,0 bis 3,5:10° Sporen mL™" wurden dagegen durch den Zusatz
von Glucose, Starke, Maltose, Sucrose und Galactose zum Sporulationsmedium erreicht.
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Insbesondere Glycerol scheint sowohl gutes vegetatives Wachstum als auch eine
ertragreiche Sporenbildung zu induzieren. Die in Versuchen mit Talaromyces flavus
(anamorph: Penicillium dangeardii) beobachtete ausgepragte Sporenbildung auf Lactose-
haltigen Medien konnte fiir den hier verwendeten Modellorganismus A. ochraceus nicht
bestédtigt werden, was auf speziesabhdngige Unterschiede zurlickgefihrt werden kann
[Engelkes et al., 1997].

Da im Hinblick auf den industriellen Prozess kurze Vorlaufzeiten und das frihzeitige
Erreichen hoher Sporenmengen angestrebt werden, wurde im Folgenden die Sporen-
ausbeute nach acht Tagen Inkubation auf ausgewahlten Kohlenstoffquellen bestimmt und
vergleichend zu den Ergebnissen nach elf Tagen dargestellt (Abbildung 4.18).
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Abb. 4.18: Sporenausbeute in Abhdngigkeit von der Kohlenstoffquelle im Minimalmedium. Als
Stickstoffquelle wurde NaNOj; eingesetzt und ein C:N-Verhaltnis von 8:1 eingestellt. (Inkubation: 8 und
11 Tage, 24 °C, Dunkelheit).

Die Ergebnisse zeigen, dass besonders Sucrose eine schnelle Sporenbildung férderte.
Durch den Zusatz des Disaccharids zum Agarmedium konnte bereits nach acht Tagen
Inkubation eine &hnliche Sporenkonzentration von 3-108 mL™ wie auf dem komplexen MEA-
Standard-Medium erzielt werden. Auf dem Galactose- und Glycerol-Medium wurden
entgegen der Erwartung nach acht Tagen nur mittlere Sporenausbeuten von etwa 2-10% mL™
erreicht, wéhrend nach elf Tagen bei einem voll ausgebildeten Myzelrasen eine starke
Zunahme der Sporenbildung und schlieRlich maximale Sporenmengen von etwa 4,5-10® mL™
zu verzeichnen waren. Insgesamt scheint die enzymatische Ausstattung von A. ochraceus
optimal auf die Verwertung von Sucrose abgestimmt zu sein, so dass durch Verwendung
dieser Kohlenstoffquelle im Sporulationsmedium in kurzer Zeit hohe Sporenmengen
hergestellt werden kénnen.
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(b) Einfluss verschiedener Stickstoffquellen

Studien mit T. flavus belegen, dass das Vorliegen einer Stickstoffquelle fir das
Hyphenwachstum von essentieller Bedeutung ist und auch die Quantitat und Qualitat der
gebildeten Sporen mafigeblich beeinflussen kann [Engelkes et al., 1997].

Aspergilli  kénnen sowohl organische als auch anorganische Ammonium- und
Nitratverbindungen verwerten. In Versuchen mit A. flavus, A. nidulans und Coniothyrium
minitans wurde festgestellt, dass organische Stickstoffquellen zwar das vegetative
Wachstum férdern, die Sporulation jedoch inhibieren. Dagegen wurde bei Verwendung
anorganischer Stickstoffquellen die Sporenbildung gesteigert [Han et al., 2003; Olutiola,
1976; Ooijkaas et al., 1999]. Auch in T. flavus lieflen sich durch Verwendung verschiedener
Stickstoffquellen unterschiedliche Auswirkungen auf das Wachstum und die Sporulation
feststellen. Eine intensive Sporenbildung fand hier jedoch vor allem auf organischen
Verbindungen wie Tyrosin statt [Engelkes et al., 1997].

Um optimale Stickstoffquellen flr eine maximale Sporenbildung von A. ochraceus
aufzudecken, wurden im Rahmen dieser Versuchsreihe anorganische und organische
Stickstoffquellen eingesetzt. Des Weiteren wurden Aminosduren als Stickstoffquelle im
Sporulationsmedium getestet.

Anhand der in Abbildung 4.19 dargestellten Ergebnisse kann eine starke Auswirkung der Art
der Stickstoffquelle auf die Sporenbildung von A. ochraceus festgestellt werden.
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Abb. 4.19: Sporenausbeute in Abhdngigkeit von anorganischen und organischen Stickstoffquellen im
Minimalmedium. Als Kohlenstoffquelle wurde Glucose mit einem C-Anteil von 4 g L eingesetzt
(Inkubation: 8 und 11 Tage, 24 °C, Dunkelheit).

Wahrend nach acht und elf Tagen Inkubation auf Ammoniumsulfat und —nitrat ein starkes
Myzelwachstum, jedoch nur eine sehr geringe Sporenbildung detektiert wurde, erfolgte auf
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Kalium- und Natriumnitrat-haltigen Medien eine gesteigerte Sporulation mit mittleren
Sporenausbeuten von 1,0 bis 2,3-10% Sporen mL™.

Auf den meisten organischen Stickstoffquellen wurden nach acht Tagen Inkubation im
Durchschnitt nur 0,5:10° Sporen mL™" gebildet. Eine Ausnahme stellte das Diamid Harnstoff
dar, dessen Einsatz als Stickstoffquelle bereits zu diesem Zeitpunkt eine sechsfach héhere
Sporenmenge von 2,8:10® Sporen mL"™" ermdglichte und damit &hnliche Sporen-
konzentrationen wie auf dem komplexen MEA-Standard-Medium erzielte. Nach elftagiger
Inkubation waren auch auf der organischen Stickstoffquelle a-Aminobuttersdure
vergleichbare Sporenausbeuten zu verzeichnen.

Im Rahmen dieser Versuchsreihe konnte kein Einfluss auf den Sporulationsprozess durch
das hohere tatsachliche C:N-Verhéltnis in den Medien mit organischer Stickstoffquelle fest-
gestellt werden. Auch in der Literatur wird beschrieben, dass Glucose als primare Kohlen-
stoffquelle den Katabolismus anderer im Medium enthaltener Kohlenstoffverbindungen
weitestgehend reprimiert und eine Metabolisierung der eingesetzten organischen Stickstoff-
quelle als Kohlenstoffquelle nahezu ausgeschlossen werden kann [Ruijter et al., 1997].
Vielmehr scheint die Art der Stickstoffquelle die Quantitat der Sporenbildung zu beeinflussen.
Die Aufklarung der zugrunde liegenden Prozesse kann ein Einblick in den Stickstoff-
metabolismus von Aspergillus geben. Filamentése Pilze bendtigen fir das vegetative
Wachstum vor allem Ammoniumionen, um ihren Stickstoffbedarf zu decken. Liegen
ausreichend hohe Konzentrationen dieser primaren Stickstoffquelle vor, kommt es zu einer
schnellen Sporenkeimung, womit die stark ausgepragte Myzelbildung auf den Medien mit
Ammoniumsulfat und -nitrat zu erkléren ist. Da auf diesen Medien auch nach langerer
Inkubation nur eine mangelhafte Sporenbildung beobachtet werden konnte, ist davon auszu-
gehen, dass Ammoniumionen die Sporulation inhibieren, bzw. den Organismus nicht in jenen
Zustand versetzen, der diesen Entwicklungsprozess induziert. Im Gegensatz dazu kénnen
Nitratsalze wie Kalium- oder Natriumnitrat als sekundare Stickstoffquelle betrachtet werden,
welche zunéchst unter hohem Energieaufwand Uber eine membranassoziierte Permease in
die Zelle aufgenommen und zu Ammoniumionen reduziert werden missen [Krappmann et
al., 2005]. Infolgedessen liegt bei Wachstum auf diesen Stickstoffquellen eine suboptimale
Nahrstoffversorgung vor, die den Sporulationsprozess letztendlich stimuliert. Auch Harnstoff
zahlt zu den sekundéaren Stickstoffquellen. Die Harnstoffassimilation und -spaltung ist ATP-
abhadngig und fir den Organismus mit hohem energetischem Aufwand verbunden. Folglich
ist die auf diesem Substrat wachsende Hyphenzelle metabolischem Stress ausgesetzt,
woraus vermutlich der verstarkte Sporulationsprozess resultierte.

Im Folgenden wurden verschiedene Aminosduren als Stickstoffquelle im Sporulations-
medium eingesetzt. Der Einfluss von Aminosduren auf das Sporulationsverhalten erwies sich
in Vorversuchen als interessanter Untersuchungsaspekt. Da die bekannten Stoffwechsel-
wege zahlreich und besonders der Katabolismus von Aminosauren sehr komplex ist, wird im
Rahmen der vorliegenden Arbeit nur eine Auswahl an Aminosauren erldutert.
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Abbildung 4.20 zeigt die erhaltenen Sporenausbeuten nach Wachstum auf verschiedenen
Aminoséduren im Sporulationsmedium.

5

Il 8 Tage
v 4l [ 11 Tage
£ [ 1CN 17:1
‘©
2 12:1 -
: 3 10:1 10:1 i
5 16:1 - ] =
o
® 21
3
g
a H
Qo I
%)
0 - T T .
© © o N N 2 >
‘\\ 6\ 0\ ((\\ g\ ‘(\ e
a <O ) > K 2 W
2 ) X X’
eﬁ\s‘\ < 0\0 ?’QQQ N\

Q‘(\
Abb. 4.20: Sporenausbeute in Abhangigkeit von der Aminosdure im Minimalmedium. Als

Kohlenstoffquelle wurde Glucose mit einem C-Anteil von 4gL'1 eingesetzt (Inkubation: 8 und
11 Tage, 24 °C, Dunkelheit).

Auf den Aminosaure-haltigen Agarmedien lie} sich Uberwiegend eine ausgepragte Sporen-
bildung beobachten. Bereits in Versuchen mit A. flavus wurde festgestellt, dass durch den
Einsatz von Aminoséauren als Stickstoffquelle héhere Sporenmengen gebildet werden, als mit
Nitrat-, Nitrit-, oder Ammonium-haltigen Stickstoffquellen (vgl. Abbildung 4.19) [Grover,
1964]. Nach acht Tagen Inkubation konnte durch den Zusatz von Glycin, Glutamin und
Asparagin ein intensives vegetatives Wachstum und eine Sporenausbeute von durch-
schnittlich 2,4-10° Sporen mL™" detektiert werden. Auf Glutamat-haltigem Medium wurde beim
Vergleich aller im Rahmen dieser Versuchsreihe getesteten Stickstoffquellen die hdchste
Sporenkonzentration von 2,9:10° Sporen mL" gebildet und letztendlich eine &hnliche
Sporenausbeute wie auf dem komplexen MEA-Standard-Medium erzielt. Da nach elf Tagen
Inkubation auf keinem der hier untersuchten Medien eine signifikante Steigerung der
Sporenmenge zu beobachten war, ist davon auszugehen, dass bereits nach acht Tagen das
Nahrstoffpotential im Medium zur Sporulation ausgeschdépft war.

