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Formation of w-Mannosidase by Arthrobacter sp.

The production of yeast cell wall mannan degrading «-mannosidase was
studied in shake flask experiments as well as in a highly instrumented,
computer-coupled bioreactor. The enzyme is predominantly excreted into the
culture liquid upon submerged cultivation on yeast mannan. Only low
activities were detected with mannose or glucose as carbon source whereas the
enzyme formation was totally repressed by glycerol. The amount of enzyme
produced is proportional to the microbial biomass formed.

Carbon-unlimited cultivation on mannose, the primary product of enzymic
digestion, resulted in a specific growth rate of 0.10 h-1, a specific oxygen uptake
rate (g, = 3.7mmol/g-h and a respiratory quotient of RQ = 1.0. Addition of
yeast mannan (0.5%) to nutrient-depleted bacterial cells resulted in an almost
complete utilization of this substrate, with 55% of substrate carbon being
converted to biomass and 37% to carbon dioxide. The yield coefficient on
mannan was Y, .= 0.51 (g/g). Enzyme formation started with a delay of
30-40min and stopped with termination of growth. Due to the increased
production of mannose by the action of the enzyme the specific growth rate
increased from 0.05 to 0.10 h~1, thus enabling computations of maintenance and
yield coefficients for oxygen and carbon dioxide metabolism.

( Keywords: Arthrobacter sp.; Computer assisted cultivation; Enzyme for-
mation; w-Mannosidase; Microbial growth parameters)

Einleitung

Mannose-haltige Homoglykane (Mannane) sind als wichtige struk-
turelle Komponenten von Hefezellwidnden nachgewiesen worden. Diese
Polysaccharide sind hochverzweigt und bestehen aus einer u-1,6-
glykosidisch verkniipften Hauptkette und «-1,2- bzw. «-1,3-ver-
kniipften Seitenketten. Zusitzlich kénnen die Mannoseeinheiten der
Seitenkette in 6-Stellung tiber Phosphodiesterbriicken miteinander
verbunden sein'. Unterschiede zwischen verschiedenen Hefen finden
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sich in unterschiedlichem Phosphorgehalt? oder unterschiedlichen
Anteilen der «-1,2-, «-1,3- und «-1,6-glykosidischen Bindungen im
Mannan. In der Hefezellwand kommt das wasserlésliche Mannan in
einem Ausmal} von 40—45% vor und ist als Antigen-wirksame Kom-
ponente der Zellwand anzusehen.

Der enzymatische Abbau des Mannans erfolgt durch «-Mannosi-
dasen, die als Exoenzyme zur Bildung von Mannose fithren. Derartige
Enzyme sind neben B-Glucanasen, Proteinasen und Chitinasen Be-
standteil von Zellwand-lytischen Enzymgemischen, wie sie von zahl-
reichen Mikroorganismen gebildet werden2-4. So ist in letzter Zeit
wiederholt iiber verschiedene Stimme der Gattung Arthrobacter
berichtet worden, die offensichtlich besonders hohe lytische Aktivitdt
gegen Hefezellwandpriparationen, ja sogar gegen lebende Hefezellen
aufweisen5-14,

Die Suche nach derartigen Zellwand-lytischen Enzymen ist zu-
nichst durch das wissenschaftliche Interesse an der Herstellung von
Hefeprotoplasten bzw. an den Enzymen selbst stimuliert worden, um
damit die Struktur der Hefezellwand aufzukliren. Die Méglichkeit,
diese Enzyme in groBerer Menge herzustellen, hat auch zu Betrach-
tungen iiber Anwendungen in technischem Mallstab gefithrt. Die
Unverdaulichkeit von mikrobiellen Zellwidnden ist ein gewichtiges
Problem bei der Verwendung von Mikroorganismen als Futter- und
Nahrungsmittel. Es hat daher nicht an Vorschligen gefehlt, diese
Probleme zu umgehen; so wurde beispielsweise die Anwendung
Zellwand-lytischer Enzympriaparationen in einem Vorbehandlungs-
prozel} diskutiertis.

