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Verfanren zur substratllmlulnrenden Steuerung xontinuierli-
cher Rulturen wvom Turbldostat-myp

Anwendungsgebiet der Errindung

Verfanren zur gubstratlimitierenden Steuerung kontinuierli-
cher Kthu_en vom Turbldostat-Typ fir biotechnische Stoif-
wandlungsprozesse mit Hilfe wachsender Zellen und fiir die
Modellierung industrieller Prozeflfilhrungen bei der Verfah-
rensentwicklung

Charakteristik der bekannten technischen Ldsungen

Eontinuierliche Verfahren werden fiir die Produktion wvon
mikrobiellem EiweiB wie auch I{ir die biotechnische Gewin-
nung organischer Substanzen wegen der besseren Auslastung
der Anlagen und dem glinstigen Arbeitsablaut bevorzugth,
wenn die erwinschten Leistungen won stabilen, wachsenden
Zellpopulationen erbracht werden kbnnen.

Hachstum und Stofiwechselleistungen won Mikroorganismen
hérgen in starkem MaBe von den Rultivierungsvedingungen
ab, wobei die Wirkung elnzelner Faktoren dieser Rultivie-
rungsbedingungen von der GrdBe anderer zugenhdriger Fakto-
ren abhingen kann,

Fir die Auswahl von Mikroorganismen fir bestlmmre Produk-
tionsverfahren ergibt sich daraus folgendes Provlem: er-
den die Untersuchungen im Labor bei Kultivierungsbedingun-
‘gen durchgefiihrt, die von denen des technischen Verrahrens



abweichen, so kann ein Organismus ausgewdhlt werden, der
gwar unter den Laborbedingungen, aber nicht im industriel-
len Prozed optimale Leistungen zeigt, wihrend ein anderer
Stamm, der unter den Bedingungen des technischen Vertahrens
am besten geeignet ist, unter Umsténden im Laborversuch
nicat als solcher erkannt und daher nicht der kleintechni-
schen Erprobung zugefiihrt wird.
Zine bevorzugte Methode bei der Ver:anrensentw1c&lung Tir
biotechnische Verfahren zur Nubzung wachsender Zellen De-
steht darin, die dafiir bendtigten Hochleistungsstémme durch
Autoselektion in kontinuierlichen Kulturen im LabormaBstab
ZU gewinnen. '
Da in jeder kontinuierlichen Kultur Selektionsprozesse ab-
lauten, deren Richtung und Wirkung maBgeblich von dem fiir
die ProzeBfithrung gewihlten Steuerungsprinzip abhingt, sind
nicht selten leistungsmindernde Verinderungen des Verhal-.
tens der Zellpopulation bei dex Ubertiihrung eines Hochlei-
stungsstammes vom LabormaBstab zum Industrievertahren zu
beobachten
Die im LabormaBstab {iblichen Vertehren zur kontinuierlichen
Kultur sind Chemostate und verschiedene, nacih dem Turbido-
statprinzip geregelte Kulturen wie z.B. der pH-Auxostat
(pHE-Stat). In Chemostatkulturen bewirkt der Seleixtionsdruck
die Auslese desjenigen Stammes, der ein limitierendes Sub-
gtrat St, bei einer vorgegebenen Wacastumsgescawindigzeit am
besten ausnubzen kann. Diese Wachstumsgeschwindigkelt liegt
stets deutlicn unterhalb der von dem jeweiligen llikroorga-
nismus maximal erreichbaren. Es wird also derjenige Stémm
ausgelesen, der diese submaximale Wachstumsrate bei der ge-
ringsten Restkonzentration S des limitierenden Substrats in
der Kulturrliissigkzeit erreicht. Eine verbesserte Raum-Zelt-
Ausbeute an Biomasse wird nach diesem Selektionsverrahren
durch Umwandlung eines gridBeren Anteils des limitierenden
Substrats in Biomasse erreiciot, wobel die vom jeweiligen
Mikroorganismus erreichbare maximale spezifische Wacnstums-
rate kesinen 3BinfluB auf das Zrgebnis der Selektidn nat.