Weiterhin konnte kein Zusammenhang zwischen dem C:N-Verhéltnis im Sporulations-
medium und der Sporenausbeute festgestellt werden, so dass eine Metabolisierung der
eingesetzten organischen Stickstoffquelle als Kohlenstoffquelle ausgeschlossen werden
kann. Auch hier scheint die jeweilige Aminosdure direkt die Quantitdt der Sporenbildung zu
beeinflussen. Aus der Fachliteratur lassen sich jedoch nur schwer generalisierte Aussagen
zum Einfluss der Aminosduren auf das Sporulationsverhalten ableiten, da sie dem Pilz nicht
nur als Stickstoffdonor, sondern auch als Intermediat oder gar als direkter Baustein fur die
Proteinbiosynthese zur Verfigung stehen kénnen. Nach den in dieser Arbeit durchgefiihrten
Versuchen kdénnen zwischen bestimmten Aminosduren jedoch tendenziell ahnliche
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Auswirkungen auf das Wachstums- und Sporulationsverhalten festgestellt werden. Dies trifft
insbesondere auf Aminosduren wie Glutamin und Asparagin zu, deren Abbauwege in
Glutamat resultieren. Glutamat gehért zu den Stickstoffquellen, die nach erfolgter Aufnahme
nicht weiter zu Ammonium reduziert werden muissen, sondern vielmehr direkt als universeller
Stickstoffdonor von der Hyphenzelle verwendet werden.

Darlber hinaus fiel bei der Betrachtung der mit Tyrosin versetzten Agarmedien auf, dass die
darauf gebildeten Sporen im Vergleich zu den anderen Sporenproben eine deutlich dunklere
Farbung aufwiesen, was vermutlich auf eine erhéhte Akkumulation von Melanin zurlick-
zufiihren ist. Dieses Pigment wird wahrend der Sporenbildung in der Zellwand der Spore
eingelagert und dient zum Schutz vor aufleren Umwelteinflissen wie UV-Strahlung,
enzymatischer Lyse oder mechanischem Stress. Zusatzlich zur Verstarkung der Zellwand
wirkt die Melanisierung als osmotische Barriere [Calvo et al., 2002; Nosanchuk et al., 2003;
Pihet et al., 2009]. Die ausreichende Synthese von Melanin wahrend der Sporulation ist
demnach fir die Widerstandsfahigkeit der gebildeten Sporen von groRRer Bedeutung. Da
Tyrosin ein wichtiges Intermediat der Melaninsynthese darstellt, begtlinstigt das Wachstum
auf dieser aromatischen Aminosaure vermutlich indirekt die Sporenformation und -qualitat
von A. ochraceus.

4.3.1.6 Einfluss der Inokulumkonzentration

Die Konzentration des Inokulums hat einen direkten Effekt auf das Wachstum filamentdser
Pilze. Gegenstand bisheriger Untersuchungen war insbesondere der Einfluss der
Inokulumkonzentration auf das Aggregationsverhalten, die Morphologie sowie die
Produktbildung im submersen Kultivierungsprozess [Grimm et al., 2004; Kiep, 2010;
Papagianni et al., 2006; Sautour et al., 2003; Sharma et al., 1980; Tucker et al., 1994; Xu et
al., 2000]. Uber die Auswirkung der Inokulumkonzentration auf das Keimungsverhalten und
die Sporenbildung filamentdser Pilze auf festen Medien ist bisher wenig in der Literatur
beschrieben. Zudem kénnen aufgrund individueller BedUrfnisse der verschiedenen Spezies
kaum allgemeinglltige Aussagen getroffen werden, die ohne weiteres auf A. ochraceus
Ubertragen werden kénnen. In diesem Versuchsteil galt es daher zu klaren, inwieweit Inokula
verschiedener Konzentration das Sporulationsverhalten auf Festmedium beeinflussen.
Hierfir wurde das MEA-Medium mit unterschiedlichen Inokulumdichten beimpft, so dass auf
der Agaroberflaiche 10" bis 10* Sporen mm? vorlagen. Nach fiinf- sowie achttagiger
Inkubation wurde die gebildete Sporenmenge der verschiedenen Versuchsansatze bestimmt
(vgl. Abbildung 4.21).

Anhand der Ergebnisse konnte ein deutlicher Einfluss der Inokulumkonzentration auf die
Differenzierung der Hyphen auf dem Agarmedium festgestellt werden. Nach fiinf Tagen
Inkubation war zunachst ein Anstieg der Sporenproduktion mit zunehmender Inokulumdichte
zu erkennen, wobei der Versuchsansatz, der mit 100 Sporen mm™ beimpft wurde, mit
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1,8-10° Sporen mL™" die héchste Sporenausbeute erzielte. Eine weitere Erhéhung der
Inokulumkonzentration fihrte zu einer Abnahme der Sporenbildung. Auch Untersuchungen
mit Colletotrichum gloeosporioides und Glomerella cingulata wiesen darauf hin, dass eine
minimale Inokulumdichte zur Sporenbildung notwendig ist, wahrend zu hohe Inokulum-
konzentrationen das Keimungsverhalten und die Differenzierung der Hyphen inhibieren [Lax
et al., 1985; Lingappa et al., 1973]. Aktuelle Ergebnisse lassen in diesem Zusammenhang
auf regulatorische Netzwerke schlieRen, welche, ahnlich dem Quorum Sensing bei
Prokaryoten, in Abhdngigkeit von der Sporendichte Zell-Zell-Interaktionen kontrollieren und
so die Sporulation férdern oder hemmen [Hogan, 2006].
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Abb. 4.21: Sporenausbeute in Abhangigkeit von der Inokulumdichte auf MEA-Medium (Inkubation: 5
und 8 Tage, 24 °C, Dunkelheit).

Nach acht Tagen Inkubation setzte sich der zuvor beobachtete Trend fort, wobei die optimale
Inokulumdichte fir eine schnelle und maximale Sporenbildung bei A. ochraceus nun
eindeutig im Bereich von 10 Sporen mm™ zu lokalisieren war. In den zuvor eher schwach
sporulierenden Ansatzen mit Inokulumdichten von 0,1 bis 1 Spore mm? erfolgte im
Vergleich zu Tag funf eine deutlich gesteigerte Sporenproduktion, wahrend in den Ansétzen
mit héheren Inokulumkonzentrationen im gleichen Zeitraum eine geringere Sporenzunahme
detektiert wurde. Hier besteht zum einen die Mdéglichkeit, dass Uber das Myzel sekretierte
Signalpeptide beim Erreichen einer bestimmten Sporenkonzentration eine Zellantwort
bewirken, die in einer Hemmung der weiteren Konidiophorbildung resultiert. Denkbar ist
auch, dass es sich bei jenen Signalmolekilen um die gleichen Peptide handelt, die zuvor die
Sporulation férdern, aber ab einer bestimmten Konzentration den gegenteiligen Effekt
bewirken [Hogan, 2006].

Die Ergebnisse dieser Versuchsreihe lassen damit die Schlussfolgerung zu, dass fur eine
schnelle und maximale Sporenproduktion Inokulumdichten von 10 bis 100 Sporen mm™
eingestellt werden sollten.
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4.3.2 Sporeneigenschaften

Im vorherigen Kapitel wurde bereits die Auswirkung verschiedener environomischer
Parameter auf die Sporenbildung diskutiert, wobei entscheidende Einflussfaktoren
identifiziert und damit erste Hinweise Uber optimale Sporulationsbedingungen gefunden
wurden. Da vor allem fir industrielle Kultivierungsmal3stdbe neben hohen Sporenmengen
gleichzeitig homogene Seedingkulturen mit Sporen hoher Gute fir reproduzierbare
Produktausbeuten unerlasslich sind, galt es im Folgenden mit Hilfe der etablierten
Charakterisierungsmethoden (vgl. Kapitel 4.2) die Eigenschaften der verschieden
hergestellten Sporenpopulationen zu analysieren. Durch Vergleich der Ergebnisse der
verschiedenen Charakterisierungsverfahren untereinander sowie mit weiteren Qualitats-
indikatoren sollte gleichzeitig die Anwendbarkeit der Methoden Uberprift werden. Fir eine
ganzheitliche Beurteilung der identifizierten Sporeneigenschaften und -qualitdt wurde im
Rahmen der Arbeit schlussendlich validiert, inwieweit eine Korrelation zum Wachstum und
der Biotransfomationsleistung im submersen Kultivierungsprozess besteht.

4.3.21 Effekt erh6éhter Salinitat

Die Eigenschaften von Sporen und die Sporengite im Allgemeinen werden unter anderem
durch die auf den Sporulationsprozess einwirkenden Umgebungsparameter beeinflusst.
Unter diesen Parametern spielt die Salinitdt des Sporulationsmediums eine wichtige Rolle,
da Salze einerseits essentielle Mineralstoffe darstellen, andererseits in hohen
Konzentrationen durch die stark verringerte Wasseraktivitdt inhibierend wirken. In Kapitel
4.3.1.4 wurden bereits starke Auswirkungen der Salinitédt des Sporulationsmediums auf das
Wachstum und die Sporenbildung von A. ochraceus beschrieben. Nachfolgend werden die
Charakteristika der unter diesen Bedingungen hergestellten Sporen dargestellt und
diskutiert.

Sporencharakteristika

Anteil membranintakter Sporen

Wie bereits erwédhnt, beeinflusst die Sporenkonzentration des Inokulums die morphologische
Entwicklung der Kultur unter submersen Bedingungen [Papagianni, 2004]. Die
unterschiedlichen Morphologieformen haben wiederum verschiedene Produktivitaten zur
Folge. Die Kenntnis iber die absolute Sporenkonzentration im Inokulum stellt daher einen
wichtigen Ansatzpunkt zur Erhaltung der Reproduzierbarkeit von Produktionsprozessen dar.
Entscheidend dabei ist der Anteil intakter, keimfahiger Sporen einer Sporenprobe, der zur
Biomassebildung in submerser Kultivierung beitrégt. In der vorliegenden Arbeit wurde das
LIVE/DEAD® Viability Kit (Invitrogen, Carlsbad CA, USA), bestehend aus SYTO 9 Green und
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Propidiumiodid (PI), zur Unterscheidung lebender und defekter Sporen anhand ihrer
Membranintegritat eingesetzt (Kapitel 4.1.1).

In Abbildung 4.22 ist der Einfluss des Salzgehalts im Sporulationsmedium auf den
prozentualen Anteil membranintakter bzw. -defekter Sporen dargestellt.
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Abb. 4.22: Sporenanteil mit intakter bzw. defekter Membranintegritat in Abhangigkeit vom Salzgehalt
des Sporulationsmediums.