Fiir die Gewinnung derartiger Enzympréparationen in optimaler
Ausbeute ist eine genaue Kenntnis der zur Enzymbildung fithrenden
Bedingungen Voraussetzung. Die Verwendung Computer-gekoppelter,
hochinstrumentierter Bioreaktoren bietet den Vorteil, dafl nicht nur
direkt meBbare Kulturparameter mit hoher Datendichte erfait werden
kénnen, sondern auch die Ermittlung von ProzeBvariablen aus den
MeBwerten von sogenannten ,,Gateway‘‘-Sensoren moglich ist16.17, In
Kombination mit absatzweise durchgefilhrten chemischen und enzy-
matischen Bestimmungsverfahren kénnen auf solche Art tiefere Ein-
blicke in das physiologische Geschehen eines Mikroorganismus im
allgemeinen bzw. in den Verlauf der Enzymbildung im speziellen
gemacht werden.

Die vorliegende Arbeit soll iiber Experimente berichten, die dazu
dienten, die Bildung von «-Mannosidase durch Arthrobacter sp. zu
studieren. Das Bakterium wurde durch Selektivkultur mit Hefe-
mannan und Hefezellwand als einzige Kohlenstoffquelle aus Erdproben
isoliert®.9.
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Material und Methoden

Organismenmaterial und Zichtungsbedingungen

Die Anziichtung des Arthrobacter-Stammes erfolgte in vollsynthetischer
Niahrlosung mit 1% Glucose als Kohlenstoffquelle unter Verwendung von
400 m! Inokulumkulturié. Die Nihrlosung des Inokulums hatte folgende
Zusammensetzung: 5 g/l Hefemannan, 3,5 g/l Ammonsulfat, 0,12 mol/l Kalium-
phosphatpuffer pH 6,5, 0,2 g/l Magnesiumsulfat - 7 aqu., 20 ml/1 Spurenelement-
losung?8, 0,3mg/l Biotin und 6,5mg/l Thiaminhydrochlorid. Die Kohlen-
stoffquelle, die Spurenelementlésung sowie die Vitamine wurden getrennt
sterilisiert bzw. durch Filtration entkeimt und unter aseptischen Bedingungen
mit der Grundlésung vereinigt. Beimpft wurde mit einer Abschwemmung aus
einer Schrigagarkultur und anschlieBend 48h am Kreisschittler (250 Upm.,
25 mm Hub) geziichtet.

Die Ziichtung der Bakterienkultur erfolgte in einem Bioreaktor mit
Standard-Turbinen Rihrsystem (Labroferm F-5; New Brunswick Scientific
Co.; New Brunswick, N.J.) bei 610 Upm. Rihrerdrehzahl, 111.11/h (Mannose)
bzw. 142.51/h (Mannan) Beliftungsrate und 30 °C Thermostatentemperatur.

Hefernannan wurde durch Extraktion mit Citratpuffer aus kommerzieller
Biackerhefe (Saccharomyces cerevisiae) gewonnen und iiber Kupferkomplexe
gereinigtlo.

Analytische Methoden

Wie bereits beschriebenl® wurde der Bioreaktor mit pH-Elektrode, Ge-
16stsauerstoffelektrode und automatischer Alkalidosierung sowie MeBmdglich-
keiten fiir Beliftungsrate, Abluftzusammensetzung (Sauerstoff, Kohlen-
dioxid), Tritbung, dialysierbares Gesamtkohlenhydrat (Anthron-Methode) und
Ammoniak-Stickstoff (Phenol-Hypochlorit-Methode) ausgeriistet.

Bei dem Experiment mit Mannan als Kohlenstoffquelle wurden in zeit-
lichen Abstinden von 10 min dem Bioreaktor jeweils 10 ml Fliissigkeit hindisch
entnommen und in der bakterienfreien Losung (Zentrifugation bei 12000 x g
und 10min Dauer) das vorhandene Gesamtkohlenhydrat (Phenol-Schwefel-
séure-Methode20) bestimmt.

