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Formation of c(-Mannosidase by Arthrobacter sp. 

The production of yeast  cell wall m~nnan 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 total ly 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 QQ = 3.7 retool/g- h and a respiratory quotient of RQ = 1.0. Addition of 
yeast  mannan (0.5~o) 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 Yx/s = 0.51 (g/g). Enzyme formation started with a delay of 
30-40rain 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 -I, thus enabling computations of maintenance and 
yield coefficients for oxygen and carbon dioxide metabolism. 

(Keyword~.: Arthrobacter ,sp.; Computer assisted cultivation; Enzyme jbr- 
mation; ~-Mannosidase; M icrobiol growth parameters) 

Einleitung 

Mannose -ha l t i ge  H o m o g l y k a n e  (Mannane)  s ind ~ls wich t ige  s t ruk-  
tu re l le  Komioonen ten  yon  Hefeze l lwgnden  naehgewiesen  worden .  Diese 
P o l y s a c e h a r i d e  s ind hoehve rzwe ig t  und  bes t ehen  aus  e iner  ~- l ,6-  
g lykos id i sch  ve rknf ip f t en  H a u p t k e t t e  und  e-1,2- bzw. ~- l ,3 -ver -  
knf ip f t en  Se i t enke t t en .  Zus~tz l ieh  k6nnen  die  Mannosee inhe i t en  der  
S e i t e n k e t t e  in 6-Ste l lung  fiber P h o s p h o d i e s t e r b r f i e k e n  m i t e i n a n d e r  
v e r b u n d e n  sein 1. U n t e r s e h i e d e  zwischen ve r seh iedenen  Hefen  f inden 
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sieh in untersehiedliehem Phosphorgehalt  2 oder untersehiedliehen 
Anteilen der ~-1,2-, z.-1,3- und ~-l,6-glykosidischen Bindungen im 
Mannan. In der Hefezellwand kommt  das wasserl6sliehe Mannan in 
einem Ausmal~ yon 40 45~ vor und ist als Antigen-wirksame Kom- 
ponente der Zellwand anzusehen. 

Der enzymatisehe Abbau des Mannans erfolgt dureh ~-Mannosi- 
dasen, die als Exoenzyme zur Bildung yon Mannose ffihren. Derartige 
Enzyme sind neben ~-Glueanasen, Proteinasen und Chitinasen Be- 
standteil yon Zellwand-lytisehen Enzymgemisehen, wie sie von zahl- 
reiehen Mikroorganismen gebildet werden 2 4. So ist in letzter Zeit 
wiederholt fiber versehiedene Sts der Gat tung Arthrobacter 
beriehtet  worden, die offensiehtlieh besonders hohe lytisehe Aktivits 
gegen HefezellwandprS@arationen, ja sogar gegen lebende Hefezellen 
aufweisen~-14. 

Die Suehe naeh derartigen Zellwand-lytisehen Enzymen ist zu- 
nS~ehst dutch das wissensehaftliehe Interesse an der Herstellung yon 
Hefeprotoplasten bzw. an den Enzymen selbst stimuliert worden, um 
damit  die Struktur  der Hefezellwand aufzukl~ren. Die M6gliehkeit, 
diese Enzyme in gr6gerer Menge herzustellen, hat  aueh zu Betraeh- 
tungen fiber Anwendungen in teehnisehem Maftstab geffihrt. Die 
Unverdauliehkeit  yon mikrobiellen Zellw/~nden ist ein gewiehtiges 
Problem bei der Verwendung yon Mikroorganismen als Fut ter-  und 
Nahrungsmittel .  Es hat  daher nieht an Vorsehl/~gen gefehlt, diese 
Probleme zu umgehen; so wurde beispielsweise die Anwendung 
Zellwand-lytiseher Enzymprs  in einem Vorbehandlungs- 
prozel3 diskutiert 15. 

Ffir die Gewinnung derartiger Enzympr/iparat ionen in optimaler 
Ausbeute ist eine genaue Kenntnis  der zur Enzymbildung ffihrenden 
Bedingungen Voraussetzung. Die Verwendung Computer-gekoppelter, 
hochinstrumentierter  Bioreaktoren bietet den Vorteil, dab nicht nur 
direkt mel3bare Kul turparameter  mit hoher Datendichte erfal3t werden 
k6nnen, sondern auch die Ermit t lung yon Prozel3variablen aus den 
Mel3werten yon sogenannten , ,Gateway"-Sensoren m6glieh ist 16,17. In 
Kombinat ion mit absatzweise durehgeffihrten ehemischen und enzy- 
matischen Bestimmungsverfahren kSnnen auf solehe Art tiefere Ein- 
blieke in das physiologisehe Gesehehen eines Mikroorganismus im 
allgemeinen bzw. in don Verlauf der Enzymbildung im speziellen 
gemaeht werden. 