Mit zunehmendem Salzzusatz im Sporulationsmedium wurde ein steigender Anteil
membrandefekter Sporen detektiert. Wahrend sich dieser Effekt bis zu einer 1,5 M NaCl-
Konzentration noch relativ gering auswirkte, wiesen die unter Zugabe von 2 M NaCl
angezogenen Sporen bereits einen relativen Anteil defekter Sporen von 22 % auf. Der
steigende Anteil defekter Sporen kann auf durch hohe Salinitét hervorgerufene Defekte in
der Zellwand der Sporen zurlckgefuhrt werden. Mdéglicherweise wird die Struktur der
Sporenhiille direkt durch die Salzkonzentration oder indirekt durch die mangelnde
Expression sporulationsspezifischer Gene beeinflusst, welche am Zellwandaufbau beteiligt
sind. In diesem Zusammenhang wurde bereits fur B. subtilis gezeigt, dass bei hoher
Osmolalitdt eine verringerte  Genexpression aus einer verminderten Bildung
genregulationsspezifischer Faktoren resultiert [Ruzal et al., 1998]. Weiterhin kdnnten
Enzyme, die an der Synthese von Komponenten der Sporenmembran beteiligt sind, durch
die verringerte Wasseraktivitdt im Myzel bzw. in der Konidiophore in ihrer Aktivitat
eingeschrankt sein oder durch Inhibierung auf genregulatorischer Ebene in ungenligender
Anzahl vorliegen.
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Konzentration kompatibler Solute

Aspergillus-Sporen sind mit einem komplexen Nahrstoffsortiment ausgestattet, wodurch
ihnen Energie und Metabolite fir die erneute Keimung zur Verfligung stehen. Die
cytosolische Kohlenhydratfraktion besteht dabei vorwiegend aus Polyolen und Zuckern,
wobei die Konzentration der jeweiligen Polyole von den auf den Sporulationsprozess
einwirkenden Umgebungsparametern beeinflusst wird [Morozova et al., 2002; Ruijter et al.,
2003]. Polyole dienen als kompatible Solute zur Anpassung der intrazelluldren Osmolalitat
an die Umgebung und wirken dem drohenden Wasserverlust unter hyperosmotischen
Bedingungen entgegen. Zudem werden eine Reihe weiterer physiologischer Funktionen
beschrieben, in denen Polyole als Kohlenstoffspeicher, Antioxidantien, Reduktantien und
Osmolytika wesentlich involviert sind [Ruijter et al., 2003; Witteveen et al., 1995].

In biochemischen Untersuchungen wurde festgestellt, dass Uber die Charakterisierung der
cytosolischen Kohlenhydratfraktion von Pilzsporen eine Aussage Uber deren Keimféahigkeit
moglich ist [Morozova et al., 2002; Tereshina et al., 2004]. Im Rahmen der Arbeit galt es
daher zu klaren, inwieweit die intrazelluldre Kohlenhydrat-Zusammensetzung der Sporen als
Qualitatsindikator von Seedingkulturen des hier verwendeten Modellorganismus
A. ochraceus herangezogen werden kann.

Die Bestimmung der Polyole erfolgt traditionell mittels Gaschromatographie (GC), wobei
zunéchst eine zeitaufwandige Derivatisierung unter Einsatz karcinogener Komponenten wie
N-(Trimethylsilyl)-imidazol oder bis-(Trimethylsilyl)-acetamid in Pyridin erforderlich ist. Durch
die Verflugbarkeit neu entwickelter HPLC-Saulen ist inzwischen die Auftrennung von
Polyolen ohne Derivatisierung mdglich. Dafir galt es zunachst zur Isolierung der
Kohlenhydrate und Polyole aus A. ochraceus-Sporen, das optimale Zellaufschlussverfahren
(mechanisch oder physikalisch) zu identifizieren. Ferner wurde der Einsatz variierender
Extraktionslésungen (Dimethylsulfoxid, H,O, 0,9 %-ige NaCl-Lésung) untersucht. Insgesamt
erwies sich die physikalische Behandlung bei 100 °C in 0,9 %-iger NaCl-Lésung fir 10 min
als optimales Verfahren zur Isolierung der Kohlenhydrat-Verbindungen aus A. ochraceus-
Sporen. Die qualitative und quantitative Bestimmung der Kohlenhydrat- und Polyol-
konzentration erfolgte schlieRlich mittels HPLC (vgl. Kapitel 3.7.4.2).

In Abbildung 4.23 sind die intrazelluldaren Polyolkonzentrationen der unter variierender
Osmolalitat im Agarmedium gebildeten Sporen dargestellt.
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Abb. 4.23: (a) Konzentration von Erythritol, Glycerol und Mannitol sowie (b) Gesamtkonzentration von
Erythritol, Glycerol und Mannitol in Sporen in Abhdngigkeit vom Salzgehalt des Sporulationsmediums.

Bei der Analyse der cytosolischen Kohlenhydrat-Zusammensetzung der verschiedenen
Sporenproben wurden vorwiegend Erythritol, Glycerol und Mannitol detektiert (vgl. Abbildung
4.23-a). Fur die Polyole Erythritol und Glycerol konnte mit zunehmender Salinitdt im
Sporulationsmedium ein gegenlaufiger Trend beobachtet werden. Wahrend Sporen, die auf
MEA-Standard-Medium und bei einer geringen NaCl-Konzentration von 0,5 M angezogen
wurden, einen relativ hohen Erythritolgehalt von etwa 90 mg L™ aufwiesen, enthielten die
unter 2 M NaCl-Zusatz gebildeten Sporen eine 60 % geringere Erythritolkonzenration. Im
Gegensatz dazu scheinen hohe Osmolalitdten die Bildung und Akkumulation von Glycerol zu
induzieren. Sporen, die unter 2 M NaCl-Konzentration im Agarmedium hergestellt wurden,
wiesen im Vergleich zu Sporen vom MEA-Standard-Medium, eine vierfach héhere
Glycerolkonzentration auf. In diesem Zusammenhang konnte bereits fir S. cerevisiae sowie
verschiedene Aspergilli die bevorzugte Synthese von Polyolen mit geringem
Molekulargewicht unter erhéhtem osmotischen Stress festgestellt werden [Beever et al.,
1986; Hallsworth et al., 1994; Hohmann, 2002; Jennings, 1995; Ramirez et al., 2004; Ramos
et al., 1999]. Die Produktion dieser kompatiblen Solute wird dabei Uber die Aktivierung
spezifischer biochemischer Reaktionen und die Expression osmoregulatorischer Gene
induziert [Han et al., 2002; Hohmann, 2002].

Weiterhin wird anhand der Ergebnisse deutlich, dass Mannitol die Hauptkomponente der in
den Sporen gespeicherten Polyole darstellte. Zudem wurde mit steigender NaCl-
Konzentration im Sporulationsmedium eine Zunahme der Mannitolakkumulation detektiert,
wobei Sporen, die auf Agarmedium mit 1 M NaCl-Zusatz angezogen wurden, die hdchste
Mannitolkonzentration von 260 mgL™" aufwiesen. Eine weitere Erhéhung der
Salzkonzentration im Agarmedium resultierte in einer Abnahme des intrazellularen
Mannitolgehalts. Bereits in A. niger-Sporen konnte dieser Polyhydroxalkohol als
Hauptkomponente nachgewiesen werden [Ruijter et al., 2003]. Gegenwartig ist jedoch noch
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nicht eindeutig geklart, inwieweit Mannitol als Osmoregulator fungiert. Dessen ungeachtet
wurde in weiteren Studien festgestellt, dass Mannitol eine wichtige Rolle als
Kohlenstoffspeicher zukommt [Corina et al.,, 1971; Jennings, 1995; Ruijter et al., 2003;
Smirnoff et al., 1989; Witteveen et al., 1995].

In Abbildung 4.23-b) ist die Gesamtkonzentration der hier diskutierten Polyole dargestellt. Bei
dieser Betrachtung wird deutlich, dass Sporen, die auf MEA-Medium mit 1 M NaCl-Zusatz
gebildet wurden, die hochste Polyolkonzentration aufwiesen. Judet et al. (2008) vermuten,
dass die hieraus resultierende hdhere intrazellulare Osmolalitdt zu einem héheren Wasser-
Gradienten bei der Quellung und Keimung fihrt und diese folglich beschleunigt. Ferner
weisen Untersuchungen mit A. niger darauf hin, dass Polyole die Widerstandskraft der
Sporen gegen Zellschaden und Stressbedingungen erhdéhen, wodurch der geringere Anteil
intakter Sporen bei 2 M NaCl-Zusatz erklért werden kann (vgl. Abbildung 4.22) [Ruijter et al.,
2003; Tereshina et al., 2004].

Biomasseaktivitdt im FDA-Assay

Zum Vergleich der unterschiedlich hergestellten Sporensets wurde mittels FDA-Assay deren
enzymatische Aktivitat in der Anfangsphase einer Kultivierung bestimmt. Da auf diese Weise
der Aktivitadtsverlauf wahrend der Keimung der Sporen gemessen werden kann, eignet sich
der FDA-Assay besonders gut, um ein eventuell veradndertes Keimungsverhalten
aufzudecken.

Abbildung 4.24 zeigt die enzymatische Biomasseaktivitat (dargestellt als relative Fluoreszenz
Einheit RFU) Uber der Kultivierungszeit flir die unter variierender Salzkonzentration
hergestellten Sporenproben.
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Abb. 4.24: Enzymatische Aktivitat (dargestellt als RFU) keimender Sporen unter submersen
Bedingungen im FDA-Assay in Abhangigkeit vom Salzgehalt des Sporulationsmediums.
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Wahrend in den ersten 6 h der Kultivierung fiir die verschiedenen Sporen eine annahernd
gleiche Steigung der Biomasseaktivitat detektiert wurde, stellten sich nach 10 h bereits klare
Unterschiede heraus. So erfolgte die starkste Aktivitatssteigerung bei Sporen, die bei einer
1 M NaCl-Konzentration angezogen wurden. Sporen vom MEA-Standard-Medium lie3en
wahrend dieser Zeitspanne ebenfalls eine Zunahme der Aktivitat erkennen, diese war jedoch
nach 10 h um mehr als das Dreifache geringer als die der 1 M-Sporen. Bei einer 2 M NaCl-
Konzentration im Sporulationsmedium wiesen die darauf gebildeten Sporen im FDA-Assay in
den letzten 4 h keinen signifikanten Anstieg der Aktivitat auf, was zum einen durch den
héheren Anteil membrandefekter Sporen unter erhéhten osmolalen Bedingungen zu erklaren
ist (vgl. Abbildung 4.22). Zum anderen kann der niedrigere Polyol- und insbesondere
Mannitolgehalt dieser Sporenproben zur Begrindung des geringeren Keimungspotentials
herangezogen werden. Wie bereits in Abbildung 4.23-b) gezeigt, enthalten Sporen, die unter
1M NaCl-Zusatz gebildet wurden, héhere Mengen kompatibler Solute. Die sich hieraus
ergebene hohere intrazelluldre Osmolalitdt hat bei der Quellung einen hdheren
Wassergradienten zwischen umgebendem Medium und Sporeninnerem zur Folge [Judet et
al., 2008]. Durch das resultierende schnellere Einstrémen von Wasser in die Spore kénnen
metabolische Aktivitdten, wie die Zellatmung oder Proteinbiosynthese, schneller wieder
aufgenommen werden, wodurch letzendlich der beschleunigte Keimungsprozess dieser
Sporenpopulation zu erkléren ist.