Bestimmung der «-Mannosidaseaktivitdt: Die Bestimmung wurde mit
Hefemannan als Substrat durchgefithrt. 0,7ml gepufferte :Mannanlésung
(2,5 mg/ml Mannan geldst in M/15-Kaliumphosphatpuffer pH 6,5) und 0,3 ml
Kulturflissigkeit wurden bei 30 °C vermischt und nach einer Inkubationsdauer
von 30min bzw. 60min die Menge gebildeter reduzierender Zucker nach
Farbbildung mit 3,5-Dinitrosalicylsiure?l photometrisch bestimmt. Als
Aktivitatseinheit (Unit) wurde jene Aktivitdt definiert, die in einer Minute
1 umol Manngse freisetzt.

Datenerfassung

Die Erfassung kontinuierlich gemessener Kulturparameter erfolgte mit
Hilfe eines bereits ausfiihrlich beschriebenen Systems, dessen zentrale Einheit
aus einem programmierbaren Tischrechner (Hewlett Packard HP 9830) be-
stand?2. Jede Mefistelle wurde pro Minute einmal registriert und die digitali-
sierten Mefllwerte auf Magnetbandkassette gespeichert. Die Ergebnisse der
héndisch durchgefithrten Bestimmungen (Enzymaktivitit, Gesamtkohlen-
hydrat) wurden den gespeicherten Daten nachtriglich durch Eintippen tber
die Tastatur des Tischrechners hinzugefiigt.
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Ergebnisse und Diskussion

Enzymgemische zum lytischen Abbau von Hefezellwand werden bei
aerober Ziichtung in Néahrlosungen mit Hefezellwandpriparationen
oder autoklavierter bzw. lebender Hefe als Kohlenstoffquelle induktiv
gebildet und in die Kulturflussigkeit ausgeschieden. Diese Gemische
enthalten neben g-1,3-Glucanase und Proteinase in hohem Ausmal
auch «-Mannosidase (1,2-1,3-«-D-Mannan-mannohydrolase; E.C.
3.2.1.77)1,8.14 Um nun den Einfluf} der Kohlenstoffquelle auf die Bildung
der «-Mannosidase zu studieren, wurden Versuche in Schiittelkultur

Tabelle 1. Gebildete o- Mannosidasemenge und Biomasse bei submerser Ziichiung
von Arthrobacter sp. auf verschiedenen Kohlenstoffguellen

a-Mannosidase-  gebildete

Kohler(l)sgg/ffquelle aktivitit Biomasse Ausbeutekoeffizient ¥ zls
e un g/l g/g g/g-Atom C

Lebende Bickerhefea 45 n.b.p — —
Autoklavierte

Backerhefe® 38 n.b.p — —
Hefezellwand 119 2,46 0,493 13,3
Hefemannan 169 2,33 0,467 12,6
Mannose 22 2,20 0,440 13,2
Glucosemonohydrat 13 2,18 0,436 14,4
Glycerin 0 2,80 0,559 17,2

2 In 0,56%, Trockensubstanz dquivalenter Menge.
b n.b. = nicht bestimmt.

unternommen. Neben den nach 48 h Kulturdauer gebildeten Enzym-
mengen sind in Tab. 1 — soweit sinnvoll — auch die gebildete Biomasse
und der Ausbeutekoeffizient angegeben. Wie ersichtlich bewirken vor
allem die polymeren Kohlenhydrate der Hefezellwand die Bildung von
a-Mannosidase in erhohtem Ausmall. Interessanterweise werden jedoch
auch bei Zichtung auf den Monosacchariden Glucose und Mannose
geringe Enzymmengen in die Néhrlésung ausgeschieden. Hingegen
wird durch Glycerin als Kohlenstoffquelle die Bildung von «-Manno-
sidase vollstdndig reprimiert. Die Mengen -an gebildeter Bio-
niasse und die ermittelten Ausbeutekoeffizienten entsprechen etwa den
mit anderen Arthrobacter-Stémmen und vergleichbaren Substraten
gefundenen Wertenl.12.14,

