ST

PSSR

DEUTSCﬂE DEMO‘KRATIS?HE RE?UBL]K PAT E N T S C H RI FT
12) W|r;schaﬁspatent (19) DD 21 8 391 | A1

Erteilt gemaB.S. 17 Absatz 1 Patentgesetz - ' 4(51) c12Q1/02

AMT FUR ERF'NDUNGS- UND PATENTWESEN In der vom Anmelder eingereichten Fassung vve.réffentlicht

(21) ’_WPC12‘Q/»25224\93 . (@) | 23.06.83 (44)  06.02.85

(71) ' Akademie der Wlssenschaften der DDR, 1199 Berlun Rudower Chaussee 5,DD

(72) " Huth, Joachim, Dlpl -Biol., DD

{54) Verfahren zur Béstimmung von NH,*-Stickstoff mittels Mikroorganismen '

{57) Die Erfindung betrifft ein Verfahren z2ur Bestlmmung von NH,*-Stickstoff mittels Mikroorganismen. Sie hat das
Ziel, ein Verfahren zur Bestimmung von Proben, die mit storenden Faktoren behaftet sind, zu entwickeln. '
ErfindungsgemaR werden Mikroorganismen, die in der Lage sind, in einer wéRrigen Nihrsalzlésung in Gegenwart
aller fiir das Wachstum erforderlichen Nahrsaize, einer stickstofffreien Kohlenstoffquelle und eines freien Sauerstoff
enthaltenden Gases unter Verwendung von NH,*-Stickstoff ais einziger Stickstoffquelle zu wachsen, vorkultiviert. Die

. Mikroorganismenkultur wird stickstofflimitiert, der pH-Wert mittels Basenzudosierung statiert. Man gibt eine-

Ammoniumionen enthaltende Probe zu und der Ammomumlonenverbrauch wird direkt aus der Saureausscheidung

‘ - der Kultur bestimmt. Anwendungsgebiet ist die mlkroblologusch biotechnologische Industrie zur Untersuchung von

Né&hr- und Kulturldsungen, sowie die Untersuchung von Wasser-, Abwasser-, Boden- und anderen Umweltproben.

ISSN 0433-6461 | . 1t0seiten



Huth, Joachim

Verfahren zur Bestimmung von NHA+-StickstoFF mittels Mikroorga-
nismen , : ' ‘

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die ErFindung betrifft ein Verfahren zur qUantitativen Bestim~-
mung von NH, *_stickstoff mit Hilfe von Mikroorganismenkulturen.
Die Erflndung Flndet Anwendung far die Untersuchung von Nahr-
und Kulturldsungen in der mikrobiologisch- blotechnologlschen |
Industrie und Forschung sowie bei der Untersuchung von Wasser-,
Abwasser-, Boden- und anderen Umweltproben.

Charakteristik der bekannten technischen Ldsungen

Die Bestimmung von Ammoniumkonzentrationen ist analytisch weit
verbreitet. Sie dient u.a. als Charakteristikum fir viele medi-
zinisch-diagnostische Probleme, als Parameter zur BeUrteiiung
von Boden-, Wasser-, Abwasser- oder anderen Umwelfproben, oder
zur Charakterisierung'von ProzeBverlaufén, z.B. in der mikro-
biologisch-biotechnologischén‘Industrie.. |

Fiir die Ammoniumbestimmung ist bereits eine Vielzahl von ana-
1lytischen Methoden beschrieben worden. Am gebrauchllchsten sind
chemische Methoden, wie die NH4 ‘~-Bestimmung durch Titration des
mittels Wasserdampf ausgetriebenen Ammoniaks in basischem Mi-
“lieu nach KJELDAHL oder die photometrische Bestlmmung mit
NESSLERS—Reagens oder nach Berthelot. Diese Me thoden gestatten
‘den Nachweis von 1-2 pg Stickstoff, bereiten jedoch insofern
Probleme, daﬁ viele andere st1ckstoFFha1t1ge Verblndungen sto-
rend wirken kdnnen. Die KJELDAHL-Methode liefert schlechtere