Darliber hinaus kann die starke Aktivitatssteigerung der bei 1 M NaCl im Anzuchtsmedium
erhaltenen Sporen auf den hohen intrazelluldren Mannitolgehalt zurickgefuhrt werden. In
friheren Studien wurde bereits eine hdhere Konzentration an Mannitol in keimféhigen
Aspergillus-Sporen nachgewiesen. Ferner konnte in Versuchen mit A. oryzae eine
kontinuierliche Abnahme der Mannitolkonzentration in keimenden Sporen bestimmt werden.
Bevor die Spore in der Lage ist, eine externe Kohlenstoffquelle zur Keimung zu nutzen,
scheint damit Mannitol als Hauptenergiespeicher fur die endogene Respiration zu fungieren
[Corina et al., 1971; d'Enfert, 1997; Morozova et al., 2002; Ruijter et al., 2003; Smirnoff et al.,
1989; Tereshina et al., 2004; Witteveen et al., 1995]. Zusammenfassend kann festgestellt
werden, dass eine 1M NaCl-Konzentration im Sporulationsmedium zu einem deutlich
verstarkten Anstieg der Biomasseaktivitat in der Keimungsphase fihrte. Sporen, die ohne
den Zusatz von Natriumchlorid gebildet wurden, zeigten im Vergleich geringere Aktivitaten in
der Anfangsphase submerser Kultivierungen.

Sporenviabilitdt im MTT-Assay

Zur weiteren Charakterisierung der unter variierender Salinitdt des Agarmediums gebildeten
Sporenpopulationen, wurden diese mittels MTT-Assay auf ihre respiratorische Aktivitat
getestet. Als Mal} fur diese Aktivitat diente dabei die Umsetzung des Tetrazoliumsalzes MTT
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4 Ergebnisse und Diskussion

durch intrazellulare Dehydrogenasen zu blau-violetten MTT-Formazan, welches photo-
metrisch bei einer Wellenldnge von 560 nm detektiert wurde (vgl. Kapitel 4.2.3).

Anhand Abbildung 4.25 ist ein Anstieg der Aktivitdt bis zu einer Konzentration von
1 bis 1,5 M NaCl im Sporulationsmedium zu erkennen, wahrend fir den Ansatz mit 2 M
NaCl-Konzentration eine Abnahme der respiratorischen Aktivitdt zu verzeichnen ist. Wie
bereits erwdhnt, war bei diesem Ansatz der mittels Lebend/Tot-Test bestimmte Anteil
defekter Sporen deutlich héher (vgl. Abbildung 4.22). Die verringerte Aktivitat Iasst sich damit
auf die geringere Anzahl lebender, aktiver Sporen zurtckflhren.
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Abb. 4.25: Sporenviabilitdt im MTT-Assay (dargestellt als Absorption bei 560 nm) in Abh&ngigkeit vom
Salzgehalt des Sporulationsmediums.

Verglichen mit den gemessenen Extinktionswerten toter Sporen von 0,04 (vgl. Kapitel 4.1.3)
liegen die Werte der hier untersuchten Sporenpopulationen mit 0,12 bis 0,15 in einem
deutlich héheren Bereich. Dies bestatigt, dass die Sporen, die auf den unterschiedlichen
Agarmedien angezogen wurden, generell Keimungspotential aufwiesen, was bereits durch
den FDA-Assay bestatigt wurde.

Insgesamt korrelieren die Ergebnisse des MTT-Assays sehr gut mit dem mittels FDA-Assay
aufgenommenen Aktivitatsverlauf wahrend der Keimung. Sporen, die bei 1M NaCl-
Konzentration im Agarmedium angezogen wurden, wiesen sowohl die héchste Aktivitat von
Enzymen der Zellatmung als auch die starkste Aktivitdtssteigerung wahrend der Keimung
unter submersen Bedingungen auf. Die Korrelation bestatigt somit eine Anwendbarkeit des
MTT-Assays zur Bestimmung des Keimungspotentials bzw. der Viabilitdt von Sporen. Damit
wurde eine schnelle Methode zur Uberpriifung der Sporengiite eines Inokulums etabliert,
welche als Kontrollverfahren vor dem Start industrieller Produktionsprozesse eingesetzt
werden kann.
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4 Ergebnisse und Diskussion

Biomassewachstum und Eduktumsetzung in submerser Kultivierung

Der Einfluss verschieden hergestellter Sporenproben auf die Produktivitdt bzw. Eduktum-
setzung in anschlieBender submerser Kaultivierung stellt den auf 6konomischer Basis
interessantesten Aspekt innerhalb der Charakterisierung dar. Hier zeigt sich, inwieweit die in
den vorherigen Abschnitten diskutierten Sporeneigenschaften als Guteindikator fir hohe
Edukttransformationen im Produktionsprozess herangezogen werden koénnen. Als
Applikationsprozess wurde dazu die Umsetzung der Steroid-Vorstufe Norandrostendion
(Nor-AD) durch eine regioselektive Hydroxylierungsreaktion zu 11a-OH-Norandrostendion
(Nor-OH-AD) herangezogen. Da der im Rahmen dieser Arbeit eingesetzte Wildtypstamm von
A. ochraceus bezlglich der Biotransformation keine geschlossene Edukt-Produkt-Bilanz
aufweist, wird zur Beurteilung der gesamten Transformationsleistung der relative Eduktum-
satz an Stelle der Produkt- und Nebenproduktbildung dargestellt. Die detaillerte Versuchs-
durchfihrung zur Analyse des Biomassewachstums und der Biotransformationsleistung ist
im Kapitel 3.7.5 beschrieben.

Das Wachstum und die Eduktumsetzung der unter variierender Osmolalitdt im
Sporulationsmedium gebildeten Sporenproben in anschlieBender Submerskultivierung sind
in Abbildung 4.26 dargestellt.
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Abb. 4.26: (a) Biotrockenmasse (BTM)-Konzentration und (b) relativer Eduktumsatz (2 gL" Edukt
entspricht 100 %) in Abhangigkeit von der Kultivierungszeit. Als Inokulum dienten Sporen, die flr
8 Tage bei 24 °C in Dunkelheit, auf Medien mit verschiedenen Salzkonzentrationen angezogen
wurden (Kultivierungsparameter: MQW-Medium, pH 5,5, 24 °C, 130 min™, Dunkelheit).

Der zeitliche Verlauf des Biomassewachstums in Abbildung 4.26-a) lasst zunachst fur die
verschiedenen Ansétze eine vergleichbare Entwicklung erkennen. Dennoch kénnen auch
Unterschiede festgestellt werden, die auf spezifische Charakteristika der eingesetzten
Seedingkulturen hinweisen. Insbesondere Sporen, die auf MEA-Medium mit 1 M NaCl
angezogen wurden, zeigten in anschlieBender Submerskultivierung nach 30 h einen
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4 Ergebnisse und Diskussion

stérkeren Anstieg des Wachstums, wobei maximale Biotrockenmasse (BTM)-
Konzentrationenen von 2,6 g L™ nach 58 h erreicht wurden. In Abbildung 4.26-b) ist die
Eduktumsetzung der verschiedenen Versuchsansatze im Verlauf der Kultivierung dargestellt.
Auch hier wiesen Sporen, die auf Medium mit 1 M NaCl angezogen wurden, bereits nach
30 h eine stérkere Edukttransformation und den héchsten Eduktumsatz von 70 % nach einer
Kultivierungszeit von 58 h auf.

Abbildung 4.27 zeigt die Gegenlberstellung der maximalen spezifischen Eduktumsatzraten
der verschiedenen Versuchsansatze. Obwohl die Varianz innerhalb der biologischen und
technischen Replikate recht hoch ausfallt, ist insgesamt fir den 1 M NaCl-Ansatz eine
gesteigerte Eduktumsetzung durch die Biomasse zu verzeichnen. Im Vergleich zu den her-
kémmlichen, auf MEA-Standard-Medium produzierten Sporen wurde damit eine Steigerung
der Eduktumsetzung von ca. 40 % erzielt.
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Abb. 4.27: Maximale spezifische Eduktumsatzraten. Als Inokulum dienten Sporen, die fir 8 Tage bei
24 °C in Dunkelheit, auf Medien mit verschiedenen Salzkonzentrationen angezogen wurden
(Kultivierungsparameter: MQW-Medium, pH 5,5, 24 °C, 130 min”', Dunkelheit).

Die hier dargestellten Ergebnisse bestéatigen damit die bereits anhand der Viabilitatstests
aufgestellte Hypothese, dass Sporen, die auf Agarmedium mit 1 M NaCl-Konzentration
hergestellt wurden, aufgrund der Akkumulation kompatibler Solute in anschlielender
Submerskultivierung schneller zu aktiver Biomasse heranwachsen. Dieser Unterschied
zeigte sich bereits in der Anfangsphase der Kultivierung, was auf ein verbessertes
Keimungsverhalten der Sporen zurlickzufiihren ist.
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4.3.2.2 Einfluss der Zusammensetzung von Komplexmedien

Saprophytische Pilze sind befahigt, auf einer Vielzahl organischer Substrate zu wachsen. Fir
einen effizienten und 6konomischen Produktionsprozess im industriellen Malstab ist die
Optimierung der Kultivierungsmedien jedoch von grofler Relevanz, da sich die
Zusammensetzung der Medien sowie der Zusatz bestimmter N&ahrstoffkomponenten
malfgeblich auf die Ausbildung gewiinschter Sporeneigenschaften auswirken kann. In
Kapitel 4.3.1.5 wurde bereits festgestellt, dass die Quantitdt der Sporenbildung durch die
Zusammensetzung komplexer Substrate im Sporulationsmedium beeinflusst wird. Im
Folgenden wird der Effekt ausgewdahlter Komplexmedien zur Sporulation auf die
Sporeneigenschaften und die Biotransformationsleistung in anschlieBender Submers-
kultivierung beschrieben.

Sporencharakteristika

In Abbildung 4.28 und 4.29 sind die mit Hilfe der etablierten Charakterisierungsverfahren
identifizierten Sporeneigenschaften der verschiedenen Versuchsansétze gegeniiber gestellt.
Im direkten Vergleich des prozentualen Anteils membranintakter bzw. -defekter Sporen zeigt
sich, dass Sporensets vom MEA- und MEA-C-Medium deutlich weniger membrandefekte
Sporen aufwiesen als vom MQWA-C-Medium (vgl. Abbildung 4.28-a).

Auch der Erythritol, Glycerol- und Mannitolgehalt in den Sporen wurde durch die
Zusammensetzung des komplexen Sporulationsmediums beeinflusst (vgl. Abbildung 4.28-b).
Wahrend in Sporen vom MQWA-C-Medium kein Erythritol im quantifizierbaren Bereich sowie
nur geringe Mannitolkonzentrationen bis 165 mg L' detektiert werden konnten, wiesen
Sporen vom MEA-Standard-Medium einen um 40 % erhdhten Mannitolanteil und vom
MEA-C-Medium sogar eine um 50 % erh6éhte Mannitolakkumulation auf. Die verstarkte
Polyolbildung und insbesondere der hohe Mannitolanteil in den Sporen der MEA-Medien
verstarkt die Stresstoleranz und die Widerstandsfahigkeit der Sporen [Ruijter et al., 2004;
Tereshina et al., 2004] und kann im Hinblick auf die Membranintegritat den geringeren Anteil
defekter Sporen erklaren.
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Abb. 4.28: Charakteristika von Sporen, die fir 8 Tage bei 24 °C in Dunkelheit, auf Komplexmedien
variierender Zusammensetzung angezogen wurden, (a) mittels Lebend/Tot-Viabilitatstest bestimmter
Anteil membranintakter/ -defekter Sporen, (b) intrazelluldre Konzentration von Erythritol, Glycerol und
Mannitol sowie die Gesamtkonzentration dieser Polyole.