Um den Einflul der Konzentration der Kohlenhydratquelle auf die
Enzymbildung zu untersuchen, erfolgten submerse Kultivierungen des
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Bakteriums mit steigenden Konzentrationen an Hefemannan. Zur
Verhinderung eines zu starken Abfalls des pH-Wertes — verursacht
durch Assimilation der physiologisch sauren Stickstoffquelle — bzw.
zum Vermeiden einer Stickstofflimitierung wurde in den Nahriosungen
die Menge an Phosphat bzw. Ammonsulfat verdoppelt. Die Ergebnisse
dieser Versuchsreihe nach 48h Kulturdauer sind in Tab.2 wieder-
gegeben. Mit zunehmender Mannankonzentration steigt auch die
Menge an gebildeter Bakterienmasse. Der Ausbeutekoeffizient ist
hierbei jedoch nicht konstant, sondern zeigt mit steigender Biomasse-
konzentration eine leicht fallende Tendenz. Auch die Menge an

Tabelle 2. Binfluf der Konzentration der Kohlenstoffquelle auf die Bildung von
a-Mannosidase und Biomasse

Mannan gebildete Ausbeute pH-Wert zu  «-Mannosidase
Biomasse koeffizient Zichtungs-
ende
g/l g/l g/g Ujl Ulg
24 1,15 0,48 6,85 63 55
5,0 2,35 0,47 6,80 142 60
7.2 3,10 0,43 6,70 214 69
10,0 4,32 0.43 6,60 293 68
12.8 5,63 0,44 6,40 365 65

gebildeter «-Mannosidase erhoht sich mit zunehmender Konzentration
des Hefemannans. Die Werte des Enzymbildungskoeffizienten —
gebildete Einheiten Enzym pro g gebildeter Biomasse — deuten in ihrer
Korrelation zur Konzentration der Kohlenstoffquelle eine Sittigungs-
charakteristik an. Das Auftreten eines derartigen Zusammenhanges ist
far induzierbare Enzyme nachgewiesen worden??:24. Untersuchungen
iber die Wirkungsweise von a-Mannosidase unter Verwendung ge-
reinigter Enzympraparate aus Arthrobacter GJ M -1 haben ergeben!, daf}
das Enzym vorwiegend 1,2- und 1,3-a-glykosidische Bindungen in
Hefemannan unter Freisetzung von Mannose hydrolysiert. Auch mit
Enzympriparaten aus Kulturflissigkeiten des hier verwendeten
Arthrobacter-Stammes konnte in orientierenden Versuchen die vor-
wiegende Bildung von Monosacchariden beim lytischen Abbau von
Hefezellwand gezeigt werden?5. Somit sind Kenntnisse iber die Ver-
wertung von Mannose durch das untersuchte Bakterium notwendige
Voraussetzungen fir die Interpretation von Resultaten, die bei
Ziichtung auf Hefemannan erhalten werden. Aus diesem Grunde wurde
zunéchst der Versuch unternommen, das physiologische Verhalten von
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Arthrobacter sp. in Nahrlosungen mit Mannose als einzige Kohlenstoff-
quelle aufzuklaren.