In allen Kulturen vom Turbidostat-Typ missen sémtliche im
Nihrmedium enthaltenen wachstumsessentiellen Komponenten im
Uberscaul vorhanden sein, andernfalls tritt in diesen Zul-
turen Wachstumsstillstand ein. Der Selektionsdruck in die-
sen Kulturen bewirkt die Auslese desjenigen Stammes, der
unter den gegebenen Bedingungen die hdchste spezifische
Wachstumsrate zeigt. Hierbei wird eine verbesserte Raum-
Zeit-Ausbeute durch erhadnte maximale spezifische Wachstums-
rate erreicht, wobei kein Selektionsdruck in Ricotung auf
glinstige Substratausnutzung wirkd.
Die Bildung von Produkten, wie z.B. Aminosduren, erfordert
eine zusdtzliche Stoffwechselleistung der Zellen, so dai
timme mit hoher Produktausscheidung gegeniiber Stimmen mit
kleinerer Produktbildungsrate meist weniger konkurrenzfihig
sind. EKontinuierliche Verfahren zur Produktgewinnung sind
daher mit dem Risiko behaftet, daB8 z.B. durch auttretende
Revertanten oder Infektion mit dem Wildstamm der Produk-
tionsstamm durch einen Wenigervleistungsfénigen Stamm aus
der Xultur verdringt wird. Zs wurden daher verscaiedene
Vertahren entwickelt, die eine stabile kontinuierliche Pro-
duktzewinmung ermdglichen., ‘Diese beruhen vorwisgend aui der
Zichtung von produktbildenden Stimmen, die gleichzeitizg ei-
ne Resistenz gegeniliber einer wachstumshemmenden Substanz
autweisen., Diese Substanz muB dann der Kultur stindig zuge-—
fiihrt werden, wodurch zus&tzliche Kosten und mitunter Pro-
bleme bei der Reinigﬁng des Produktes von dieser Substanz
auftreten und Kompromisse hinsichtlich der Leistungsféhig-
keit des Stammes (Raum-Zeit-—Ausbeute der Produktbildung)
noétig sind.
Im industriellen Verranren werden die Xultivierungsbedin-
gungen so gewdnlt, daB das Produkt aus spezirischer Wachs-
tumsrate und Biomassekonzentration bei der errektivsten
Nutzung der teuersten Substrate einen Maximalwert errsicht
und weitere spezirische Randbedingungen errillt werden.
Die beiden zur Wahl stehenden Labormethoden zur kontinuier-
licnen Kultur erlauben jedoci jeweils nur die Selektion
nach einem dieser beiden Efrektivitdtskriterien.
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Ziel der Eriindung

Bs ist das Ziel der Erfindung, das Risiko bel der Ubertitn-
rung von im Labor isolierten Produktionsstémmen durch inde-
rung des Steuerprinzips der im Labor- und TechnikumsmaB-
stab fiir die Selektion genutzten kontinuierlichen Kulturen
zu senken und gleichzeitig zur Verkiirzung der Entwicklungs-
zeit von biotechnischen Verrahren belzutragen, indem mehre-—
‘re technisch wichtige Selektionskriterien bei einem Selek-
tionsschritt zur Wirkung gebracht werden.

Darlegung des Wesens der Erfindung

Durch die Eriindung werden die in Chemostaten und Turbido-
statkulturen jeweils nur einzeln realisierten technisch
ginstigen Selektionswirikungen so niteinander vereinigt, dalB
durch Autoselektion in der erfindungsgemiBen kontinuierli~
chen Kultur diejenigen Stimme’ ausgelesen werden, deren Ei-
genscnaften dem komplexen Optimalitdtskriterium fir tech~
nische Verrahren, einer hohen Raum-Zeit-Ausbeute bel effek-
tiver Nutzung ausgewihlter Naarstoife, am Desten entspre-
chen, wobei in bestimmten Fillen eine Verkniipfung ait wel-
teren technisch-dkonomisch glnstigen Selektionswirkungen
méglich ist.