Bei Betrachtung der mittels FDA- und MTT-Assay bestimmten Zellaktivitaten in Abbildung
4.29 wird gleichermallen deutlich, dass Sporenpopulationen der MEA-Medien wesentlich
aktiver waren, als Sporen vom MQWA-C-Medium, was auf den geringeren Anteil defekter
Sporen, als auch auf den héheren Gehalt intrazellularer Polyole zurlickgefiihrt werden kann.
Zudem wiesen MEA-C-Sporen im Gegensatz zu MEA-Standard-Sporen sowohl eine héhere
respiratorische als auch eine gesteigerte Biomasseaktivitdt in der Anfangsphase der
submersen Kultivierung auf. Die Erh6hung des Kohlenhydratanteils im Sporulationsmedium
scheint demnach nicht nur die Quantitat der Sporenbildung, sondern auch deren Qualitat zu
verbessern.
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Abb. 4.29: Viabilitdt von Sporen, die fir 8 Tage bei 24 °C in Dunkelheit auf Komplexmedien
variierender Zusammensetzung gebildet wurden, (a) im FDA-Assay ermittelte enzymatische Aktivitat
(dargestellt als RFU) keimender Sporen unter submersen Bedingungen, (b) im MTT-Assay bestimmte
respiratorische Aktivitat (dargestellt als Absorption bei 560 nm).

Biomassewachstum und Eduktumsetzung in submerser Kultivierung

Da Sporenpopulationen vom MEA-C-Medium einen geringen Anteil defekter Sporen
aufwiesen, hohe Mannitolkonzentrationen enthielten und auch im FDA-Assay die schnellste
Aktivitatssteigerung wahrend der Keimungsphase zeigten, stellte sich die Frage, inwieweit
diese Sporenanséatze auch in anschlieBender Submerskultivierung die stérkste Biomassezu-
nahme und die héchste Biotransformationsleistung aufzeigen.

Der zeitliche Verlauf des Wachstums sowie der Eduktumsetzung der verschieden herge-
stellten Seedingkulturen sind in Abbildung 4.30 dargestellt.
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Abb. 4.30: (a) Biotrockenmasse (BTM)-Konzentration und (b) relativer Eduktumsatz (2 gL" Edukt
entspricht 100 %) in Abhangigkeit von der Kultivierungszeit. Als Inokulum dienten Sporen, die flr
8 Tage bei 24 °C in Dunkelheit, auf Komplexmedien variierender Zusammensetzung angezogen
wurden (Kultivierungsparameter: MQW-Medium, pH 5,5, 24 °C, 130 min™, Dunkelheit).
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Die verschiedenen Versuchsansatze in Abbildung 4.30-a) lassen zunachst bis zu einer
Kultivierungszeit von 40 h eine tendenziell dhnliche Entwicklung des Biomassewachstums
erkennen. Ein Vorteil der MQWA-C-Sporen gegeniber MEA-Sporen aufgrund einer
schnelleren Adaptation an das Kaultivierungsmedium (MQW-Flissigmedium) kann damit
ausgeschlossen werden. Nach einer Kultivierungszeit von 40 h wurden im Versuchsansatz
mit MEA-C-Sporen insgesamt deutlich héhere BTM-Konzentrationen bestimmt, wobei ein
maximaler BTM-Wert von 3,3gL" zum Ende der Kultivierung erreicht wurde. Auch die
Kultivierungsansatze, die mit MEA-Standard-Sporen bzw. MQWA-C-Sporen gestartet
wurden, lielen wahrend dieser Zeitspanne eine Steigerung der BTM erkennen, die jedoch
nach 60 h um durchschnittlich 38 % geringer ausfiel als die der MEA-C-Sporen. Zudem
deutete sich in diesen Versuchsansétzen nach 60-stiindiger Kultivierung ein Ubergang in die

stationare Phase an.

Eine Gegenuberstellung der Eduktumsetzung der verschiedenen Versuchsansatze Uber der
Kultivierungszeit, ist in Abbildung 4.30-b) dargestellt. Auch hier zeigten Sporen, die auf
MEA-C-Medium angezogen wurden, bereits nach etwa 45 h eine starkere Transformation
des Edukts. Nach einer Kultivierungszeit von 60 h wurden ausgehend von der MEA-
Standard- bzw. MQWA-C-Seedingkultur nur ca. 50 % des Edukts umgesetzt. Im Gegensatz
dazu konnte durch Sporen, die vom MEA-C-Agarmedium hervorgingen, ein Eduktumsatz
von 72 % erreicht werden, womit eine Steigerung der Eduktumsetzung um 44 % erzielt
wurde. Der Vergleich der maximalen spezifischen Eduktumsatzraten (vgl. Abbildung 4.31)
lasst dagegen keine signifikanten Unterschiede zwischen den verschiedenen Versuchs-
anséatzen erkennen. Somit kann davon ausgegangen werden, dass die verstarkte Biotrans-
formation aufgrund der gesteigerten Zunahme an aktiver Biomasse erfolgte.
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Abb. 4.31: Maximale spezifische Eduktumsatzraten. Als Inokulum dienten Sporen, die fiir 8 Tage bei
24 °C in Dunkelheit, auf Komplexmedien variierender Zusammensetzung angezogen wurden
(Kultivierungsparameter: MQW-Medium, pH 5,5, 24 °C, 130 min'1, Dunkelheit).
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4.3.2.3 Einfluss der Kohlenstoff- und Stickstoffquellen im Minimalmedium

Der Einfluss verschiedener Kohlenstoff- und Stickstoffquellen, Aminosauren und
Spurenelemente auf die Sporenbildung und Eigenschaften der gebildeten Sporen wurde in
der Literatur bereits fir verschiedene Organismen beschrieben [Chen et al., 2005; Engelkes
et al.,, 1997; Gonzélez et al., 2008; Han et al., 2003; Mazas et al., 2009; Ooijkaas et al.,
1999]. Da der Forschungsschwerpunkt der Autoren sowohl hinsichtlich des untersuchten
Stammes als auch in der OptimierungsgrofRe (z. B. vegetatives Wachstum, Sporenbildung,
Gefriertrocknungsstabilitat) variiert, kénnen keine allgemeingiiltigen Aussagen Uber optimale
Nahrstoffkomponenten fiir die Anzucht von Sporen hoher Qualitat getroffen werden.

Zur ldentifizierung optimaler Nahrstoffbedingungen von A. ochraceus zur Bildung maximaler
Sporenkonzentrationen mit hoher Sporenglite, wurden im Rahmen der Arbeit Versuche auf
Minimalmedium durchgefuhrt, welches (a) jeweils unterschiedliche Kohlenstoffquellen bei
konstanter Stickstoffquelle (Natriumnitrat) und (b) verschiedene Stickstoffquellen bei
konstanter Kohlenstoffquelle (Glucose) enthielt.

(a) Einfluss verschiedener Kohlenstoffquellen

Sporencharakteristika

In Abbildung 4.32 sind die Eigenschaften der auf Minimalmedium mit variierender Kohlen-
stoffquelle angezogenen Sporen dargestellt.

Beim Vergleich des prozentualen Anteils membranintakter bzw. -defekter Sporen féllt auf,
dass Sporenpopulationen vom Galactose- und Glucose-Medium einen deutlich héheren
Anteil membrandefekter Sporen aufwiesen (vgl. Abbildung 4.32-a). Werden bei dieser
Betrachtung die Ergebnisse der Polyolbestimmung (vgl. Abbildung 4.32-b) in die Auswertung
mit einbezogen, zeigt sich, dass Sporen, die auf Galactose- oder Glucose-Medien
angezogen wurden, nur sehr geringe Konzentrationen an Erythritol und etwa 130 mg L™
Mannitol enthielten. Im Gegensatz dazu wiesen Sporen vom Sucrose- bzw. Glycerol-haltigen
Agarmedium eine durchschnittlich funffach héhere Erythritolkonzentration und einen um
80 % gesteigerten Mannitolgehalt auf.
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Abb. 4.32: Charakteristika von Sporen, die fiir 8 Tage bei 24 °C in Dunkelheit auf Minimalmedien mit
variierender Kohlenstoffquelle angezogen wurden. Als Stickstoffquelle wurde NaNO; eingesetzt und
ein C:N-Verhaltnis von 8:1 eingestellt. (a) mittels Lebend/Tot-Viabilitatstest bestimmter Anteil
membranintakter/-defekter Sporen, (b) intrazelluldre Konzentration von Erythritol, Glycerol und
Mannitol sowie die Gesamtkonzentration dieser Polyole.

Die hohe Mannitolkonzentration der auf Sucrose-Medium angezogenen Sporen lasst sich
durch folgenden Sachverhalt erklaren. Nach intrazelluldrer Hydrolyse von Sucrose zu
Fructose und Glucose werden beide Kohlenhydrate primér zur Energiegewinnung in die
Glykolyse eingeschleust. Desweiteren kommt dem Monosaccharid Fructose eine Bedeutung
als Zentralmetabolit im Mannitolkreislauf zu, da Mannitol unter anderem aus Fructose bzw.
Fructose-6-Phosphat synthetisiert wird [Dijksterhuis et al., 2004; Niehaus et al., 1989; Ruijter
et al., 2003]. Steht dem Organismus Sucrose in ausreichender Menge als Kohlenstoffquelle
zur Verfugung, kénnen demzufolge auch entsprechend hohe Konzentrationen an Fructose
fur den Mannitolstoffwechsel bereitgestellt werden, so dass diese Sporenpopulation
schlieBlich eine gesteigerte intrazelluldre  Mannitolkonzentration aufweist.  Zur
Veranschaulichung ist in Abbildung 4.33 der Mannitolmetabolismus von A. niger, basierend
auf Untersuchungen von Ruijter et al. (2003) schematisch dargestellt.
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Abb. 4.33: Mannitolmetabolismus in A. niger (EPP: Fructose-6-Phosphat-Phosphatase, F6P: Fruc-
tose-6-Phosphat, F1,6P: Fructose-1,6-bis-Phosphat, G6P: Glucose-6-Phosphat, HXK: Hexokinase,
MPD: Mannitol-Phosphat-Dehydrogenase, MPP: Mannitol-Phosphat-Phosphatase, MTD: Mannitol-
Dehydrogenase) [Ruijter et al., 2003].

Der hohe Mannitolanteil in Sporen vom Glycerol-Medium kénnte damit erklart werden, dass
die Bildung von Mannitol Uber die Einschleusung des Glycerol-Intermediats Dihydroxy-
aceton, in die Gluconeogenese erfolgt. Da es sich hierbei jedoch um einen fir den Pilz
energetisch ungunstigen Prozess handelt, resultiert die starke Mannitolakkumulation in den
Sporen vermutlich zusétzlich aus der geringeren Wasseraktivitdt des Mediums durch den
Glycerolzusatz und dem sich daraus ergebenen erhéhten osmotischen Stress wéhrend der
Sporulation. Im Gegensatz dazu scheint bei Vorliegen von Galactose und Glucose im
Sporulationsmedium der metabolische Stoffwechselweg zur Mannitolsynthese im geringeren
Mafe durchlaufen zu werden, woraus vergleichsweise niedrige Mannitolkonzentrationen in
den Sporen resultierten.