Hiezu diente eine — nach Anzichtung auf 45 g Glucose — substrat-
verarmte Kultur des Bakteriums, der 15g Mannose (gelost in 50 ml
Wasger) plotzlich zugesetzt wurden. Der Verlauf der gemessenen
Versuchsparameter in der anschlieBenden weiteren Kulturentwicklung
ist graphisch in. Abb.1 wiedergegeben und zeigt ein dhnliches Bild
wie bei Zusatz von Glucose zu einer substratverarmten Ztichtungl6.
Das zugesetzte Kohlenhydrat wird ohne Adaptationsphase sofort auf-
genommen. Eine spezifische Zuckeraufnahmerate von @, =
0,73 mmol/h - gT'S wurde fir Mannose zu. Versuchsbeginn ermittelt*;
dies ist anndhernd ein Viertel des fir Glucose unter vergleichbaren Be-
dingungen gefundenen Wertes1é. Aus dem Verlauf der AtmungsgroBen
(Sauerstoffaufnahme, Kohlendioxidbildung, Atmungsquotient) ist
weiters erkennbar, daB in der ersten Phase der Kultivierung noch nicht
die volle Atmungskapazitit der Bakterienkultur vorliegt; diese wird
erst nach 30 Minuten Versuchsdauer erreicht. Somit liegt vor diesem
Zeitpunkt bei voll ausgebildeter Zuckeraufnahme eine erniedrigte
Substratzehrung vor, so daBl es zur intrazelluliren Anhdufung von
Metaboliten kommt. Die volle Atmungskapazitit betrigt auf Mannose
Qco, = 3,7mmol/h-g T'S bei einem Respirationsquotienten von 1,0.
Vergleichsweise wurden fiir Glucose als Kohlenstoffquelle um 509
héhere Atmungskoeffizienten gefundents. Mit Erschépfen des Kohlen-
hydrats sinkt die Atmung rasch ab. In dieser Phase der Verwertung
intra-zellularer Verbindungen steigt der Atmungsquotient voriiber-
gehend auf 1.2, was auf einen Abbau von Carboxylgruppen-haltigen
Metaboliten (e.g. Zuckersduren, Verbindungen des Citronensiure-
cyclus, etc.) schliefien 1a5t.

Auf Grund von Bilanzierungen ist errechenbar, daB 46,5% des
Kohlenhydratkohlenstoffs veratmet und 50,1% in Bakterientrocken-
substanz tibergefithrt werden (Elementaranalyse der Trockensubstanz:
42.71% Kohlenstoff, 6,66%, Wasserstoff, 10,43%, Stickstoff, 1,879 Phos-
phor); eine Menge von 4,4% des Substratkohlenstoffs konnte zudem
durch Bestimmung des 70C-Wertes in der Kulturlosung auf-
gefunden werden. Damit ergeben sich die Ausbeutekoeffizienten fiir
Mannose mit Y,,, = 84,4 (g Trockensubstanz pro mol Mannose) und
Y6 = 14,9 (g Trockensubstanz pro g-Atom verbrauchtem Sauerstoff).

* Verwendete Abkurzungen: DO = Gelostsanerstoff, S = Zucker,
GKH = Gesamtkohlenhydrat, RQ = Atmungsquotient, 7S = Trocken-
substanz, KOH = zudosiertes Alkali, CER = Kohlendioxidbildungsrate,
GR = Wachstumsrate, SUR = Zuckeraufnahmerate, NUR = Stickstoff-
aufnahmerate, AFR = Saurebildungsrate, FEFR = Enzymbildungsrate,
py = spezifische Stickstoffeinbaurate, u, = spezifische Wachstumsrate.
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Keine Ubereinstimmung war zwischen der assimilierten
Ammoniak-Stickstoffmenge (17,7 mg-Atom N/1) und der zur Aufrecht-
erhaltung des pH-Wertes notwendigen, zudosierten Alkalimenge
(26,2 mval/l) zu beobachten. Die wesentlich erhéhte Alkalimenge ist
offenbar darauf zuriickzufiihren, dall sauer reagierende Stoffwechsel-
produkte gebildet werden. Diese konnen sowohl intrazellulir ge-
speichert oder extrazelluldr mit der Bakterienzelle assoziiert sein26, als
auch in das Kulturmedium ausgeschieden werden.