Die vorliegende Arbeit soll fiber Experimente beriehten, die dazu 
dienten, die Bildung yon e-Mannosidase dureh Arthrobacter sp. zu 
studieren. Das Bakter ium wurde dureh Selektivkultur mit Hefe- 
mannan und Hefezellwand als einzige Kohlenstoffquelle aus Erdproben 
isoliertS, 9. 
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Material und Methoden 

Organismenmaterial und Zi~chtungsbedingungen 

Die Anzfichtung des Arthrobacter-Stammes erfolgte in vollsynthetischer 
N~hrl6sung mit 1~o Glucose als Kohlenstoffquelle unter Verwendung yon 
400ml Inokulumkultur 1~. Die N~hrlSsung des Inokulums hatte folgende 
Zusammensetzung : 5 g/1 Hefemannan, 3,5 g/1 Ammonsulfat, O, 12 tool/1 Kalium- 
phosphatpuffer pH 6,5, 0,2 g/1 Magnesiumsulfat. 7 aqu,  20 ml/1 Spurenelement- 
16sung is, 0,3rag/1 Biotin und 6,5rag/1 Thiaminhydrochlorid. Die Kohlen- 
stoffquelle, die Spurenelementl6sung sowie die Vitamine wurden getrennt 
sterilisiert bzw. durch Filtration entkeimt und unter aseptischen Bedingungen 
mit der Grundl6sung vereinigt. Beimpft wurde mit einer Absehwemmung aus 
einer Schr/~gagarkultur und anschlieBend 48h am Kreissehfittler (250Upm., 
25 mm Hub) gezfichtet. 

Die Zfichtung der Bakterienkultur erfolgte in einem Bioreaktor mit 
Standard-Turbinen Rfihrsystem (Labroferm F-5; New Brunswick Scientific 
Co. ; New Brunswick, N. J.) bei 610 Upm. Rfihrerdrehzahl, 111.1 t/h (Mannose) 
bzw. 142.51/h (Mannan) Belfiftungsrate und 30 ~ Thermostatentemperatur. 

Hefemannan wurde durch Extraktion mit Citratpuffer aus kommerzieller 
B~ekerhefe (Saccharomyces eerevisiae) gewonnen und fiber Kupferkomplexe 
gereinigt 19. 

A nalytische Methoden 

Wie bereits beschrieben 16 wurde der Bioreaktor mit pH-Elektrode, Ge- 
15stsauerstoffelektrode und automatiseher Alkalidosierung sowie Meitm5glich- 
keiten ffir Belfiftungsrate, Abluftzusammensetzung (Sauerstoff, Kohlen- 
dioxid), Trfibung, dialysierbares Gesamtkohlenhydrat (Anthron-Methode) und 
Ammoniak-Stickstoff (Phenol-Hypochlorit-Methode) ausgerfistet. 

Bei dem Experiment mit Mannan als Kohlenstoffquelle wurden in zeit- 
lichen Abstgnden yon 10 rain dem Bioreaktor jeweils 10 ml Ftfissigkeit hs 
entnommen und in der bakterienfreien LSsung (Zentrifugation bei 12 000 • g 
und 10rain Dauer) das vorhandene Gesamtkohlenhydrat (Phenol-Schwefel- 
s~ure-Methode 20) bestimmt. 

Bestimmung der ~-Mannosidaseaktivitfit: Die Bestimmung wurde mit 
Hefemannan als Substrat durehgefiihrt. 0,7ml gepufferte MannanlSsung 
(2,5 mg/ml Mannan gel6st in M/15~Kaliumphosphatpuffer pH6,5) und 0,3 m] 
Kulturflfissigkeit w~rden bei 30 ~ vermischt und nach einer Inkubationsdauer 
von 30rain bzw. 60rain die Menge gebildeter reduzierender Zueker nach 
Farbbildung mit 3,5-Dinitrosalics, ls~urem 'photometrisch bestimmt. Ats 
Aktivitgtseinheit (Unit) wurde jene Aktivit~t definiert, die in einer Minute 
1 ~zmol Mannose freisetzt. 