Eine Gegenuberstellung der mittels FDA- und MTT-Assay bestimmten Aktivitaten ist in
Abbildung 4.34 dargestellt. Beim Vergleich der verschiedenen Versuchsansatze wird
deutlich, dass Sporen vom Glycerol- und vor allem Sucrose-Medium hohe Aktivitaten
aufwiesen, was auch hier auf den geringeren Anteil defekter Sporen und die gesteigerte
Akkumulation von Mannitol zurtickgefihrt werden kann. Im FDA-Assay (vgl. Abbildung
4.34-a) konnten bereits nach 6 h submerser Kultivierung groRe Unterschiede zwischen den
enzymatischen Aktivitdten der verschiedenen Ansdtze beobachtet werden. Wahrend flr
Sporenpopulationen vom Galactose- bzw. Glucose-haltigem Agarmedium zu diesem
Zeitpunkt eine schwache bis méaRige Aktivitatssteigerung zu verzeichnen war, konnte fur
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4 Ergebnisse und Diskussion

Sporen vom Glycerol- und Sucrose-Medium bereits eine deutlich héhere Aktivitat im
Keimungsverhalten detektiert werden. Die starkste Aktivitatssteigerung wurde nach einer
Kultivierungszeit von 10 h fur die Sporenpopulation vom Sucrose-Agarmedium festgestellt.
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Abb. 4.34: Viabilitdt von Sporen, die fir 8 Tage bei 24 °C in Dunkelheit, auf Minimalmedien
variierender Kohlenstoffquelle gebildet wurden, (a) im FDA-Assay ermittelte enzymatische Aktivitat
(dargestellt als RFU) keimender Sporen unter submersen Bedingungen, (b) im MTT-Assay bestimmte
respiratorische Aktivitat (dargestellt als Absorption bei 560 nm).

Insgesamt kénnen den Sporenproben vom Glycerol- und Sucrose-Medium aufgrund des
geringeren Anteils membrandefekter Sporen und dem hohen Mannitolgehalt hdhere
Sporengiiten zugeschrieben werden. Zudem wiesen diese Sporensets im MTT-Assay die
hdchste Sporenviabilitdt sowie im FDA-Assay die schnellste Aktivitatssteigerung wahrend
der Keimungsphase auf. Im Folgenden galt es zu klaren, inwieweit eine Korrelation der
identifizierten Sporenqualitdten zum Wachstum und der Biotransformationsleistung in
anschliel3ender Kultivierung besteht.
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4 Ergebnisse und Diskussion

Biomassewachstum und Eduktumsetzung in submerser Kultivierung

In Abbildung 4.35 ist der zeitliche Verlauf des Biomassewachstums sowie der Edukt-
umsetzung der verschieden hergestellten Seedingkulturen in der Submerskultivierung

dargestellt.
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Abb. 4.35: (a) Biotrockenmasse (BTM)-Konzentration und (b) relativer Eduktumsatz (2 g L' Edukt
entspricht 100 %) in Abhangigkeit von der Kultivierungszeit. Als Inokulum dienten Sporen, die fir
8 Tage bei 24 °C in Dunkelheit, auf Minimalmedien mit variierender Kohlenstoffquelle angezogen
wurden (Kultivierungsparameter: MQW-Medium, pH 5,5, 24 °C, 130 min™, Dunkelheit).

Fur die Sporenpopulationen vom Glucose-, Galactose-, Glycerol- bzw. MEA-Standard-
Medium lasst sich bis zu einer Kultivierungszeit von etwa 30 h ein tendenziell &hnlicher
Verlauf mit einer relativ geringen Biomassebildung (Abbildung 4.35-a) und Eduktumsetzung
(Abbildung 4.35-b) erkennen. Nach 35 h kénnen jedoch signifikante Unterschiede festgestellt
werden. So wurde fir den Versuchsansatz mit Sporen vom Glycerol-Medium im folgenden
Kultivierungsverlauf eine verstarkte Wachstumsrate detektiert, was zeitgleich von einem
Anstieg des Eduktumsatzes begleitet wurde. Zum Ende der Kultivierung wurden ausgehend
von dieser Sporenpopulation nahezu 75 % des Edukts umgesetzt. Im Gegensatz dazu war in
den Kultivierungsansatzen mit Sporen vom Glucose-, Galactose- und MEA-Medium auch
nach 60 h ein geringerer Eduktumsatz von 50 bis 60 % zu verzeichnen. Wie erwartet, wiesen
Sporen vom Sucrose-Medium bereits nach einer Kultivierungsdauer von 20 h die héchste
BTM-Konzentration und Eduktumsatzrate auf. Dieser Trend setzte sich bis zum Ende der
Kultivierung fort, wobei nach 60 h ein maximaler BTM-Wert von etwa 3 g L™ und ein relativer
Eduktumsatz von 85 % erzielt wurden. Weiterhin ist durch die Gegenulberstellung der
maximalen spezifischen Eduktumsatzraten fir diesen Versuchsansatz eine gesteigerte
Eduktumsetzung durch die Biomasse festzustellen (Abbildung 4.36). Im Vergleich zu den auf
MEA-Standard-Medium angezogenen Sporen wurde damit eine Steigerung der
Edukttransformation um 70 % erzielt. Diese Ergebnisse korrelieren mit den zuvor
identifizierten Sporenqualitdten der verschiedenen Sporenpopulationen.
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Abb. 4.36: Maximale spezifische Eduktumsatzraten. Als Inokulum dienten Sporen, die fiir 8 Tage bei
24 °C in Dunkelheit, auf Minimalmedien mit verschiedenen Kohlenstoffquellen angezogen wurden
(Kultivierungsparameter: MQW-Medium, pH 5,5, 24 °C, 130 min’™, Dunkelheit).

(b) Einfluss verschiedener Stickstoffquellen

Sporencharakteristika

In Abbildung 4.37 sind die Charakteristika der auf Minimalmedium mit variierender Stickstoff-
quelle angezogenen Sporen dargestellt. Im direkten Vergleich des prozentualen Anteils
membranintakter bzw. -defekter Sporen wird deutlich, dass Sporen, die auf Agarmedien mit
anorganischer Stickstoffquelle (Kalium- und Natriumnitrat) gebildet wurden, héhere Anteile
membrandefekter Sporen aufwiesen, als die auf organischen Stickstoffverbindungen
(a-Aminobuttersaure und Harnstoff) angezogen Sporen (Abbildung 4.37-a).

Auch der Polyolgehalt in den Sporen wurde durch die verschiedenen Medienkomponenten
beeinflusst (Abbildung 4.37-b). Flir Sporen vom Kalium- und Natriumnitrat-Medium wurde
eine deutlich geringere intrazelluldre Gesamtpolyol-Konzentration von etwa 170 mg L
detektiert. Dagegen wiesen Sporen vom a-Aminobuttersdure- bzw. Harnstoff-haltigem
Sporulationsmedium relativ hohe Polyolkonzentrationen von 280 mg L™ und insbesondere
einen gesteigerten Mannitolgehalt von durchschnittich 200 mgL”" auf. Die schlechte
Viabilitdt der Sporenpopulationen vom Kalium- bzw. Natriumnitrat-Medium ist damit
vermutlich auf den niedrigen Mannitolgehalt zuriickzufihren, woraus die verminderte
Stabilitdt der Sporen und die geringere Stresstoleranz resultierten.

Die Ergebnisse lassen die Schlussfolgerung zu, dass sich die Art der Stickstoffquelle auf die
Konzentration an Mannitol in den Sporen auswirkt. Bereits in friheren Forschungsarbeiten
wurde festgestellt, dass die Synthese von Enzymen des Mannitolstoffwechsels durch
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spezielle Stickstoffquellen im Medium induziert wird. In diesem Zusammenhang wurde bei
Wachstum auf Harnstoff eine héhere Mannitol-Dehydrogenase-Aktivitat detektiert, als bei
Wachstum auf Nitrat-haltigen Stickstoffquellen [Niehaus et al., 1989].
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Abb. 4.37: Charakteristika von Sporen, die fiir 8 Tage bei 24 °C in Dunkelheit, auf Minimalmedien mit
variierender Stickstoffquelle angezogen wurden. Als Kohlenstoffquelle wurde Glucose mit einem
C-Anteil von 4 g L eingesetzt. (a) mittels Lebend/Tot-Viabilitdtstest bestimmter Anteil membran-
intakter/-defekter Sporen, (b) intrazelluldre Konzentration von Erythritol, Glycerol und Mannitol sowie
die Gesamtkonzentration dieser Polyole.

Zur weiteren Charakterisierung der unterschiedlich hergestellten Sporensets wurden diese
mittels FDA- und MTT-Assay auf ihre enzymatische Aktivitat hin untersucht (Abbildung 4.38).
Anhand der Ergebnisse wird ebenfalls ein direkter Zusammenhang zwischen der im
Sporulationsmedium verwendeten Stickstoffquelle und den Eigenschaften der darauf
gebildeten Sporen deutlich. Dabei waren fir die Sporen, die auf organischen
Stickstoffquellen (a-Aminobuttersdure und Harnstoff) angezogen wurden, wesentlich hdhere
Viabilitdten zu verzeichnen, was einerseits auf den geringeren Anteil defekter Sporen und
andererseits auf den héheren intrazellularen Mannitolgehalt zurlickzufiihren ist. Die hdchsten

97

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielfaltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



4 Ergebnisse und Diskussion

Zellviabilitaten wurden schlussendlich fur die auf dem Harnstoff-Medium angezogenen
Sporen detektiert.
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Abb. 4.38: Viabilitdt von Sporen, die fir 8 Tage bei 24 °C in Dunkelheit, auf Minimalmedien mit
variierender Stickstoffquelle gebildet wurden, (a) im FDA-Assay ermittelte enzymatische Aktivitat
(dargestellt als RFU) keimender Sporen unter submersen Bedingungen, (b) im MTT-Assay bestimmte
respiratorische Aktivitat (dargestellt als Absorption bei 560 nm).

