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Zusammenfassung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde ein fermentativer Prozess zur Produktion eines
nichtribosomalen Peptids (Rhabdopeptid — RXP) sowie ein dazugehdriges
Aufreinigungsverfahren entwickelt. Als Basis der Prozessentwicklung wurde ein Promotor- und
Expressionsstamm-Screening durchgefiihrt. Dabei erwies sich der Stamm Escherichia coli
DH10B in Verbindung mit einem Arabinosepromotor zur Regulierung der Expression der
VietABC-Synthase als  vielversprechender  Produktionsstamm. Die  statistische
Versuchsplanung war ein wiederkehrendes Element, das in Form von Screenings zur
Bestimmung von signifikanten Einflussfaktoren und der Optimierung von Prozessen mittels
Wirkungsflachenversuchspléanen genutzt wurde. Darunter die Entwicklung eines chemisch
definierten Mediums, das im Schittelkolbenmafistab eine hohere Produktkonzentration
lieferte, als Kultivierungen mit LB-Medium. Teil der Medienentwicklung war ein
Kohlenstoffquellen-Screening, das entscheidend fir die Leistung des Mediums war, da
Glycerin oder ein Intermediat des Glycerinmetabolismus die Aktivitat der VietABC-Synthase
hemmt. Basierend auf einer Aminosaureanalytik von Prozessen mit Komplexmedium wurden
Intermediate der Glykolyse und des Zitronensaurezyklus identifiziert, die sich weniger
hemmend auf die Aktivitat der Synthase auswirkten. Darunter Succinat, das verglichen mit
Glycerin die ~5-fache RXP-Konzentration im chemisch definierten Medium lieferte und als
alleinige Kohlenstoffquelle verwendet wurde. Resultat der Medienentwicklung war eine
Steigerung der RXP-Konzentration von 2,73 + 0,83 mg L des initialen M9-Mediums auf
55,9 + 3,93 mg L' des zur RXP-Produktion optimierten M9rxe-Mediums. Des Weiteren wurden
mittels statistischer Versuchsplanung die Expression und die Aktivitat der VietABC-Synthase
untersucht sowie die Prozessparameter im Ruhrkesselreaktor optimiert. Es stellte sich heraus,
dass die Aktivitdt der Synthase im Allgemeinen hoch war, wenn wachstumsinhibierende
Konditionen bei den Kultivierungen herrschten. Die Untersuchung der Prozessparameter
zeigte, dass die optimale Temperatur fur die Produktion deutlich unterhalb der Temperatur lag,
die fir Kultivierungen mit E. coli Ublich ist. Die RXP-Konzentration mit dem M9grxp-Medium
konnte im Rihrkesselreaktor, verglichen mit den Schiittelkolbenkultivierungen, mehr als
verdoppelt werden. Unter Berticksichtigung prozesstechnischer Vor- und Nachteile wurden bei
der Optimierung des Batch-Prozesses mehrere ZielgroRen betrachtet. Zum einen die
Optimierung der Produktkonzentration, die 126,07 + 14,28 mg L™ erreichte und zum anderen
die Optimierung der Raumzeitausbeute, die eine etwas geringere Produktkonzentration von
117 £ 6,63 mg L™ lieferte, aber mit einer Reduktion der Prozessdauer von ~25% verbunden
war. Der Prozess mit der optimierten Raumzeitausbeute bei 29 °C und pH 7 wurde als Basis
fur die Entwicklung eines Zulaufverfahrens genutzt. Der finale Prozess im Fed-Batch-Modus
erreichte eine Produktkonzentration von 309 + 54,13 mg L' und Ubersteigt vergleichbare
Prozesse mit Escherichia coli in chemisch definiertem Medium um ein Vielfaches. Unter
|