Datenerfassung 

Die Erfassung kontinuierlich gemessener Kulturparameter erfolgte mit 
Hilfe eines bereits ausffihrlich besehriebenen Systems, dessen zentrale Einheit 
aus einem programmierbaren Tischrechner (Hewlett Packard HP9830) be- 
stand e2. Jede MeBstelle wurde pro Minute einmal registriert und die digitali- 
sierten Megwerte auf Magnetbandkassette gespeichert. Die Ergebnisse der 
h~ndisch durchgeffihrten Bestimmungen (Enzymaktivit~t, Gesamtkohlen- 
hydrat) wurden den gespeieherten Daten nachtr~glich durch Eintippen fiber 
die Tastatur des Tischrechners hinzugefiigt. 



446 W. Hampel : 

Ergebnisse und Diskussion 

Enzymgemisehe zum lytisehen Abbau von Hefezellwand werden bei 
aerober Zfiehtung in N~Lhrl6sungen mit  Hefezellwandprfiparationen 
oder autoklavier ter  bzw. lebender Hefe als Kohlenstoffquelle induktiv 
gebildet und in die Kulturflfissigkeit ausgesehieden. Diese Gemisehe 
enthal ten neben ~-l,3-Glueanase und Proteinase in hohem Ausmal3 
aueh ~-Mannosidase (1,2-1,3-~-D-Mannan-mannohydrolase; E.C. 
3.2.1.77)1, s,14. Um nun den Einflul3 der Kohlenstoffquelle auf die Bildung 
der c~-Mannosidase zu studieren, wurden Versuehe in Sehtit telkultur 

Tabelle 1. Gebildete ~ Mannosidasemenge und Bioma88e bei submeraer Ziichtung 
von Arthrobacter sp. auf verschiedenen Kohlenstoffquellen 

~-Mannosidase- gebildete 
Kohlenstoffquelle aktivitgt Biomasse Ausbeutekoeffizient Yz/s 

0,5~o U/1 g/1 g/g g/g-Atom C 

Lebende B/ickerhefe a 45 n.b. b 
Autoklavierte 
B/ickerhefe ~ 38 n.b.b __ __ 
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 

a In 0,5~o Trockensubstanz/iquivalenter Menge. 
b n.b. = nicht bestimmt. 

unternommen.  Neben den naeh 48 h Kul tu rdauer  gebildeten Enzym-  
mengen sind in Tab. 1 - -  soweit sinnvoll - -  aueh die gebildete Biomasse 
und der Ausbeutekoeffizient angegeben. Wie ersiehtlieh bewirken vor 
allem die polymeren Kohlenhydra te  der Hefezellwand die Bildung yon 
a-Mannosidase in erh6htem Ausmal3. Interessanterweise werden jedoeh 
aueh bei Ziiehtung auf den Monosaeehariden Glucose und Mannose 
geringe Enzymmengen  in die N/~hrl6sung ausgesehieden. Hingegen 
wird dureh Glycerin als Kohlenstoffquelle die Bildung yon a-Manno- 
sidase vollst~ndig reprimiert.  Die Mengen a n  gebildeter Bio= 
masse und die ermit tel ten Ausbeutekoeffizienten entspreehen etwa den 
mit  anderen Arthrobac ter -S t~mmen und vergleiehbaren Substraten 
gefundenen Werten 1,12,14. 

U m  den Einfluft der Konzent ra t ion  der Kohlenhydratquel le  auf  die 
Enzymbi ldung zu untersuehen, erfolgten submerse Kult ivierungen des 
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Bakter iums mit  s teigenden Konzent ra t ionen an Hefemannan.  Zur 
Verhinderung eines zu starken Abfalls des pH-Wer tes  - -  verursacht  
dutch Assimilation der physiologiseh sauren Stiekstoffquelle - -  bzw. 
zum Vermeiden einer Stiekstofflimitierung wurde in den N~hrl6sungen 
die Menge an Phosphat  bzw. Ammonsul fa t  verdoppelt .  Die Ergebnisse 
dieser Versuehsreihe naeh 48h Kul tu rdauer  sind in Tab. 2 wieder- 
gegeben. Mit zunehmender  Mannankonzentra t ion steigt aueh die 
Menge an gebildeter Bakterienmasse.  Der Ausbeutekoeffizient ist 
hierbei jedoeh nieht konst~nt,  sondern zeigt mit  steigender Biomasse- 
konzentrat ion eine leieht fallende Tendenz. Aueh die Menge an 