Biomassewachstum und Eduktumsetzung in submerser Kultivierung

Die Entwicklung des Biomassewachstums sowie der Eduktumsetzung der unter variierender
Stickstoffquelle angezogenen Sporenpopulationen sind in Abbildung 4.39 dargestellt.

a) 35 b) 90 —
e  Kaliumnitrat e  Kaliumnitrat
304 ¢ Natriumnitrat ¢ Natriumnitrat
' A Aminobuttersaure 751 a  Aminobuttersaure
254 v Harnstoff = v Harnstoff
— | = MEA b4 604 ® MEA
v N
= £ 45
Z 151 3
= £
m E]
5 30 1
1,0 4 w
0,5 1 151
00 ® : , , , , , 0 , , , ,
0 10 20 30 40 50 60 0 10 20 30 40 50 60
Kultivierungszeit [h] Kultivierungszeit [h]

Abb. 4.39: (a) Biotrockenmasse (BTM)-Konzentration und (b) relativer Eduktumsatz (2 gL" Edukt
entspricht 100 %) in Abhangigkeit von der Kultivierungszeit. Als Inokulum dienten Sporen, die flr
8 Tage bei 24 °C in Dunkelheit, auf Minimalmedium mit variierender Stickstoffquelle angezogen
wurden (Kultivierungsparameter: MQW-Medium, pH 5,5, 24 °C, 130 min™, Dunkelheit).
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Die Kurvenverlaufe der verschiedenen Versuchsansatze bestatigen die im vorherigen
Abschnitt dokumentierten Ergebnisse der Viabilitdtstests. Bereits nach einer Kultivierungszeit
von 20h wurde mit den Sporen vom Harnstoff-Medium eine deutlich héhere BTM-
Konzentration erreicht, wobei ein maximaler Wert von 3,3 g L' nach 60 h zu verzeichnen war
(Abbildung 4.39-a). Auch die Kultivierungsanséatze, die mit Sporen vom Kalium- und
Natriumnitrat-Medium bzw. mit den MEA-Standard-Sporen inokuliert wurden, lie3en wahrend
dieser Zeitspanne eine Steigerung der BTM erkennen, diese fiel jedoch nach 60 h, im
Vergleich zum Ansatz mit Sporen vom Harnstoff-haltigen Medium, um durchschnittlich 33 %
geringer aus. Zudem deutete sich in diesen Versuchsansatzen bereits nach etwa 50 h ein
Ubergang in die stationare Phase an. Lediglich die Seedingkulturen, die auf Agarmedium mit
a-Aminobuttersdure als Stickstoffquelle angezogen wurden, wiesen analog der Sporen vom

Harnstoff-Medium weiterhin exponentielles Wachstum auf.

Die wahrend der Kultivierung umgesetzten Eduktkonzentrationen in Abbildung 4.39-b) lassen
eine ahnliche Tendenz erkennen, wie die Ergebnisse des Biomassewachstums. Auch hier
resultierten aus Seedingkulturen vom Harnstoff- bzw. a-Aminobuttersdure-Medium bereits
nach 30 h Kultivierung deutlich héhere Eduktumséatze. Wahrend die Sporenpopulationen
vom Kalium- und Natriumnitrat-Medium bzw. vom MEA-Standard-Medium zum Ende der
Kultivierung einen relativen Eduktumsatz von durchschnittlich 50 % erreichten, konnte mit
den Sporen vom a-Aminobuttersdure- bzw. Harnstoff-Medium eine um 50 bzw. 60 %
gesteigerte Edukttransformation erzielt werden. Der Vergleich der maximalen spezifischen
Eduktumsatzraten lasst keine signifikanten Unterschiede zwischen den verschiedenen
Versuchsansatzen erkennen (Abbildung 4.40), so dass die verstérkte Biotransformation auf
die gesteigerte Zunahme an aktiver Biomasse zuriickzufiihren ist.
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Abb. 4.40: Maximale spezifische Eduktumsatzraten. Als Inokulum dienten Sporen, die fiir 8 Tage bei
24 °C in Dunkelheit, auf Minimalmedien mit verschiedenen Stickstoffquellen angezogen wurden
(Kultivierungsparameter: MQW-Medium, pH 5,5, 24 °C, 130 min'1, Dunkelheit).
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4.4 Vergleichende Bewertung der Methoden zur Charakterisierung
von Seedingkulturen

Im Rahmen der Arbeit wurden verschiedene Verfahren zur Erfassung der Sporengute und
-aktivitdt untersucht und schlieBlich vier Methoden zur Bestimmung der Qualitat von
Seedingkulturen zur Anwendung gebracht.

Der MTT-Assay erlaubt durch Ermittlung der respiratorischen Aktivitdt einer Sporen-
suspension RUlckschlisse auf deren Anteil lebender Sporen. Dieser Test ist mit einer
Durchfiihrungsdauer von nur etwa einer Stunde mit geringem Zeitaufwand verbunden und
stellt damit eine einfache und schnelle Methode zur Uberpriifung der Sporengiite eines
Inokulums dar, welche als Kontrollverfahren vor dem Start industrieller Produktionsprozesse
eingesetzt werden kann.

Mit dem FDA-Assay ist es mdglich, innerhalb der ersten 10 Stunden einer Submers-
kultivierung die Aktivitat keimender Sporen zu bestimmen. Da durch herkdmmliche Analyse-
methoden zu diesem Zeitpunkt aufgrund einer zu geringen Biomassezunahme und
Produktivitdt keine Aussagen Uber den nachfolgenden Kultivierungsverlauf mdéglich sind,
stellt der FDA-Assay eine gute Methode dar, um bereits zu Beginn der Kultivierung
Erkenntnisse Uber den Zustand der Vorkultur zu erhalten und damit auch die weitere
Kultivierung abzuschétzen. Dadurch steht nunmehr ein Routineverfahren zur frihzeitigen
Kontrolle eines Kultivierungsprozesses zur Verfigung.

Mit der weiteren Charakterisierungsmethode des Lebend/Tot-Viabilitatstests ist es zukunftig
mdglich, die Inokulumzusammensetzung beziiglich membranintakter und -defekter Sporen in
wenigen Minuten zu erfassen und damit ebenfalls im Vorfeld der Kultivierung Auskunft Gber
die Gute der Seedingkultur zu erhalten. Zur Durchfihrung dieser Methode muss ein Konfo-
kales Laser Scanning Mikroskop (CLSM) mit entsprechender Expertise vorhanden sein.

Als weiterer Qualitatsindikator von Seedingkulturen kann der Polyol- und vor allem der
Mannitolgehalt der Sporen herangezogen und mit dem Keimungspotential korreliert werden.
Sowohl die Extraktion der Polyole aus den Sporen als auch deren chromatographische
Quantifizierung ist mit geringem Zeitaufwand verbunden und innerhalb eines Arbeitstages
moglich.

Durch die kombinierte Anwendung der in dieser Arbeit etablierten Methoden auf
unterschiedlich hergestellte Seedingkulturen wurden die verschiedenen Qualitatsindikatoren
parallel analysiert und verifiziert. Dabei konnte eine Korrelation der Ergebnisse der
verschiedenen Charakterisierungsmethoden untereinander sowie mit dem Wachstums-
verhalten und der Biotransformationsleistung in anschlieRender Submerskultivierung festge-
stellt werden, womit die Anwendbarkeit dieser Verfahren zur Erfassung der Sporenglte
bestatigt wurde. Im Hinblick auf den industriellen Prozess kann die Bestimmung der Aktivitat
einer Seedingkultur zuklnftig durch Einsatz aller oder durch Verwendung einer Auswahl der
vorgestellten Methoden in Abhangigkeit von der vorliegenden Laborausstattung sowie der
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personellen Kapazitat im Produktionsbetrieb erfolgen. Der Grofteil der Methoden ist von der
Handhabbarkeit her unter den Bedingungen eines industriellen Produktionsbetriebs im
Schnelltest durchfihrbar. Damit steht ein sehr gut abgesichertes Methodenrepertoire zur
Verfligung, um die Sporenglte und -aktivitédt in Seedingkulturen zu charakterisieren.

Uber die Etablierung der Charakterisierungsmethoden ist es nun méglich, Vorhersagen tber
den Verlauf der Kultivierung zu erhalten bzw. Seedingkulturen niedriger Gilte vom
Kultivierungsprozess auszuschlieien und Fehlkultivierungen zu verhindern. Des Weiteren
kénnen anhand der gefundenen Qualitatsindikatoren optimale Parameter zur Sporenbildung
und -lagerung aufgedeckt und zuklnftig Seedingkulturen hoher Glite hergestellt werden.
Schlussendlich kénnen im Rahmen einer ganzheitlichen Untersuchung submerser
Kultivierungsprozesse erstmals spezifische Kultivierungsergebnisse den einwirkenden
Kultivierungsparametern oder den Seedingkultur-Eigenschaften zugeordnet werden.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

In Produktionsprozessen mit filamentésen Pilzen werden haufig Sporen als Starterkulturen,
sogenannte Seedingkulturen, fiir submerse Kultivierungen verwendet. Dabei ist es essentiell,
spezifische Charakteristika der im Inokulum enthaltenen Sporen zu kennen, da diese den
Erfolg und die Reproduzierbarkeit der Kultivierung beeinflussen kénnen. Aufgrund fehlender
adaquater Untersuchungsmethoden war es jedoch bisher nicht mdéglich, spezifische
Eigenschaften von Sporen im Inokulum zu erfassen, die bereits im Vorfeld der Kultivierung
deren Erfolg oder Misserfolg indizieren. Im Vordergrund der Arbeit stand daher die
Etablierung von Verfahren zur Charakterisierung und Qualitatsbestimmung von Sporen in
Seedingkulturen.  Als  Modellorganismus  wurde dazu der filamentése Pilz
Aspergillus ochraceus verwendet. Das schlussendliche Ziel der Untersuchung bestand darin,
durch die entwickelten Methoden optimale Bedingungen fiir eine reproduzierbare, maximale
Sporenbildung mit hoher Sporenqualitdt hinsichtlich des Wachstums und der
Eduktumsetzung im anschliefenden submersen Kultivierungsprozess zu identifizieren.

Zur Bearbeitung dieser Aufgabenfelder erfolgte flir die Herstellung der zu untersuchenden
Sporensuspensionen zunadchst die Entwicklung eines standardisierten Sporenanzucht- und
Sporenernteverfahrens. Es wurde festgestellt, dass die Sporenanzucht im Kolben und das
Abernten mit 15 g Glaskugeln (@ 5 mm) pro 130 cm? Erntefléche, bei einer Schitteldauer
von 20 min und Schittelfrequenz von 100 min™ eine Vereinfachung der Sporenernte im
Vergleich zur bislang in der betrieblichen Praxis angewandten Spatelmethode darstellt und
gleichzeitig eine Steigerung der Sporenausbeute ermdglicht.