Verwendung eines chemisch definierten Mediums konnte die Produktkonzentration durch
prozesstechnische MaRnahmen um mehr als das 110-fache gesteigert werden. Zusatzlich
wurde eine in situ Produktabtrennung in den Prozess integriert, die den Aufwand des
Aufreinigungsprozesses reduzierte. Dazu wurde das Produkt Gber einen Bypass mit Amberlite
XAD-16N aus dem Prozess isoliert. Der zugrunde liegende physikalische Adsorptionsprozess
und die Kapazitdt des Adsorbers wurden im Rahmen der Isolierung des RXP durch
Sorptionsisotherme charakterisiert. Regressionsanalysen verschiedener
Sorptionsisothermenmodelle zeigten, dass das Modell nach Freundlich die geringste Chi-
Quadrat-Verteilung aufwies. Somit wurde angenommen, dass es sich aufgrund von
Kondensation um eine Multilayer-Adsorption handelt. Daruiber hinaus wurde die Desorption
des Produkts mit Methanol und Ethanol untersucht. Ethanol wurde aufgrund der geringeren
Toxizitdt und der einfacheren Handhabung verwendet, um mit linearem Gradient und
verschiedenen Kombinationen an Stufengradienten hydrophile und schwach hydrophobe
Verunreinigungen vom RXP abzutrennen. Die Elution mit einem Stufengradient fiihrte zu einer
~7-fachen Aufkonzentrierung des Produkts. Aufgrund der physikalischen und chemischen
Eigenschaften waren die meisten untersuchten Aufreinigungsverfahren, darunter
GroéRBenausschluss-,  lonenaustausch- und  Hydrophobeinteraktionschromatographie,
ungeeignet das RXP und die Nebenprodukte der VietABC-Synthase voneinander zu trennen.
Das einzige Verfahren mit ausreichender Selektivitat war die praparative UHPLC. Dabei wurde
die Aufldsung mittels statistischer Versuchsplanung auf 2,36 + 0,02 gesteigert. Als Resultat
der hohen Auflésung konnte das Produkt nahezu vollstdndig wiedergewonnen werden, was
dazu flhrte, dass nach dem finalen Prozessschritt der Aufreinigung 81,7 + 8,4% des Produkts

mit hoher Reinheit isoliert werden konnten.



Abstract

In the present work, a fermentative process for the production of a nonribosomal peptide
(rhabdopeptide - RXP) and an associated purification procedure were developed. As a basis
for the process development, a promoter and expression strain screening was conducted.
Thereby, the strain Escherichia coli DH10B in combination with an arabinose promoter to
regulate the expression of VietABC synthase, proved to be a promising production strain.
Design of experiment was a recurring element, used in the form of screenings to determine
significant influencing factors and optimize processes using response surface methodology.
Among these was the development of a chemically defined medium, which provided a higher
product concentration than cultivations using LB medium in shake flask scale. Part of the
medium development was a carbon source screening, which was critical to the performance
of the medium because glycerol or an intermediate of glycerol metabolism inhibits VietABC
synthase activity. Based on amino acid analysis of processes with complex medium,
intermediates of glycolysis and citric acid cycle were identified, which had less inhibitory effect
on synthase activity. Among these was succinate, which provided ~5-fold RXP concentration
in the chemically defined medium compared to glycerol and was used as the sole carbon
source. The result of the medium development was an increase in RXP concentration from
2.73+0.83mg L" of the initial M9 medium, to 55.9 + 3.93 mg L' of the M9:xr medium
optimized for RXP production. Furthermore, the expression and activity of VietABC synthase
were investigated and the process parameters were optimized in stirred tank reactors, by
statistical experimental designs. It was found that the activity of the synthase was generally
high when growth inhibitory conditions prevailed in the cultivations. Examination of the process
parameters showed that the optimal temperature for production was considerably lower than
the temperature commonly used for cultivating Escherichia coli. The RXP concentration was
more than doubled in the stirred tank reactor compared to the shake flask cultivations with the
M9rxp medium. Several target parameters were examined in the optimization of the batch
process. One was the optimization of the product concentration which reached
126.07 £ 14.28 mg L' and the other was the optimization of the space-time yield, which
provided a slightly lower product concentration of 117 + 6.63 mg L' but was associated with a
reduction in process time of ~25%. The process with the optimized space-time yield at 29 °C
and pH 7 was used as the basis for developing a fed-batch process. The final fed-batch
process achieved a product concentration of 309 + 54.13 mg L™, which is several times higher
than comparable processes using Escherichia coli in chemically defined medium. Overall the
product concentration in a chemically defined medium was increased more than 110-fold by
process engineering measures. In addition, an in situ product separation was integrated into
the process, which reduced the effort of downstream processing. For this purpose, the product
was isolated from the process via a bypass using Amberlite XAD-16N. The underlying physical
I}