Unter Verwendung von Regressionspolynomen ermittelte Kultur-
parameter sind fir den Bereich der Zellvermehrung in Abb. 2 gezeigt.
Daneben ist noch die aus der Abluftzusammensetzung und der Be-
liftungsrate berechnete Kohlendioxidbildungsrate (CER) sowie die
spezifische Wachstumsrate (u;) und die auf den Gesamtstickstoffgehalt
bezogene Stickstoffeinbaurate (uy) wiedergegeben. Letztere hatte
wéihrend der gesamten Wachsturmsphase einen konstanten Wert von
0,103h1. Die spezifische Wachstumsrate (u;) ist unmittelbar nach
Zusatz der Mannose infolge intrazellulirer Substratanhdufung ver-
haltnismalig grof3. Zu diesem Zeitpunkt besitzt die Bakterienzelle wohl
eine voll ausgebildete Zuckeraufnahme, jedoch nur beschrinkte
Atmungsfahigkeit. Erst nach 40min Versuchsdauver entspricht die
spezifische Wachstumsrate anndhernd der Stickstoffeinbaurate und
fillt schlieBlich im letzten Drittel der Wachstumsphase weiter ab.

Die Zuckeraufnahmerate zeigt im Verlauf der Ziichtung eine
wesentlich starkere relative Zunahme als es dem Wachstum entspricht;
sie steigt ferner knapp vor Ende der Wachstumsphase plétzlich an.
Dieser Verlauf ist eventuell auf regulatorische Effekte im zelluldren
Zuckeraufnahmemechanismus zuriickfithrbar. Stickstoffaufnahmerate
(NUR) und Séurebildungsrate (AFR) zeigen eine dem Wachstum
entsprechende Zunahme.

Um nun die durch Hefemannan induzierte Enzymbildung mit
physiologisch gleichartigen Organisationsmaterial studieren zu kénnen,
wurde zunédchst das Bakterium erneut mit 30 g Glucosemonohydrat als
Kohlenstoffquelle hergefihrt und anschlieBend ebenfalls substrat-
verarmt (Kulturflassigkeitsvolumen: 3,331). Dieser Bakterienkultur
wurden 15g Hefemannan (gelost in 100 ml Wasser) zugesetzt. Neben
den kontinuierlich gemessenen Kulturparametern (pH, Abluftzu-
sammensetzung, zudosierte Alkalimenge, Konzentration an nieder-
molekularem Kohlenhydrat, Ammoniak-Stickstoff und Geléstsauver-
stoff) wurden in Zeitabstinden von 10 min jeweils 10 ml Kulturfliissig-
keit entnommen und in der bakterienfreien Losung Gesamtkohlen-
hydrat sowie o-Mannosidaseaktivitdt bestimmt. Der zeitliche Verlauf
der Kulturvariablen ist in Abb.3 wiedergegeben.

Das zugesetite Hefemannan (dquivalent 4,50g/l Mannose) wird
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innerhalb von 310min fast vollstindig verwertet, wobei 2,23g/l-
Bakterienmasse gebildet werden. Hieraus berechnet sich der Ausbeute-
koeffizient mit Y, = 0,51 (g gebildete Bakterientrockensubstanz pro
g verwertetes Mannan). Unter Verwendung des Ergebnisses der
Elementaranalyse eines zu Wachstumsende isolierten Bakterien-
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Abb. 2. Metabolische Raten in der Wachstumsphase von Arthrobacter sp. auf

0,5% Mannose

trockenpraparates (44,82% Kohlenstoff, 6,25% Wasserstoff, 11,03%
Stickstoff, 2,50% Phosphor) ist berechenbar, daf 55,3% des Substrat-
kohlenstoffs in Biomasse iibergefithrt werden. Eine Menge von
56,2 mmol/l (d.s. 37,3% des Substratkohlenstoffs) wird weiters als
Kohlendioxid in die Gasphase abgegeben; dies ergab sich durch
numerische Integration des zeitlichen Verlaufs des Kohlendioxid-
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452 W. Hampel: Bildung von «-Mannosidase

gehaltes in der Fermenterabluft. In der Kulturflissigkeit wurde zum
Versuchszeitpunkt { = 340 min ein 7'0C-Gehalt von 103 mg C/1 bzw. ein
Gehalt an hochmolekularem (nichtdialysierbarem) Gesamtkohlen-
hydrat von 0,232/l (berechnet als Mannose) analytisch festgestellt;
somit sind offenbar 5,56% des Mannan-Kohlenstoffs bis zu diesem
Zeitpunkt unverwertet geblieben.