- Ergebnisse, wenn der Ammoniumgehalt der Proben grof ist, ge-
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gestattet aber die Verarbeltung von Feststoff-belasteten Pro-
ben, deren Bearbeltung bei Anwendung photometrlscher Aethoden
erschwert ist. o

Beim Einsatz von Ignénselektiven Elektroden fir die Ammdniuhbe~
‘stimmung werden die Ergebnisse stark durch die Konzentration.

mehrerer kleinerer Kationen wie H+, k* und Na® beeinFluBt,‘

Der Einsatz von GasseléktiVen’Elektbodeh gestattet eine schnel-
- le und genaue Bestimmung von Ammoniumionen bei pH-Werten grdBer
als 10, die Anschaffungskosten fir das MeBsystem sind jedoch -
recht erheblich. | | ' |

Ziel der Erfindung

'Die\ErFindung hat das Ziel, die Bestimmung von Ammoniumkonzen-
trationen und -gehalten von Proben, die mit stdrenden Faktoren
wie Feststoff- oder Schmutzpartlkeln -oder Mikroorganismen behaf-

tet sind und dadurch far dle bekannten Bestlmmungsverfahren
schlecht zugangllch sind, zu erméglichen.

Darlegung des -Wesens der Erfindung

Der Erfindung liegt die Aquabé zugrunde, ein Verfahren zur
quantitatiVEn Bestimmung von Ammoniumionen von zu untersuchen-
den Proben mit Hilfe einer'Mikroobganismenkultur zu entwik-
“keln. RS o | .

. Zuf/Vorbereitung des erFindungsgeméBen,VerFahrehs wird ein Mi -
kroorganismus, der in der Lage ist;auF,NH4+-Ionen als einziger

- Stickstoffquelle zu wachsen, in einer alle Ubrigen erforder-
‘lichen Nanhrsalze und eine stickstofffreie Kohlenstoffquelle

(Kohlehydrate, Fette, Kohlenwasserstoffe) entha;tehden N&hr16=

'5ung vorkultiviert. ErFindungsgeméB wird diese Vorkultur bis

zum Stickstofflimit géfﬁhrt bzw. die Biomasse von restlichem

‘Ammonium durch Filtration oder Zentrlfugatlon abgetrennt und
sodann in frischer N&hrlbsung suspendlert die keine Stickstoff-’
quelle aber die anderen Ndhrstof fkomponenten im UberschuB
enthilt. Diese Kultur wird in einem Kleinfermenter als MeBzelle
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uberFuhrt Nach einer kurzen Adaptationszeit erfolgt d1e Bestim=-
mung des Ammoniumgehaltes von Untersuchungsproben. Dazu w1rd
der Kultur bei einem pH-Wert, der dem Schaltpunkt der scale-
up-pH-Statierung mittels Basenzudosierung in der MeBzelle
en'tsprit:ht, eine NH4+—Ionen enthaltende Probe zugegeben.
Die stickstofflimitierten Mikroorganismen nehmen diese Ionen
als StlckstoFFquelle auf und bauen sie lber die bekannten
biochemischen: Reaktionen der direkten Aminierung in KohlenstoFF—
geriste ein, die dann zum Aufbau stlckstof?haltlger Zellbestand-
teile (z.B. Aminosauren, Peptide, Proteine,” Nukleotide, Nuklein-
sduren, Aminozucker d,a.) verwendet werden. Diese Reaktionen
verlaufen unter Freisetzuhg von Protonen, die von der Zelle zur
Aufrechterhaltung eines physiologiéchen'pH-Wertes im Zellinnern
ausgeschieden werden missen. Bei konstantem Membranpotential an
der ZélloberFléche‘ist das nur im Austausch gegen andere‘Katio;
nen méglich. Den Hauptteil der aquenommenen Kationen stellen‘
wiederum NH4 -Ionen dar, die auf dem soeben geschllderten Wege
fir die AuFrechterhaltung dieses Kreislaufs sorgen., Bei Ver-
brauch der Ammoniumionen im Medium kommt die S&ureausscheidung
‘zum Erliegen. Zwischen Ammonlumaufnahme und Saureausscheldung
der Kultur besteht bei diesem Prozed eine 11neare Beziehung.
Die Bestimmung des NH4 -Gehaltes der. zugegebenen Probe erfolgt
direkt aus dem Laugenverbrauch, der fir die pH-Statierung der
Kultur erforderlich ist, in daflir Gblicher Art und Weise.