Weiterhin wurden fur die Qualitadtsbestimmung der Sporen von A. ochraceus verschiedene
Charakterisierungsverfahren zur Anwendung gebracht. Der auf Konfokaler Laser Scanning
Mikroskopie basierende LIVE/DEAD® Viability-Assay, bestehend aus den Farbstoffen
SYTO 9 Green und Propidiumiodid, erlaubt eine Unterscheidung lebender und defekter
Sporen anhand ihrer Membranintegritdt. Nach Bestimmung optimaler Parameter zur
Versuchsdurchfihrung, wurde eine Korrelation zum Keimungspotential der Sporen in einem
fir diese Untersuchung entwickelten Mikroreaktor sowie zum Biomassewachstum unter
submersen Bedingungen im Schittelkolben erhalten. Mit Hilfe dieser Methode ist es
nunmehr mdglich, eine schnelle Bestimmung der Inokulumzusammensetzung hinsichtlich
membranintakter, keimfahiger Sporen vorzunehmen und im Vorfeld der Kultivierung
Erkenntnisse Uber die Viabilitdt der Seedingkultur zu erhalten. Darliber hinaus wurde zur
Bestimmung der Biomasseaktivitdt unter submersen Bedingungen ein Viabilitdtstest auf
Grundlage eines Fluorescein-Diacetat (FDA)-Assays etabliert. Das Prinzip des Tests basiert
auf der hydrolytischen Spaltung von FDA zu Fluorescein durch zelleigene Esterasen und
Lipasen. Zukiinftig kbnnen dadurch in der friihen Wachstumsphase, in der aufgrund einer zu
geringen Biomassezunahme und Produktivitat Gber herkémmliche Analysemethoden keine
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eindeutigen Aussagen Uber den Verlauf einer Kultivierung mdglich sind, Erkenntnisse tber
den Zustand der Vorkultur erhalten und der weitere Kultivierungsverlauf abgeschétzt werden.
Weiterhin konnte ein Protokoll zur Detektion der respiratorischen Aktivitdt von
Sporensuspensionen unter Einsatz des Tetrazoliumsalzes MTT etabliert werden, wodurch
nunmehr Rickschlisse auf den Anteil lebender, aktiver Sporen in Seedingkulturen gezogen
werden koénnen. Zusétzlich wurde festgestellt, dass der intrazelluldre Polyol- und vor allem
der Mannitolgehalt der Sporen im Zusammenhang mit dem Keimungspotential einer Sporen-
population steht und damit als Qualitatsindikator von Seedingkulturen herangezogen werden
kann. Nach Anwendung der entwickelten Methoden und Qualitdtsindikatoren auf unter-
schiedlich hergestellte Sporenproben wurde eine Korrelation der Ergebnisse der ver-
schiedenen Charakterisierungsverfahren untereinander sowie mit dem Wachstumsverhalten
und der Biotransformationsleistung in Submerskultivierung festgestellt. Die Methoden sind
von der Handhabbarkeit her unter den Bedingungen eines Produktionsbetriebs als
Schnelltest durchfuhrbar. Damit steht ein sehr gut abgesichertes Methodenportfolio zur
Verfligung, um die Sporenglte und -aktivitédt in Seedingkulturen zu charakterisieren.

Die in dieser Arbeit etablierten Methoden wurden zur Identifizierung optimaler Sporulations-
parameter fir maximale Sporenausbeuten mit hoher Sporenviabilitdt eingesetzt. Es zeigte
sich, dass neben dem Temperaturoptimum des Sporulationsprozesses zwischen 24 und
26 °C, eine Mindestinkubationsdauer von acht Tagen zum Erreichen maximaler Sporen-
konzentrationen notwendig ist. Ferner wurde der Einfluss verschiedener Lichtverhaltnisse auf
den Sporulationsprozess analysiert, wobei die Inkubation in Dunkelheit die héchste Sporen-
produktion ohne zuséatzlichen technischen Aufwand ermdglichte. Die Einstellung der
Inokulumkonzentration zum Beimpfen des Festmediums stellt ebenfalls einen wichtigen
Aspekt fiir eine reproduzierbare Sporenherstellung dar. Um in kurzer Zeit maximale Sporen-
ausbeuten zu erhalten, sollten demnach Inokulumdichten von 10 bis 100 Sporen mm
eingestellt werden.

Weiterhin resultierten aus einer erhéhten Osmolalitat im Sporulationsmedium deutliche
Unterschiede sowohl in der Quantitat der Sporenbildung als auch in den Eigenschaften der
unter diesen Bedingungen gebildeten Sporen. Dabei wurde durch Zusatz von 0,5 bis 1 M
NaCl zum Sporulationsmedium eine schnellere und gesteigerte Sporenbildung induziert.
Zudem konnte mittels MTT- und FDA-Assay gleichermalien festgestellt werden, dass Spo-
ren, die bei 1 M NaCl-Konzentration im Agarmedium angezogen wurden, sowohl die héchste
respiratorische Aktivitdt als auch das starkste Keimungspotential unter submersen
Bedingungen aufweisen, was auf die erhdhte Akkumulation kompatibler Solute zurtck-
zufiihren ist. Dieser Trend wurde auch im anschlieBenden submersen Kultivierungsprozess
beobachtet, wobei diese Sporenpopulationen gegeniber Seedingkulturen vom MEA-
Standard-Medium eine gesteigerte Eduktumsetzung von bis zu 40 % ermd&glichten.

Die Verwendung unterschiedlicher komplexer Substrate im Sporulationsmedium zeigte auf,
dass insbesondere Malzextrakt und Sojapepton als optimale Nahrstoffkomponenten fir eine
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maximale Sporenbildung geeignet sind. Zudem konnte die Sporenausbeute durch Erhéhung
des Agar- und Malzextraktanteils weiter gesteigert werden, wobei gleichzeitig die Sporen-
qualitat verbessert wurde und zu einer 44 %-igen Steigerung der Eduktumsetzung fuhrte.
SchlielBlich wurden im Rahmen der Arbeit flr A. ochraceus Minimalmedien gefunden, auf
denen gleichermallen hohe Sporenmengen als auch Sporen hoher Viabilitdt gebildet werden
kénnen. Diesbeziglich wurde Sucrose als optimale Kohlenstoffquelle und Harnstoff als
optimale Stickstoffquelle identifiziert, die eine bis zu 60 %-ige Steigerung der Eduktum-
setzung erzielten.

Nach umfassender Bewertung der Versuche ist fiir eine maximale Sporenbildung und
-viabilitat die Inkubation auf Komplexmedium mit erhdhtem Agar- und Malzextraktanteil bei
24 °C in Dunkelheit fur acht Tage anzustreben. Da im Rahmen der Arbeit aus Seeding-
kulturen vom Sucrose- und Harnstoff-haltigen Minimalmedium ebenfalls eine hohe Bio-
massebildung und Eduktumsetzung im Kultivierungsprozess resultierte, erweist sich
zuklnftig auch die Sporenherstellung auf synthetischen Medien als vielversprechend. In
weiteren Versuchen ist zu testen, inwiefern sich die Sporenbildung und -viabilitdt durch
Kombination optimaler Kohlenstoff- und Stickstoffquellen in einem Sporulationsmedium
potenzieren lassen. Ferner ist zu kldren, inwieweit durch den Zusatz von Harnstoff in
Komplexmedien die Qualitdt der gebildeten Sporen positiv beeinflusst werden kann. Auch
der Einsatz weiterer komplexer Nahrstoffkomponenten, in denen vorwiegend Sucrose
enthalten ist (z. B. Melasse), stellt einen interessanten Untersuchungsaspekt dar.

Zusammenfassend wurden durch Variation zahlreicher Parameter und Medienzusammen-
setzungen Sporulationbedingungen identifiziert, die in kurzer Zeit sehr hohe und
reproduzierbare Sporenausbeuten von bis zu 4,6:10% Sporen mL™ erzielen. Gleichzeitig
konnten mit Hilfe der in dieser Arbeit etablierten Mehoden zur Bestimmung der Sporengiite
optimale Bedingungen gefunden werden, die zu Seedingkulturen mit gesteigertem
Wachstum und erhdhter Eduktumsetzung im anschlieBenden submersen Kultivierungs-
prozess flhren, womit auch die Wirtschaftlichkeit des Verfahrens durch Reduktion der
Kultivierungsdauer erhéht werden kénnte.

Im Hinblick auf den industriellen Prozess ist es Uber die Etablierung der Charakterisierungs-
verfahren von Seedingkulturen nun méglich, vor der submersen Kultivierung Aussagen Uber
deren moéglichen Verlauf zu erhalten. Des Weiteren kénnen durch das Aufdecken optimaler
Sporulationsbedingungen zukiinftig homogene Sporensuspensionen hoher Viabilitdt herge-
stellt werden und damit ein wesentlicher Beitrag zur Qualitatssicherung des bestehenden
Kultivierungsverfahrens in Bezug auf die Produktausbeute geleistet werden. Fortflihrend
sollten die im Labormalstab ermittelten optimalen Sporulationsparameter sowie Qualitats-
indikatoren im industriellen Mal3stab einem proof-of-concept unterzogen werden.
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6 Abkirzungen und Symbole

A.
AreA
ATP
B.

brlA
BTM
C-Anteil
C-Quelle
CFU
CLSM
C:N
CreA
CTC
CYA

d

DMF
DMSO
DNA
DSMZ
FDA
FDA
FPP
F6P

g

GC
GRAS
G6P

HPLC
HXK
INT

ME
MEA
min

mL
MPD
MPP
MQW
MQWA
MTD
MTT

Aspergillus
Ammonium-Repression-Aktivator A
Adenosintriphosphat

Bacillus

Bristle-Aktivator A

Biotrockenmasse

Kohlenstoffanteil

Kohlenstoffquelle

Colony forming units

Confocal Laser Scanning Microscopy
Kohlenstoff:Stickstoff-Verhaltnis
Carbon-Repression-Aktivator A
5-Cyano-2,3-ditolyltetrazoliumchlorid
Czapek-Hefeextrakt-Agar

Tage

Dimethylformamid

Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinséure

Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
Food and Drug Administration
Fluorescein-Diacetat
Fructose-6-Phosphat-Phosphatase
Fructose-6-Phosphat

Gramm

Gaschromatographie

Generally Regarded As Save
Glucose-6-Phosphat

Stunde

High Performance Liquid Chromatography
Hexokinase
2-(4-lodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-phenyl-2H-tetrazoliumchlorid
Liter

Molar [mol L™]
Malzextrakt-Pepton-Medium
Malzextrakt-Pepton-Agar

Minute

Milliliter
Mannitol-Phosphat-Dehydrogenase
Mannitol-Phosphat-Phosphatase
Maisquellwasser
Maisquellwasser-Agar
Mannitol-Dehydrogenase
3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid
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MY40GA
N-Anteil
N-Quelle
NADH
NADPH
Nor-AD
Nor-OH-AD
oD

PDA

PDMS

Pl

RFU

s

spez.
theor.

TTC

uv

viv
VE-Wasser
WST-1

WST-5
wlv
XTT
YPGA

YESA
pL
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Malzextrakt-Hefeextrakt -40 %-Glucose-Agar

Stickstoffanteil

Stickstoffquelle

Nicotinamidadenindinukleotid (oxidierter Zustand)
Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (reduzierter Zustand)
Norandrostendion

11a-OH-Norandrostendion

Optische Dichte

Kartoffel-Dextrose-Agar

Polydimethylsiloxan

Propidiumiodid

Relative Fluorescent Unit

Sekunde

Spezifisch

Theoretisch

2,3,5-Triphenyl-2H-tetrazoliumchlorid

Ultraviolett

Volume/Volume (Volumenanteil am Gesamtvolmen)
Vollentsalztes Wasser
Natrium-5-(2,4-disulfophenyl)-2-(4-iodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-2H-
tetrazoliumsalz
Dinatrium-2,29-dibenzothiazolyl-5,59-bis[4-di(2-sulfoethyl)
carbamoylphenyl]-3,39-(3,39-dimethoxy-4,49-biphenylene)-
ditetrazoliumsalz

Weight/Volume (Massenanteil am Gesamtvolumen)
Natrium-2,3-bis(2-methyloxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-5-[(phenylamino)-
carbonyl]-2H-Tetrazoliumsalz
Hefeextrakt-Pepton-Glucose-Agar
Hefeextrakt-Sucrose-Agar

Mikroliter
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