-Fiir die Verwertung des Hefemannans wurden 59,6 mmol/l Sauer-
stoff aus der Luft aufgenommen, womit sich der auf Sauerstoff
bezogene Ausbeutekoeffizient mit ¥,,, = 18,7 (g Biomasse pro g-Atom
verbrauchtem Sauerstoff) ergibt, sowie ein durchschnittlicher
Atmungsquotient von B¢ = 0,94 errechnet.

In der Wachstumsphase assimilierte das Bakterium ferner 17,5 mg-
Atom N/l aus physiologisch sauren Ammonsalzen, so dafl zur Aufrecht-
erhaltung des pH in der Kulturflussigkeit Alkali zudosiert werden
muBite (16,4 mval/l).

Niedermolekulares (dialysierbares) Kohlenhydrat war nur zu
Beginn des Versuches, unmittelbar nach Zusatz des Hefemannans, mit
einer maximalen Konzentration von 0,26 g/l (berechnet als Mannose)
nachweisbar. Dieses offenbar in der Hefemannanpraparation als Ver-
unreinigung enthaltene Kohlenhydrat wurde innerhalb von 30min
assimiliert. Im weiteren Verlauf des Versuches konnten mit der ver-
wendeten © Analysenmethodik (Nachweisgrenze bei etwa 50mg
Mannose/l) keine niedermolekularen Kohlenhydrate nachgewiesen
werden, so daB die weitere Entwicklung des Bakteriums unter
Limitierung durch das assimilierbare Kohlenhydrat erfolgte. Eine
Konzentration von 28U/l an «-Mannosidase wurde bereits zu Ver-
suchsbeginn aufgefunden. Diese Enzymmenge ist offenbar bereits
wihrend der Herfithrung des Bakteriums in die Nahrlosung aus-
geschieden worden. Mit Beendigung des Wachstums konnte eine
Enzymkonzentration von 154 U/l gemessen werden; so dall sich aus
diesem Versuch der Enzymbildungskoeffizient mit Yp/x=56,5 (Aktivi-
titseinheiten an gebildetem Enzym pro g gebildeter Biomasse) ergibt.

Die durch Anpassung von Polynomen ermittelten Stoffwechsel-
raten (Wachstumsrate, Stickstoffaufnahmerate, Saurebildungsrate,
Enzymbildungsrate) und die spezifische Wachstumsrate () bzw. die auf den
Stickstoffgehalt der Biomasse bezogene Stickstoffeinbaurate (uy) sind
graphisch in Abb.4 wiedergegeben. In den ersten 90 min des Versuches
sind bei Vergleich der Stoffwechselraten miteinander groflere Unter-
schiede erkennbar, die offenbar durch das Vorliegen niedermolekularer,
sofort assimilierbarer Kohlenhydrate im zugesetzten Hefemannan ver-
ursacht sind.- Ahnlich wie bei Ztichtung auf Monosacchariden tritt hier
eine rasche Zunahme der Biomasse ein, die vermutlich vorwiegend auf
die- Bildung von Speicherkohlenhydraten zuriickfithrbar ist. Es liegt
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somit zunichst keine Limitierung des Wachstums durch assimilierbare
Kohlenhydrate vor. Jedoch ist die eingebrachte Menge an nieder-
molekularem Kohlenhydrat sehr gering, so dal} infolge der hohen
Bakteriendichte diese Kohlenstoffquelle sehr bald verbraucht ist.
Weitere Bildung von assimilierbaren Zuckern erfolgt aus dem hoch-
molekularen Hefemannan durch Wirkung der o-Mannosidase. Die
vorhandene Enzymmenge ist jedoch zundchst noch gering, so daB das
Bakterienwachstum durch die Geschwindigkeit der Mannosebildung
begrenzt ist. Ab diesem Zeitpunkt zeigen die Stoffwechselraten einen
nahezu gleichformigen Verlauf. Durch die nun einsetzende Bildung von
o-Mannosidase wird vermehrt assimilierbares Kohlenhydrat gebildet
und demzufolge erhéht sich auch die spezifische Wachstumsrate des
Mikroorganismus. Dies konnte bis zu einem Wert von p = 0,105h-1
nachgewiesen werden.