Das Wesen der Erfindung bestent darin, eine nach dem iibli-
chen Turbidostatprinzip geregelbe kontinuierliche Kultur,
bei der sich die DurchfluBrate D der Ndhrldsung aur den
TWert der spezifischen Wachstumsrate p der Biomasse im Fer-
mentor einstellt, daningehend zu verdndern, daf mindestens
einer der wachstumsessentiellen oder wachstumsfdrdernden
Nahrstoffe (z. B, die C=-Quelle) nicat in der iiber die Re-
gelung gesteuert zuilieBenden Ndhrldsung enthalten ist,
sondern getrennt von dieser, der Kultur mit konstanter Ge-
scowindigkeit zugefihrt wird. Die Biomassekonzentration
wird nach dem 1fiir die jeweilige Form der Turbidostatkultur
iiblichen Verrahren. auf einen bestimmten Wert x eingestellt.
Das Verhdltnis der Geschwindigkeit des gesonderten Sub-
stratzuflusses zu der Biomassekonzentration X wird vor-
zugsweise S0 gewanlt daB bei der zu erwartendan Verdun-
bnungsrate D das gesondert zugexunrte Substrat ora£+1scn
vollsténdig verbraucht wird und die im Kulturmedium ver-
bleibende Restxonzentration s die Wachstumsgescowindigkeit
der Rultur limitiert, Bel dieser Form der Substratliaita-
tion von‘Turbidostat—Kulturen tritt kein Wacnstumsstill-
stand aur, da durch die zontinuierliche Zufuhr des limi-
tierenden Substrates stets nach einer gewissen, von der
spezifischen Wachstumsrate und der Biomassekonzentration
abhdngigen Zeit derjenige Biomassezuwacis erreicht wird,
bei dem die Regelung eine weitere Zugabe von Ninrlosung

zur Kultur und eine entsprecihende Verdunnung derselben
ausldst. ’

Damit bleibt der fir Turbidostate charakteristiscae Selek-
tionsmechanismus  erhalten, bei dem die Zellen desjenigen
Stammes in der‘Kultu*~verva*oen,ud.e unter den gegebenen

}1 auvi-

m

Qea_nﬁunven die nocns spéziiische MaCﬂSudﬂS
#eisen. ‘ v _
Zu den Bedingungen, die den Jert ju stark beeinflussen,
gendrt bei dieser Rultur (im Unterschied zu iblichen Tur-
vidostaten) die Konzen ntration a* des limitierenden Substra-
tes SL in der Suspension, so'daB.der Selektionsdruck die-
jenigsn- Zellen beglinstizt, die bei klsinen Ronzentrationen
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EL hohe spezifische Wachstumsraten erreichen.
Die Konzentration EL im FlieBgleichgewicht in dieser Kul-

tur ergibt sich aus rolgender Bilanz
D L= sy - D (1)

Dabei bedeuten séL die Konzentration des gesondert zuge-
fiihrten Substrates, D! das Vera#zltnis F'/V, wobei F' die
Geschwindigkeit des konstanten Zuflusses und V das Zultur-
volumen ist. YL ist die Menge Biomasse, die pro Mengenein-
heit an verbrauchatem limitierendem Substrat gebildet wird.
Steigen j und D voribergehend iber den FliefBgleichgewichts-
wert an, dann steigt die Geschwindigkeit des Substratver-
brauches u E/YL und der Substratabfilnrung aus der Kultur
D » 5. Bei der gleichbleibenden Zufiihrungsgescawindigkeit
D « spp, fir das limitierende Substrat muB damit die Gleicih-
gewichtskonzentration Sp sinken, wodurch im Bereica limi-
tierender Konzentrationen die spezifiscne Wacastumsrate u
sinkt und damit auch die Verdiinnungsrate D.

Bin Stamm kann demnach eine umso adhere gpezifiscne Wachs—
tumsrate erreichen, je mehr Biomasse er aus der gleichen
Menge des limitierenden Substrates bildet (kleinere Ver-
brauchsgeschwindigkeit) und je kleiner die Restkonzentra-
tion Sy ist, die er fir das Wachastum bendtigt (geringere
Substratabiiiarung D « S)e _

Der Tiir techniscne Verrahren wesentliche eifektive Ausbeu-
tekoeffizient Iie’ der die Menge Biomasse angibt, die pro
Mengeneinneit an zugeriihrtem Substrat gebildet wird, er-
reconet sicn in der Turbidostatikzultur mit konstantem Zu—
flu8 wvon Sy, Zu

e = 3iyr e (2)

Wenn also die spezifiscne Wachstbumsrate u der Tultur durch
kleines EL auf einen Wert begrenzt ist, der kleiner als der
}%nax—ﬁert fir unlimitiertes Wacastum unter sonst gleichen