Tabelle 2. Einflufi der Konzentration der Kohlenstoffquelle a.uf die Bildung yon 
:~- Manno.sida.se und Biomasse 

Mannan gebildete Ausbeute pH-Wert zu a-}Iannosidase 
Biom~sse koeffizien{ Zfichtungs- 

ende 
g/l g/1 g/g U/l U/g 

2,4 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 erh6ht  sieh mit  zunehmender  Konzentrat ion 
des Hefemannans.  Die Werte  des Enzymbildungskoeffizienten - -  
gebildete Einheiten Enzym pro g gebildeter Biomasse - -  deuten in ihrer 
Korrelat ion zur Konzentra.tion der Kohlenstoffquelle eine S~ittigungs- 
eh~ra.kteristik an. Das Auftreten eines derart igen Zusammenhanges  ist 
ffir induzierbare Enzyme naehgewiesen worden23, 24. Untersuehungen 
fiber die Wirkungsweise yon ~-Mannosidase unter  Verwendung ge- 
reinigter Enzympr/~parate aus Arthrobacter G J M - 1  haben ergeben 1, daf~ 
das Enzym vorwiegend 1:2- und 1,3-~-glykosidisehe Bindungen in 
Hefemannan  unter  Freisetzung yon Mannose hydrolysiert .  Aueh mit  
Enzympr/ ipara ten  aus Kulturflfissigkeiten des hier verwendeten 
Arthrobacter-S tammes  konnte  in orientierenden Versuehen die vor- 
wiegende Bildung yon Mor~osaeehariden beim lytisehen Abbau yon 
Hefezellwand gezeigt werden 25. Somit sind Kenntnisse fiber die Ver- 
wertung von Mannose dureh das untersuehte Bakter ium notwendige 
Voraussetzungen fiir die In te rpre ta t ion  yon Resultaten,  die bei 
Ztiehtung auf Hefemamlan erhalten werden. Aus diesem Grunde wurde 
zun~iehst der Versuch unternommen,  das physiologisehe Verhalten von 
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Arthrobacter sp. in N/~hrl6sungen mit  Mannose als einzige Kohlenstoff- 
quelle aufzuklSzen. 

Hiezu diente eine - -  nach Anzfichtung auf  45 g Glucose - -  substrat-  
ve ra rmte  Ku l tu r  des Bakter iums,  der 15g Mannose (gel6st in 50ml 
Wasser) lolStzlich zugesetzt wurden. Der Verlauf  der gemessenen 
Versuehsparameter  in der anschliel3enden weiteren Kul turentwicklung 
ist graphiseh imAbb .  1 wiedergegeben und 'zeigt ein ~hnliches Bild 
wie bei Zusatz yon Glucose zu einer subs t ra tve ra rmten  Z6ehtung 16. 
Das zugesetzte Kohlenhydrat wird ohne Adaptationsphase sofort auf- 
genommen. Eine  spezifische Zuekeraufnahmera te  yon Qs = 
0,73 m m o l / h ' g T S  wurde fiir Mannose z u  Versuchsbeginn ermittel t*;  
dies ist ann/~hernd ein Viertel des fiir Glucose unt~r vergleichbaren Be- 
dingungen gefundenen Wertes 16. Aus dem Verlauf  der AtmungsgrSgen 
(Sauerstoffaufnahme, Kohlendioxidbildung, Atmungsquotient)  ist 
welters erkennbar,  dab in der ersten Phase der Kult ivierung noch nieht 
die volle Atmungskapazit/~t der Bakter ienkul tur  vorliegt; diese wird 
erst nach 30 Minuten Versuchsdauer erreieht. Somit liegt vor diesem 
Zei tpunkt  bei voll ausgebildeter Zuckeraufnahme eine erniedrigte 
Subst ra tzehrung vor, so dab es zur intrazellul~ren AnMufung  yon 
Metaboli ten kommt .  Die volle Atmungskapaz i t~ t  betr/~gt auf  Mannose 
Qco~ = 3,7 m m o l / h ' g  T S  bei einem Respirat ionsquotienten yon 1,0. 
Vergleiehsweise wurden fiir Glucose als Kohlenstoffquelle um 50~  
h6here Atmungskoeffizienten gefundentq Mit Ersch6pfen des Kohlen- 
hydra ts  sinkt die Atmung raseh ab. In  dieser Phase der Verwertung 
intra-zellul~rer Verbindungen steigt der Atmungsquot ient  vorfiber- 
gehend auf  1.2, was auf  einen Abbau  von Carboxylgruppen-hs 
Metaboliten (e.g. Zuekers/~uren, Verbindungen des Citronenss 
eyclus, etc.) schliegen l~13t. 