Mit dem FErreichen einer solchen spezifischen Wachstumsrate —
dieser Wert gibt das auf Mannose maximal erzielbare Wachstum an —
wird durch die vorhandene «-Mannosidase bereits soviel an Mannose
gebildet wie die Bakterien maximal verwerten kénnen. Ab diesem
Zeitpunkt tritt jedoch offenbar eine zunehmende Verminderung der
Enzymwirkung ein, da bei weiterhin steigender Enzymkonzentration
die Stoffwechselraten absinken. Wie Untersuchungen mit gereinigten
Priparaten von o«-Mannosidase aus Arthrobacter ergeben habenl, ist
dieses Enzym nur befihigt, die «-1,2- und =-1,3-glycosidisch
verkniipften Seitenketten des Mannan zu hydrolysieren, jedoch nicht
das «-1,6-verkniipfte Grundgerist zu spalten. Mit Hefemannan als
Substrat war daher nur ein 64%;iger Abbau erreichbar.

In der hier beschriebenen Ziichtung ist das zugesetzte Mannan zum
Versuchszeitpunkt ¢ = 210 min zu 55—60%; verwertet. Dieses Ausmalf}
der Umsetzung und die Befunde von Jones und Ballou! unterstiitzen
die ‘Annahme, dal die verminderte Enzymwirkung auf einen weit-
gehenden Abbau der Seitenketten des Hefemannans zuriickfithrbar ist
und somit eine Sattigung der «-Mannosidase mit addquatem Substrat
nicht mehr gegeben ist. Die hydrolytische Spaltung der Hauptkette des
Hefemannans, das ja in diesem Experiment zu 959, verwertet wird,
erfolgt anscheinend: durch -andere, bisher noch nicht untersuchte und
charakterisierte Enzyme. Einen Hinweis hierauf haben auch electro-
phoretische Untersuchungen von Kulturfiltraten aus Ziichtungen von
Arthrobacter gebracht2s.

Da im vorliegenden Versuch keine Nebenprodukte in nennens-
wertem Ausmal} gebildet werden und zudem durch Limitierung des
assimilierten Kohlenhydrats die spezifische Wachstumsrate im Bereich
von 0,05 bis 0,105 h—1 verindert werden konnte, wurde versucht, die
Korrelation zwischen den spezifischen Gasstoffwechselkoeffizienten
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(€o,» @co,) und der spezifischen Wachstumsrate (u;) herzustellen26
geméf:

1
Yx/coz

Hierin ist m der Koeffizient, der den Anteil des endogenen Stoff-
wechsels an der Atmung wiedergibt (mmol CO,/g-h), wihrend p/Y
den Anteil fir die Bildung von Biomasse darstellt.

Durch Quasilinearisierung? konnte im Bereich von {= 30 bis
320 min Versuchsdauer diese Korrelation sowohl fiir @, als auch fiir
@co, sichergestellt und folgende Koeffizienten berechnet werden:

Kohlendioxid: m,, = 0,57mmol/g-h
Y /oo, =55,3g/mol.

Sauerstoff:  m, = 0,77 mmol/g-h
Yo, = 58,8 g/mol.

Diese Koeffizienten erméglichen die indirekte Ermittlung der spezi-
fischen Wachstumsrate bzw. der Veranderung der Zellkonzentration
bei Messung der Abluftzusammensetzung von einem Bioreaktor?,
Hierdurch ist es moglich, die gebildete Biomasse anndhernd zu
ermitteln, vor allem dann, wenn infolge fester Nahrmediumbestand-
teile oder stark gefirbter Kulturlésungen, eine Anwendung turbido-
metrischer und gravimetrischer Methoden zur Bestimmung der Bio-
masse nicht moglich ist.

Qco, = Mco, + @

x/co,
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