Die aus Laugeverbrauch und Normalitdt der verwendeten'LauQe
‘bestimmte Siureausscheidung der Kultur wird mit dem fir den.
verwendeten Mikrobrganismus bestimmten Proportionalitété?akf
tor zwischen Ammoniumverbrauch und'Séureastcheidung direkt in-
den Ammoniumgehalt der Probe umgerechnet. '

Das erfindungsgemése'VerFahren gestattet'die.Bestimmuhg von
'(Ammoniumionen mittels einer Ublichen Kopplung von bH-Elektrode-
pH-Meter und Grenzkontaktregler fir die scale-up-pH-Statierung
anhand des Laugeverbrauchs. Der verwendete Mikroorganismus

wird -dabei unter Bedingungen, gehalten unter denen das gewahl—
'_te MeBverfahren nur den Verbrauch von NH4 -Ionen anzelgt.

Falle des Abbaus von Aminostickstoff kommt es Uber die gegen-
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-~ laufigen biochemischen Reaktionen zu einem pH;Anétieg in der Mep-

zelle. Die Reaktion wird nicht durch N, odeb,NOS-Ionen beeinfluBt.

Das~erFindungsgeméBe,Vérﬁahren gestattet>die Bestimmung von Ammo-

‘niumionen in mit Feststoff- oder Schmutzpértikeln bzw. Mikboorga—

nismen belasteten Proben und ist daher vor allem fir die Untersu-

chung vonp Néhr- und. Kulturlosungen in der mikrobiologisch-biotech-
nologischen Industrie und Forschung sowie in der Untersuchung von

Wasser-, Abwasser-, Boden- . und anderen Umweltpnbbén'geéignet. '

~Bei der Kontrolle mikrobiologischer VerFahren bletet das erfin-

_dungsgemaﬂe Verfahren den Vorteil, daB es den fir den im Prozep

verwendeten Mikroorganismus als Stlckstoffquelle verfligbaren

", _ :

dosxerung wéhrend des’ Prozesses gestattet

T_Stickstoff anzeigt und somit eine Optimierung der Stickstoff-

Die Erfindung soll nachstehend durch Belsplele erlautert werden

Ausfﬁhrungsbeispiele

Beispiel 1 D L

,Lodderomyces elonglsporus EH 15 (D) w1rd ‘in einem Mlneralsalz-
medlum-auf NH *_Ionen als StlckstoFFquelle_unter folgenden Bedin-
gungen kult1v1ert ' 1 -
10-1-Fermenter mit einem Arbeltsvolumen von 4 1 7/

Ruhrung . 1800 i'100 rpm

Temperatur - 32%0,5¢°C

Beliftung 0,75 VVm

- pH-Statierung auf 4,6 + 0,3 mit 2, 5.n NaOH

als stlckstOFFFr61e Kohlenstof fquelle wird n- Hexadekan elngesetzt.
Wahrend der Fermentatlon wird der Laugeverbrauch reglstrlert und

Adie/NH4+—Konzentration in entnommenen Proben mit der KJELDAHL-

~ Methode bestimmt. Zw1schen der Sdureausscheidung und der Abnahme

der Ammonlumkonzentratlon besteht eine llneare 8821ehung Die
Erfassung der Saureausscheldung aus dem Laugeverbrauch ist erheb-
lich genéuer'als die VH4+-BeStimmung'mit der KJELDAHL-Methode '
und weist im wesentllchen keine Streuungen auf. Die Korrelation

-~ zwischen beiden GroBen 1st in Abb 1 dargestellt.
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-Beispiel 2

L. elongisporus'Ed 15 (D) wurde unter Bedingungen wie in Bei-
spiel 1 kultiviert. Als stlckstoFFFrele Kohlenstof fquelle

~ wurde Parex. 11 (eln Gemisch von n-Alkanen mit 10 bis 20 C- Atomen)
eingesetzt. Die Kultur wurde bis zur Stickstofflimitation ge-
fihrt, erkennbar am (fast) vdlligen Ausbleiben der Siureaus-
scheidung der Kultur. Dann erfolgt'béi einem pH-Wert von 4,6

| -Ldsung.