adsorption process and the capacity of the adsorber were characterized by sorption isotherms
as part of the isolation of the RXP. Regression analyses of different sorption isotherm models
showed that the Freundlich model had the lowest chi-square distribution. Thus, it was assumed
to be multilayer adsorption due to condensation. In addition, the desorption of the product with
methanol and ethanol was investigated. Ethanol was used due to its lower toxicity and easier
handling to separate hydrophilic and weakly hydrophobic impurities with linear gradient and
various combinations of step gradients. Elution with a step gradient resulted in ~7 fold increase
of product concentration. Due to the physical and chemical properties, most of the purification
methods investigated, including hydrophobic interaction chromatography, ion exchange
chromatography, and size exclusion chromatography, were unsuitable to separate the RXP
from the byproducts of the VietABC synthase. The only method with sufficient selectivity was
preparative UHPLC. Here, the resolution was increased to 2.36 + 0.02 using a statistical
experimental design. As a result of the high resolution, the product was almost completely
recovered during intermediate purification, resulting in 81.7 + 8.4% of the product being

recovered in high purity after polishing.



Abkiirzungsverzeichnis

Abkirzung Bedeutung

A-Doméne Adenylierungsdomane

ACP Acyltragerprotein (Acyl-Carrier-Protein)

ADP Adenosindiphosphat

AMP Adenosinmonophosphat

ANOVA Varianzanalyse (analysis of variance)

AT Acyltransferase

ATP Adenosintriphosphat

BET Brunauer, Emmett & Teller

BTM Biotrockenmasse
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Cv Sé&ulenvolumen (column volume)

Da Dalton

df Freiheitsgrad (degrees of freedom)

DNA Desoxyribonukleinséaure (deoxyribonucleic acid)

DO Gelostsauerstoff (dissolved oxygen)

DoE Statistische Versuchsplanung (design of experiments)

E. coli Escherichia coli
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GMP Gute Herstellungspraxis (good manufacturing practice)

HPLC Hochleistungsflissigkeitschromatographie (high performance liquid
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KS Ketoacylsynthase

KR Ketoreduktase

LB Lysogeny Broth

LOF Anpassungsmangel (lack of fit)
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MT Methyltransferase

NP Normalphase

NRP Nichtribosomales Peptid

NRPS Nichtribosomale Peptidsynthase

oD Optische Dichte

OFAT Ein Faktor nach dem Anderen (one factor at a time)

\



Abklrzung

Bedeutung

PCP

PCR

PEA

PKS

ppan
PPTase
RXP

SAM

SDS
SDS-PAGE

RNA
RP
RSM
B

TE
TRA
t-RNA
TYA
UHPLC

AODeoo

Peptidyltragerprotein (Peptidyl-Carrier-Protein)
Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction)
Phenethylamin

Polyketidsynthase

Phosphopantethein

Phosphopantetheintransferase

Rhabdopeptid

S-Adenosylmethionin
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Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (sodium dodecy!
sulfate polyacrylamide gel electrophoresis)
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Notation

Bei den verwendeten Einheiten kann eine anwendungsbezogene Abweichung zu

Sl-Basiseinheiten vorliegen. Dabei treten hauptsachlich Dezimalprafixe von Sl-Einheiten auf.