Auf  Grund yon Bilanzierungen ist erreehenbar, dMt 46,5~ des 
Kohlenhydr~tkohlenstoffs  ve ra tme t  und 50,1~o in Bakterientroeken- 
substanz tibergeftihrt werden (Elementaranalyse der Trockensubstanz : 
42,71~o Kohlenstoff,  6,66~o Wasserstoff,  10,43~o Stickstoff, 1,87~oPhos- 
phor); eine Menge von 4 ,4~  des Substratkohlenstoffs  konnte zudem 
dureh Bes t immung des TOC-Wertes in der Kulturl6sung auf- 
gefunden werden. Dami t  ergeben sieh die Ausbeutekoeffizienten ftir 
Mannose mit  Yx/s = 84,4 (g Trockensubstanz pro mol Mannose) und 
Yz/o = 14,9 (g Trockensubstanz pro g-Atom verbrauchtem Sauerstoff). 

* Verwendete Abktirzungen: DO = Gel6stsauerstoff, S = Zucker, 
GKH = Gesamtkohlenhydrat, RQ = Atmungsquotient, T S  = Troeken- 
substanz, KOH = zudosiertes Alkali, CER = Kohlendioxidbildungsrate, 
GR = Waehstumsrate, S U R  = Zuekeraufnahmerate, N U R  = Stickst0ff- 
aufnahmerate, A F R  = SS~urebildungsrate, E F R  = Enzymbildungsrate, 
t~N = spezifische Stiekstoffeinbaurate, ~xt = spezifisehe Waehstumsrate. 
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Keine Ubereinstimmung war zwischen der assimilierten 
Ammoniak-Stiekstoffmenge (17,7 rag-Atom N/l) und der zur Aufreeht 
erhMtung des pH-Wertes notwendigen, zudosierten Alkalimenge 
(26,2 mval/1) zu beobaehten. Die wesentlieh erh6hte AlkMimenge ist 
offenbar dar~uf zuriiekzuf/ihren, daft sauer reagierende Stoffwechsel- 
produkte gebildet werden. Diese k6nnen sowohl intrazellul~r ge- 
speiehert oder extrazellulS~r mit der Bakterienzelle assoziiert sein ~6, als 
aueh in das Kulturmedium ausgeschieden werden. 

Unter Verwendung yon Regressionspolynomen ermittelte Kultur- 
parameter sind ftir den Bereieh der Zellvermehrung in Abb. 2 gezeigt. 
Daneben ist noeh die aus der Abluftzusammensetzung und der Be- 
lfiftungsrate berechnete Kohlendioxidbildungsrate (CER) sowie die 
spezifisehe Waehstumsrate (~t) und die auf den Gesamtstiekstoffgehalt 
bezogene Stiekstoffeinbaurate (~z~) wiedergegeben. Letztere hatte 
w/ihrend der gesamten Waehstumsphase einen konstanten Wert yon 
0,103h 1. Die spezifisehe Waehstumsrate (~t) ist unmittelbar naeh 
Zusatz der Mannose infolge intrazellul~rer SubstratanhSmfung ver- 
h/tltnismS~ftig groft. Zu diesem Zeitpunkt besitzt die Bakterienzelle wohl 
eine roll ausgebildete Zuekeraufnahme, jedoeh nut besehrSmkte 
Atmungsf~thigkeit. Erst naeh 40min Versuehsdauer entsprieht die 
spezifisehe Waehstumsrate annS~hernd der Stiekstoffeinbaurate und 
f~llt sehlieftlieh lm letzten Drittel der Waehstumsphase weiter ab. 