Kultivierungsbedingungen ist, und sich die Kultur bei vor-
gewshltem X und sét « D' auf den unter diesen Bedingungen
maximal méglichen Wert von um = D elnstellt, erreicnt I;
ebenfalls einen Maximalwert. Damit wirkt der Selektions-
druck in dieser Form der kontinuierlichen EKultur so, daB
diejenigen Zellen bevorzugt sind und bei einer Autoselek-

‘tion in der Kultur verbleiben, die

a) bei der sich einstellenden Konzentration EL des limi-
tierenden Substrates die nhdchste spezifiscne Tacastums-
rate u haben,

b) die vorgegebene Biomassekonzentration T bei geringeren
Verbrauch an dem limitierenden Substrat St also mit
besserer Ausbeute erreichen und

¢) die hdcaste Raum-Zeit-Ausbeute an Biomasse bei der ge-
gebenen Substratzuriiarungsgeschwindigkeit liefern, -
Demit sind die in Chemostaten und Turbidostaten jewells

nur einzeln wirkenden Selektionskriterien in der eriin-
dungsgemiBen Form der kontinuierlichen Kulbtur gleichzeitig

wirksam.

Wachstumslimitation durch Substratmangel kann zu Terschle-

bungen des Storrwechselgleicagewicats und dadurca zur Uber-
produktion und Ausscheidung bestimmter Zwischenprodukte wie
z.B. organische Siuren, Aminos&duren u.a. fioren. In den Ub-

‘lichen Chemostatikulturen mit einer solchen Limitation be-

glinstigt der Seleﬁt10n5d$uQK die Zellen, die die vorgege=
bene spezifische Wachstumsrate bei der kleinsten Restkon-
zentration El.erre chen, wobel die Produktkonzentiration nur
insofern selektionswirksam werden kann, sls sis die Abhin-
clgkelt’pu_ T (sL) beeinrludt. mlne aone rroduk ktbildungs—
rate kann im CLemOSUauen fir einén Stamm dahn.e Selek-
tionsvorteil sein , wenn dieses Produkt das Wacastum konxur-
rierender Stémme nemmb. In Kulturen mit Turbidostatrege-
lung ist xein gegeniiber grdBeren Schwanzungen stabiles
FllehglelcngeW1cnt.bel,wacnstumsl;mltlerender XKonzentra-
tion eines Ndhrstoires erreichber.
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Beim Turbidostaten mit konstantem Zulauf von mindestens
einer wachstumsessentiellen oder wachstumsfdrdernden Kom-
ponente des Hihrmediums, die meist nicht die C-Quelle ist,
kann eine hohne ProduktbildungsrateVunter bestimmten Bedin-
gungen einen dirskten Selektionsvorteil bedeuten. Fir wel-
che Produkte und welches limitierende Substrat das zu-
trifft, hingt von der Art des benutzten Turbidostatverfah-
rens ab., S0 wird z.B. der Biomassezuwachs im pH-Auxostaten
anhand der ienge ausgeschiedener Bt-Tonen gemessen, Be-—
zeichnet man mit BC die Menge H+-Ionen, die zur Ansduerung
von 1 1 des zuflieBenden Nihrldsungsgemisches auf den Je-
weiligen Statier-pH-Wert bendtigt wird, dann ist die Bio-
masse-Konzentration im steady state X = BC + Y.. YH be-
zeichnet die Menge Biomasse, bei deren Neubildung 1 mMol
HF-Tonen ausgeschieden werden. Setzt man diesen fiir den
pH-Auxostaten spezifischen Ausdruck fiir X in (2) ein, .damn
ist

(3)

Dementsprechend kénnen bel vorgegebenen Werten von séL « D!
und BC aus einer Population von Zellen diejenigen eine ho-
here spezifische Wachstumsrate und Verdinnungsrate D er-
reichen, die einen kleineren Y -Wert und/oder einen hdhe-
ren YLe-Wert aufweisen und besitzen damit einen direxkt
wirksamen Selektionsvorteil.

Die H¥-Freisetzung wachsender Zellen setzt sich zusammen
aus den im Zusammenhang mit der bel einer NHI—Aufnanme Ireli
werdenden HT-Ionen (5-6 milol g% pro Gramm Hefetrockensub-
stanz bel NHZ als einziger N-Quelle), einem wesentlicha
xleineren Anteil aus dem H'/KT-Austausch sowie a*t-Ionen
aus organischen Sduren, die bei dem Statier-pH-Wert der
Kultur in dissoziierter Form vorliegen.