4
Sofort nach der Zugabe beginnt die Sdureausscheidung, /die erst

die Zugabe definierter Portionen einer 1 M(NH,) S0

nach Verbrauch des Ammoniums wieder zum Erliegen kommt. Der Pro-
zeBb kann wiederholt werden, bis eine andere'Néhrétoffquelle'als
der NH4+—StickstoFF das Wachstum limitiert. Abb. 2 zeigt die:
Regressionsgerade fir die lineare Korrelation zwischen zugege-
benem Ammoniumstickstoff und der Saureausscheldung der Kultur

fir 22 MeBwerte., .

Belsplel 3 :

L. elongisporus EH 15 (D) wurde analog Belsplel 1 vorkult1v1ert
20 ml dieser Kultur werden in 60 ml frischer stickstofffreier
Néhréalzlésung aUFgenommen und in einen Kleinfermenter (berfihrt.
Als stickstofffreie Kohlenstoffquelle wird Parex II im UberschuB

zugesetzt. Die Reaktionsbedingungen sind wie folgt
+ .

~ Rithrung 1800 = 100 rpm
-Beluftung 4 VVm
Temperatur 32 £ 0,5 °c

-pHQStatierungvauf 4,60 + 0,02 mit O;lOOVnYNaOH o
Ausgangsvolumen 80 ml mit einer Biomasse von ca. 2'g Frischge-
wicht. - :

Nach dem Umsetzen wird der pH-Wert auf 4,60 statiert und einige
Minuten zur Adaptation an die neuen Bedihgungen gewartet. Bei ein-’
deutiger N-Limitation, charakterisiert durch einen mehrere Mi-
nuten konstant bleibenden pH-Wert, erfolgt die Zugabe der zu un-
tehsuohenden‘Probe. Der Laugeverbrauch-wirdvfegistriert; Die Reak=-
tion kann wiederholt werden, bis eine andere Ndhrstoffquelle als
das NH,* das Wachstum limitiert. Bel Zugabe dquimolarer Mengen

4
: N X
»(bezcgen agf (NH4 ) an (NH4)ZSQ4, NH4Cl oder NH4H2PO4 scheidet
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die Kultur gleiche Séuremengen\ahs. Die Regressionsgerade fir
die Korrelation zwischeh'zugegebener Ammoniumkonzentratioh. ]
~und Saureausscheidung der Kultur bei Zugabe von Ammoniumstick-
stoff in Form der genannten Salzldsungen ist in Abb. 3 dargeﬁ
stellt.



Erfindungsanspruch

Verfahren zur Bestimmung von NH4+-StickstoFFidadurch gekenn-
zeichnet, daB man Mikroorganismen, die in der Lage sind, in

einer waBrigen Néhrsalzlﬁsung’in Gegenwart aller fir das
Wachstum erforderlichen Nihrsalze, einer stickstofffreien Kohlen-
stoffquelle und eines.Freien Sauerstoff enthaltenden Gases'un?
ter Verwendung von NH4+-Stickstof? als einzigeh Stickstoffquél}e
zu wachsen, vorkultiviert, diese vorkultivierte Mikroorganismen-
kultur stickstofflimitiert, den pH-Wert mittels Basenzudosierung
statiert, eine Ammoniumionen enthaltende Probe zugibt und den
Ammoniumionenvebbrauch direkt aus der Sdureausscheidung der Kul-
tur bestimmt. ' ’

Hiéms....Z.;...Seiteanbel!«eh» .
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