Die Zuekeraufnahmerate zeigt im Verlauf der Z/iehtung eine 
wesentlieh st/~rkere relative Zunahme als es dem Wachstum entsprieht ; 
sie steigt ferner knapp vor Ende der Wachstumsphase pl6tzlieh an. 
Dieser Verlauf ist eventuell auf regulatorisehe Effekte im zellul/~ren 
Zuckeraufnahmemeehanismus zurtiekffihrbar. Stiekstoffaufnahmerate 
(NUR) und S~urebildungsrate (AFR) zeigen eine dem Waehstum 
entspreehende Zunahme. 

Um nun die dutch Hefemannan induzierte Enzymbildung mit 
physiologiseh gleiehartigen Organisationsmaterial studieren zu k6nnen, 
wurde zun~ehst das Bakterium erneut mit 30 g Glueosemonohydrat als 
Kohlenstoffquelle hergefiihrt und ansehliegend ebenfalls substrat- 
verarmt (Kulturflfissigkeitsvolumen: 3,331). Dieser Bakterienkultur 
wurden 15g Hefemannan (gel6st in 100 ml Wasser) zugesetzt. Neben 
den kontinuierlieh gemessenen Kulturparametern (pH, Abluftzu- 
sammensetzung, zudosierte AlkMimenge, Konzentration an nieder- 
molekularem Kohlenhydrat, Ammoniak-Stiekstoff und Gel6stsauer- 
stoff) wurden in Zeitabst/~nden yon 10 min jeweils 10 ml Kulturfliissig- 
keit entnommen und in der bakterienfreien L6sung Gesamtkohlen- 
hydrat sowie ~-Mannosidaseaktivit/~t bestimmt. Der zeitliehe Verlauf 
der Kulturvariablen ist in Abb. 3 wiedergegeben. 

I)as zugesetzte Hefemannan (gquivalent 4,50g/1 Mannose) wird 
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innerhalb yon 310min fast vollst/~ndig verwertet, wobei 2,23g/1- 
Bakterienmasse gebildet werden. Hieraus berechnet sich der Ausbeute- 
koeffizient mit Yx/s = 0,51 (g gebildete Bakterientrockensubstanz pro 
g verwertetes Mannan). Unter Verwendung des Ergebnisses der 
Element~ran~lyse eines zu W~ehstumsende isolierten B~kterien- 

O~INATENS~ : I 

I x Versuchspar~eter Ordinatensk~a I 
yon his 

occccc C~R (mmol/l~h) : O.0 50.0 
****** GR ~mg-atom C/l~h) O.0 100.O 

i x ssssss SUR [~-atom C/l'h) : O.0 140.0 i 
* nn~nn ~R (~-atom N/l~h) 0.0 15.0 

aaaaaa AFR ( mval/l*h ) : 0.O 15,0 
eeeeee spez. N-Einbaurate (I/h) : O.O 0.4 ~ 

* ~ xxxxxx spez. Wachstumsr~te (i/h) : 0.0 0,4 

o o o  

t rain. 

Abb. 2. Metabolisehe R~ten in der Waehstumsphase von Arthrobacter sp. auf 
0,5~o Mannose 

trockenpr~parates (44,82~ Kohlenstoff, 6,25~ Wasserstoff, 11103~o 
Stickstoff, 2,50~o Phosphor) ist berechenbar, dag 55,3~o des Substrat- 
kohlenstoffs in Biomasse iibergef/ihrt werden. Eine Menge yon 
56,2mmol/1 (d.s. 37,3~ des Substratkohlenstoffs) wird weiters als 
Kohlendioxid in die Gasphase abgegeben; dies ergab sich durch 
numerisehe Integration des zeitlichen Verlaufs des Kohlendioxid- 

30 Monatshefte fLir Chemie, VoI, 111/2 
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gehaltes in der Fermenterabluft .  In der Kulturfliissigkeit wurde zum 
Versuchszeitpunkt t = 340 rain ein TOC-Gehalt von 103 mg C/1 bzw. ein 
Gehalt an hochmolekularem (nichtdialysierbarem) Gesamtkohlen- 
hydra t  yon 0,23g/1 (berechnet als Mannose) analytisch festgestellt; 
s0mit sind offenbar 5 ,5~ des Mannan-Kohlenstoffs his zu diesem 
Zeitpunkt unverwertet  geblieben. 