Bei C=Limitation und NHK als einziger N-Quelle variiert Yg

bei Hefen vorwiegend mit dem Stickstoffgehalt der Trocken—

CHv



substanz. Bei hohem C-Angebot und Wachstumslimitation

durch mindestens eine andere Komponente der_NéhrlSsuhg
kdnnen z.B. organische Sduren in grdiBerer Menge ausgeschis=—
den werden. Wenn diese im Kulturmedium dissoziieren, be-—
wirkt die Sdureausscheidung einen verringerten Y;—wert und
damit einen Selektionsvorteil fir den Stamm mit der hoch-
sten Sgureausscheidungsgeschwindigkeit., Damit kann dieses
Kultivierungsverféhren zur Autoselektion von Sdureprodu-
zenten und zur Stabilisierung einer sdureproduzierenden
kontinuierlichen Rultur dienen. Der gleiche Mechanismus be-
wirkt im pH-Auxostaten mit konstantem, limitierendem Zu-
fluB einen Selektionsvorteil fir alle die Produktbildungs—
prozesse, die mit einer Frelsetzung von #*-Tonen im Xul-
turmedium verkniipft sind. :

In anderon durch &o”suanten Zu;luB limitierten Au308u¢u_n
entstehen Selektlonsvortelle fiir Produktbildner je nach -
der wachstumsproportionalen GroBe, die zur Regelung der
DurchfluBrate der Kultur benutzt wird.

Ausfiiprungsbeispicle

Beispiel A
Selektion eines Hefestammes fir die mikrobielle
EiweifBproduktion

Zur Losuna der Aufgabe, aus einer Gruppe von au551cnts—
reich erscheinenden Hefestimmen den Stamm (oder die sta-
bile Mischpopulation) aufzufinden, der unter bestimmten
(technisch~technologisch winschenswerten) Eultivierungs-
bedingungen die nécnSte‘RauﬁeZeit—Ausbeute an rohprotein-
reicher Biomasse bei mbglicast eftektiver Nutzung der
C-Quelle und des Sauerstorfs erreicat, verrdart man wie
Tolgt:

Tir die Losung der Aurgzabe wird ein pH-iuxostat einge-
setzt, el dem die G-gﬁelle'mit konstanter Geschwindig-
keit zuflieBt. Ist IH, die einzige F-quells, dann ist Ty
vorwiegend durch die N“4—Aufnahme pro Gramm TG bestimmt,
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wobei der Selektionsvorteil bei kleinem YH’ d.h. nohem

- Ronproteingehalt der Biomasse auftritt.

Die Zugabegeschwindigkeit der C-Quelle wird entsprechend
der Bedingung | |

D' ¢ shr o= g ¢ BC e Ly/Tp

festgelegt, Wobeipmax die maximale spezifische Vachstums-
rate ohne C-Limitation bei den gewdhlten Kultivierungs-
bedingungen ist. BC wird ausgehend von der Produktivitiés
des Fermentors (OZ-Eintragsleistung) so0 gewdhlt, daf im
Fermentor ein dem technischen Verfahren entsprechender
Sauerstofrpartialdruck erwartet oder mittels pO,-Statie-
rung eingestellt werden kann.

Mit pOz-Statierung verbleiben nach ausreichend langer kon-
tinuierlicher RKultivierung (Dauer siehe Diagramme nach
Petschurkin u. Terskov, 1973) die Zellen im Fermentor, dis
bei den vorgegebenen Bedingungen den maximalen Wert tir D

b= " P e (3a)
T TBC . T
H

erreichen. Das sind diejenigen Zellan, die je Menge zuge-
fiihrter C-Quelle die hdchste Raum-Zeit-Ausbeute an Bio-
masse mit dem kleinsten Y _~-Wert, d. h. bei honer B _Frei-
setzung und NHZ-Aufnahme lieTern.