Zeichen Bezeichnung Einheit

A Streudiffusionskoeffizient [m]

Adjusted R?  Angepasstes Bestimmtheitsmal

B Longitudinaldiffusionskoeffizient eluierender Partikel [m?s]
c Konzentration [gL"
C Massentransferwiderstandskoeffizient eines Analyten [s]

zwischen mobiler und stationérer Phase

CBET BET-Sorptionskoeffizient [L mg"]
Ceq Gleichgewichtskonzentration [mg L]
Cr Substratkonzentration im Feed [gL"
Cs Sattigungskonzentration [mg L]
F Fluss [L h]
Fs Anzahl der Versuche eines Screenings

HETP Hohenaquivalent eines theoretischen Boden [m]

k Kapazitatsfaktor

kv Anzahl der unabhangigen Variablen

Kr Freundlich-Sorptionskoeffizient [mg g
KL Langmuir-Sorptionskoeffizient [L mg™
Ks Affinitatskonstante [gLM
L Lange [m]

m Masse [¢]]

me Erhaltungsstoffwechsel [gg'h"
m; Anzahl der Niveaus eines Versuchsplans

ms Massenstrom [gh"
n Anzahl von Stichproben

ne Adsorptionsintensitat nach Freundlich

N Anzahl der Beobachtungen eines Versuchsplans

Ns Anzahl der Versuche eines Screenings

N Anzahl der theoretischen Béden

Ns Anzahl der Niveaus eines Screenings

pi Anzahl der Terme eines Modells

Predicted R?  Vorhergesagtes Bestimmtheitsmaf
PRESS Quadrate des Vorhersagefehlers
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Zeichen Bezeichnung Einheit
q Beladung [mg g
Qmax Maximale Beladung [mg g
Qmonomax Maximale Beladung des Monolayers [mg g’
ri Reaktionsgeschwindigkeit [gL"h "
r's Substratverbrauchsgeschwindigkeit [gL"h']
Rs Aufldsung

x Wachstumsgeschwindigkeit [gL'h"
R? Bestimmtheitsmal

s Substratkonzentration [gLM
S Substratmasse [a]

SSe Fehlerquadratsumme

SSLor Quadratsumme des Anpassungsmangels

SSmodel Quadratsumme des Modells

SSpe Quadratsumme des puren Fehlers

SSrotal Gesamte Quadratsumme

t Zeit [h]

tr Retentionszeit [min]
tr Reduzierte Retentionszeit [min]
trot Totzeit [min]

v Laufmittelgeschwindigkeit [msT]
\ Volumen [L]

Vi Reaktorvolumen beim Start der Futterung [L]

w Peakbreite an der Basis [min]

X Biomassekonzentration [gLM
X Biomasse [e]]

Xi Unabhangige Variable i

Xi2 Quadratische unabhangige Variable i

X Unabhangige Variable j

XtF Biomassekonzentration beim Start der Fiitterung

X1=Xn Einflussfaktoren eines Versuchsplans

y Arithmetisches Mittel der betrachteten ZielgroRe

Yi Auspragung einer Stichprobe

Vi Mittelwert von Replikaten bei identischen Niveaus

yi Geschatzter Wert des Modells beim Niveau i

Yii Replikat der Zielgrofie bei individuellen Niveaus

Yus Substratausbeutekoeffizient der Biomasse [ggM
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Zeichen

Bezeichnung

Einheit

o

&

At

u
Mmax

Uset
Bo

Selektivitat
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Maximale Wachstumsrate
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Arithmetisches Mittel der betrachteten ZielgrofRe aller
Versuche

Regressionskoeffizient eines linearen Faktors
Regressionskoeffizient eines quadratischen Faktors
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