.Fiir die Verwertung des Hefemannans wurden 59,6 retool/1 Sauer- 
stoff aus der Luft  aufgenommen, womit sich der auf Sauerstoff 
bezogene Ausbeutekoeffizient mit Yx/o = 18,.7 (g Biomasse pro g-Atom 
verbrauchtem Sauerstoff) ergibt, sowie ein durchschnittlicher 
Atmungsquotient  yon RQ = 0,94 errechnet. 

In der Wachstumsphase assimilierte das Bakter ium ferner 17,5 rag- 
Atom N/I aus physiologisch sauren Ammonsalzen, so dal~ zur Aufrecht- 
erhaltung des pH in der Kulturfltissigkeit Alkali zudosiert werden 
mul~te (16,4 royal/l)'. 

Niedermolekulares (dialysierbares) Kohlenhydra t  war nur zu 
Beginn des Versuches, unmit telbar  nach Zusatz des Hefemannans, mit 
einer maximalen Konzentra t ion yon 0,26g/1 (berechnet als Mannose) 
nachweisbar. Dieses offenbar in der Hefemannanpr/ iparat ion als Ver- 
unreinigung enthaltene Kohlenhydra t  wurde innerhalb von 30min 
assimilielt. Im weiteren Verlauf des Versuches konnten mit der ver- 
wendetex Analysenmethodik (Nachweisgrenze bei etwa 50rag 
Mannose/1) keine niedermolekularen Kohlenhydrate  nachgewiesen 
werden, so dab die weitere Entwicklung des Bakteriums unter 
Limitierung durch das assimilierbare Kohlenhydra t  erfolgte. Eine 
Konzentra t ion von 28U/1 an a-Mannosidase wurde bereits zu Ver- 
suchsbeginn aufgefunden. Diese Enzymmenge ist offenbar bereits 
wghrend der Herftihrung des Bakteriums in die Nghrl6snng aus- 
geschieden worden. Mit Beendigung des Wachstums konnte eine 
Enzymkonzentra t ion yon 154U/! gemessen werden; so dal~ sich aus 
diesem Versuch der Enzymbildungskoeffizient mit Yp/x=56,5 (Aktivi- 
tgtseinheiten an gebildetem Enzym pro g gebildeter Biomasse) ergibt. 

Die duroh Anpassung von Polynomen ermittel ten Stoffwechsel- 
raten (Wachstumsrate, Stickstoffaufnahmerate,  S~urebildungsrate, 
Enzymbildungsrate) und die spezifische Wachstumsrate (at) bzw. die auf den 
Stickstoffgehalt der Biomasse bezogene Stiokstoffeinbaurate (~,~) sind 
graphisch in Abb.4 wiedergegeben. In den ersten 90 mix des Versuches 
sind bei Vergleich der Stoffwechselraten miteixander grSl~ere Unter- 
schiede erkennbar,  die offenbar durch das Vorliegen niedermolekularer, 
sofort assimilierbarer Kohlenhydrate  im zugesetzten Hefemannan ver- 
ursacht sind. _~hnlich wie bei Ziichtung auf Monosacchariden t r i t t  hier 
eine rasche Zunahme der Biomasse ein, die vermutlich vorwiegend auf 
die-Bildung yon Speicherkohlenhydraten zurtickftihrbar ist. Es liegt 
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somit zun~tehst keine Limitierung des Waehstums durch assimilierbare 
Kohlenhydrate  vor. Jedoch ist die eingebrachte Menge an nieder- 
molekularem Kohlenhydra t  sehr gering, so dab infolge der hohen 
Bakteriendichte diese Kohlenstoffquelle sehr bald verbraucht  ist. 
Weitere Bildung yon assimilierbaren Zuekern erfolgt aus dem hoeh- 
molekularen Hefemannan dureh Wirkung der ~-Mannosidase. Die 
vorhandene Enzymmenge ist jedoeh zun~Lehst noch gering, so dab das 
Bakterienwachstum dureh die Gesehwindigkeit der Mannosebildung 
begrenzt ist. Ab diesem Zeitpunkt  zeigen die Stoffwechselraten einen 
nahezu gleichfSrmigen Verlauf. Dureh die nun einsetzende Bildung yon 
~.-Mannosidase wird vermehrt  assimilierbares Kohlenhydra t  gebildet 
und demzufolge erh6ht sich auch die spezifische Waehstumsrate des 
Mikroorganismus. Dies konnte bis zu einem Wert  von a = 0,105h -1 
nachgewiesen werden. 