Wird der pOz-Wert nicat statiert, so sinkt er bei ausrei-
chend anoher Biomassekonzentration auf einen Wert ab, der
ebentalls limitierend auf die spezifiscne Wacastumsrate
wirkt. s entsteht eine Doppellimitation und ein zusidtzli-
cher Selektionsvorteil Iiir die Zellen, die bei der herr-
schenden C-Limitation bel dem kleinsten sich einstellenden
pOZ-Wert die ndchste spezirische Wachstumsrate auiwelsen.
®s wird daper fiir die oven genannte Aufgabe vorzugswelse
unter OZ-Limitation onne pOZ-Statierang selektioniert.
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Beispiel B
Produktion einer organischen Sidure in kontinuierlicher
Rultur

In Vorversuchen, z.B., mit Hilfe des ertindungsgemfBen
Kultivieruﬁgsverfahrens,'Werdén das oder die limitierenf
den Substrate und der ginstigste Stamm fiir eine gewin-
schte Sdureproduktion mit Hilfe wachsender Zellen in sonst
Ublicher Veise ermittelt. Als limitierendes, mit konstan-
ter Geschwindigkeit zuflieBendes Substrat wird vorzugs-
weise nicht die C-Quelle, sondern beispielsweise die N-
Juelle, eventuell in Kombination mit beispielsweise KT
oder Phosphnat gewiZhlt., Die Kultivierungsbedingungen kénnen
nach einem fiir kontinuierliche Kulturen iiblichen Vertahren
optimiert werden, | .
Dabei sind, soweit mdglich, solche Kultivierungsbedingun—
gen zu wahlen, die auch im technischen Prozef eingehalten
werden konnen.,

Zs besteht dann die Aufgabe, den technischen Prozel unter
diesen Bedingungen nach dem Regelungsprinzip des PH-Auxo-
staten mit konstantem, das Wachstum limitierenden ZufluB
‘der ausgeWwdnlten EKomponenten durchzufiihren und auf diese
Weise die vorn beschriebene Selektionswirkung zugunsten
der eifektivsten Preduktbildner zu reproduziseren,

Zur Losung der Aufgabe, fir die Produktion einer organi-
schen Sdure in einem zontinuierlichen Verfahren solche
Bedingungen aufzufinden, unter denen der Produktionsstamm
einen Selektionsvorteil gegeniiber dhnlichen Stémmen mit
geringerer SAureproduktionsleistung besitzt und unter de-
nen nur -solcas Mutanten, Revertantenvoder andere vom ur-
spriinglichen Produktionsstamm abweichenden Formen den Pro-
duktionsstamm aus der XKultur verdringen kdnnen, die eine
nChere SEZureproduktionsleistung als dieser aufweisen, wird
vorzugsweise ein pH-Auxostat mit konstentem ZufluBl der
ausgewihlten limitierenden Komponenten des Nihrmediums
verwendet,
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Erfindungsanspruch

Vertahren zur substratlimitierenden Steuerung kontinuier-
licher Kulturen vom Turbidostat-Typ fir biotechnische Stoff-
wandlungsprozesse mit Hilfe wachsender Zellen und rir die
Modellierung industrieller ProzeBfiiarungen bei der Verfah-
rensentwicklung, durch das in der kontinuierlichen EKultur
Selektionsbedingungen entstehen, unter denen diejenigen
Zellen in der Eultur einen Selektionsvorteil haben, die
einem komplexen Optimalitétskriterium fir die industriel-
le Nutzung, vorzugsweise zur Biomasseproduktion und zur

- Produktbildung, am besten entsprechen, gekennzeichnet da-
durch, daB in einer beliebigen Form einer nach dem Turbido-~
statprinzip geregelten kontinuierlichen Kultur mindestens
eine der wachstumsessentiellen oder wachstumsfordernden
Kompénenten der iiblichen Nihrldsung, wie z.B. die C-Quelle
oder ein Vitamin, nicht in der iiber die Regelung zuflieBen-
den Nzhrldsung enthalten ist, sondern getrenn®t von dieser
der Kultur mit einer konstanten Gescawindigkeit zugefihrt
wird, wobel die Biomassekonzentration nach dem bekamnten
Prinzip fiir dle jeweilige Form der Turbidostatkultur auf
einen solchen Wert eingestellt wird, daB bei der zu erwar-
tenden Verbrauchsgeschwindigkeit der gesondert zﬁgefﬁhrten
Komponenten eine praktiscn vollsténdige Nutzung derselben
und eine Senikung der spezifischen Wachstumsrate u auf einen
Wert unternalb von Al .o infolge eines relativen Mangéls‘an
der oder den gesondert zugefiinrten Xomponenten der Ndhrlo-
sung auftritt.

-
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