Ni t  dem Erreiehen einer solchen spezifischen Waehstumsrate - -  
dieser Wert  gibt das auf Mannose maximal erzielbare Wachstum an 
wird dureh die vorhandene a-Mannosidase bereits soviel an Mannose 
gebildet wie die Bakterien maximal verwerten k6nnen. Ab diesem 
Zeitpunkt t r i t t  jedoeh offenbar eine zunehmende Verminderung der 
Enzymwirkung ein, da bei weiterhin steigender Enzymkonzentra t ion 
die Stoffwechselraten absinken. Wie Untersuchungen mit gereinigten 
Pr~p~raten yon ~-Mannosidase aus Arthrobacter ergeben haben 1, ist 
dieses Enz ym nut  bef~higt, die ~-1,2- und ~-l,3-gtycosidisch 
verkntipften Seitenketten des Mannan zu hydrolysieren, jedoch nicht 
das ~-l,6-verkntipfte Grundgertist zu spalten. Mit Hefemannan als 
Substrat  war daher nur ein 64~iger Abbau erreiehbar. 

In der hier besehriebenen Ztichtung ist das zugesetzte Mannan zum 
Versuehszeitpunkt t = 210 min zu 55- -60~  verwertet.  Dieses Ausmal3 
der Umsetzung und die Befunde yon Jones und Ballou 1 untersttitzen 
die Annahme, dal3 die verminderte Enzymwirkung auf einen weit- 
gehenden Abbau der Seitenketten des Hefemannans zurtickffihrbar ist 
und somit eine SS~ttigung der ~-Mannosidase mit adS~quatem Substrat  
nieht mehr gegeben ist. Die hydrolytische Spaltung der Hauptke t te  des 
Hefemannans,  alas ja in diesem Exper iment  zu 95~o verwertet  wird, 
erfolgr anscheinend dureh andere, bisher noeh nieht untersuehte und 
eharakterisierte Enzyme.  Einen Hinweis hierauf haben aueh electro- 
phoretisehe Untersuehungen yon Kulturf i l t ra ten aus Ztiehtungen yon 
Arthrobacter gebraeht sa. 

Da im vorliegenden Versueh keine Nebenprodukte in nennens- 
wertem Ausmal3 gebildet werden und zudem dureh Limitierung des 
assimilierten Kohlenhydrats  die spezifisehe Waehstumsrate im Bereieh 
yon 0,05 bis 0,105 h -1 vergndert  werden konnte, wurde versueht, die 
Korrelat ion zwisehen den spezifisehen Gasstoffweehselkoeffizienten 
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(Q02, Qc02) und  der spezifischen W a e h s t u m s r a t e  (Tt) herzustellen26 
gemgB : 

1 
Qco~ = mco~ + - "~x 

Yx/co2 

Hierin ist m der Koeffizient,  der den Antei l  des endogenen Stoff- 
wechsels an der A t m u n g  wiedergibt  (retool CO2/g- h), w/ihrend ~/Yx/oo2 
den Antei l  fiir die Bi ldung von Biomasse darstell t .  

D u t c h  Quasil inearisierung 2s konn te  im Bereieh yon  t = 30 bis 
320 rain Versuehsdauer  diese Korre la t ion  sowohl ftir Qo2 als auch fiir 
Qco2 sichergestellt  und folgende Koeff iz ienten berechnet  werden:  

Kohlend iox id :  moo ~ = 0 , 5 7 m m o l / g ' h  
Yx/oo~ - -55 ,3  g/tool. 

Sauers toff :  mo~ = 0,77 m m o l / g ' h  
Yx/o~ = 58,8 g/tool. 

Diese Koeff iz ienten ermSgliehen die indirekte E rmi t t l ung  der spezi- 
fischen W a c h s t u m s r a t e  bzw. der Veranderung  der Zel lkonzentra t ion 
bei Messung der Ab lu f t zusammense t zung  von  einem Bioreak tor  eg. 
Hie rdurch  ist es mSglieh, die gebildete Biomasse anniihernd zu 
ermit teln,  vor  allem dann,  wenn infolge fester Ni thrmediumbes tand-  
teile oder s tark  gef/trbter Kul tur lSsungen,  eine Anwendung  turbido-  
metr ischer  und gravimetr iseher  Methoden zur  Bes t immung  der Bio- 
masse n icht  mSglich ist. 
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