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Leer geachte Toehoorders,

In zijn in 1922 gehouden inaugurele rede, getitetd ,,Microbiolo-
gie en Industrie”, voorspelde Pror. Keuyver dat ,,gezien de duizen-
den micro-organismen, die nog slechts oppervlakkig zijn onderzocht
en de niet te zeggen talrijke op onze aarde voorkomende organis-
men, die nog nimmer door den mensch zijn waargenomen, een
rationele exploratie en exploitatie van de krachten der microben-
wereld de menschheid nog vele zegenrijke uitkomsten zal kunnen
brengen.”

Overzien wij de recente ontwikkelingen op het gebied der toe-
gepaste microbiologie, dan blijke in de eerste plaats hoe juist deze
voorspelling was. In de tweede plaats zon men kunnen zeggen, dat
deze zelfde woorden nog onverminderd van kracht zijn.

Het heeft na 1922 nog vrij lang geduurd eer een intensieve ex-
ploratie van nieuwe mogelijkheden een ware ,boom” vercorzaakte
op het terrein der technische microbiologie. In de dertiger jaren
vond weliswaar een gestage ontwikkeling plaats in de exploitatie
van micro-organismen, welke stoffen produceren zoals b.v. aethanol,
butanol en aceton, doch de tijd was blijkbaar nog niet Tijp voor spec-
taculaire ontwikkelingen. De door FLeming gedane ontdekking bij-
voorbeeld van een schimmel, die een stof produceerde, waarvan een
zeer geringe hoeveelheid voldoende bleek om de groei van staphy-
lococcen te onderdrukken, trok aanvankelijk weinig belangstelling,

Het is nogal deprimerend te moeten vaststellen, dat juist oor-
logsomstandigheden zo'n sterke prikkel vormen tot de ontwikkeling
van mogelijkheden, welke voor onze samenleving van het grootste
belang zijn. Het was onder de druk van deze omstandigheden, dat
het gelukte in het tijdvak 1940—1943 de industriéle productie van
penicilline op gang te brengen. Daar het hier een microbiologisch
proces betrof van cen type, waarmee noj geen enkele industriéle
ervaring was verkregen, kon een dergelijke snelle ontwikkeling
slechts tot stand gebracht worden dank zij een gigantische inspan-
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ning van een groot aantal wetenschappelijke onderzoekers van zeer
verschillende pluimage.

De kennismaking met de verbazingwekkende eigenschappen van
penicilline, alsmede het feit, dat een aantal pathogene microben er
ongevoelig voor waren, heeft tot gevolg gehad, dat een intensieve
exploratie van de microbenwereld werd ingezet. Deze ontwikkeling
werd verder nog in de hand gewerkt, doordat de snelle vooruitgang
in de petroleumchemie een steeds grotere economische bedreiging
vormde voor de microbiologische productie van stoffen zoals aetha-
no! en bhutanol.

Zo vond en vindt in de microbiologische industrie een verschui-
ving plaats naar de productie van stoffen, welke door de organisch
chemicus niet op economische wijze of zelfs in het geheel niet ge-
synthetiseerd kunnen worden.

Ten tijde van de totstandkoming van de penici\lineproductie
ontdekten Waksman en medewerkers een actinomyceet, die cen
antibioticum vormde, dat werkzaam bleck tegen micro-organismen,
die door penicilline niet beinvloed werden. Met de industriéle pro-
ductie van dit antibioticum, dat streptomycine genoemd werd, kon
reeds in 1946 een begin gemaakt worden. )

De structuur van streptomycine bleek dermate ongewoon te zijn,
dat Pror. KLuvver in een in 1952 gehouden voordracht de opmer-
king maakte, dat een dergelijke structuur hoogstens opgekomen zou
kunnen zijn in het brein van een organisch chemicus, die rijp was
voor het krankzinnigengesticht. Dat deze chemicus ook nog ver-
moedens gehad zou kunnen hebben aangaande de biologische func-
tie van dit product mag wel tot de onmogelijkheden gerekend wor-
den.

Dergelijke overwegingen sterken de microbioloog bij het verder
zoeken naar en bestuderen van stofwisselingsproducten van micro-
ben,

Na de tweede wereldoorlog zijn nog vele andere antibiotica ont-
dekt en het wordt steeds moeilijker om producten te vinden, die
nog aantrekkelijker eigenschappen hebben dan de reeds bestaande.
Dit betekent overigens niet, dat het zoeken naar nieuwe antibiotica
tot stilstand gekomen is. Het blijkt namelijk, dat de toepassing van
antibiotica een pijnlijk probleem geschapen heeft, te weten het op-
treden van sterk virulente staphylococcen, die resistent zijn tegen
de gangbare antibiotica. Dit probleem is dermate ernstig, dat de’
hui_dige activiteiten in de antibiotica-industrie voor een groot deel
gericht zijn op het vinden van een oplossing hiervoor. Het zoeken
naar nieuty‘e antibiotica vindt dus gestadig voortgang, tot heil van
de mensheid en van de industrie. Dat beider heil overigens niet altijd
noodzakelijkerwijs samen hoeft te gaan, moge blijken uit het feit,
dat de industrie er totnogtoe niet toe gekomen is een programma
te ontwikkelen ter bestrijding van zickten, welke zich voornamelijk
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in de zgn. achtergebleven gebieden manifesteren, een en ander i.vom,
de zwakke economische positie van deze gebieden.

Het is inmiddels niet alleen op het gebied der antibiotica-pro-
ductie, dat in en na de jongste oorlog grote successen geboekt zijn.

7o maakt men b.v, in de zo belangrijke steroidchemie in de laat-
ste jaren steeds meer gebruik van micro-organismen, welke op ele-
gante wijze omzettingen kunnen verrichten, die de chemicus slechts
op zeev gecompliceerde en daardoor kostbare wijze tot stand kan
brengen.

Verder lijkt het niet onwaarschijnlijk dat land- en tuinbouw bin-
nenkort zullen kunnen profiteren van de hinchemische activiteiten
van cen schimmel, behorend tot het geslache Gibberella. Indus-
trieén in Amerika, Japan en Engeland maken sinds kort met behulp
van deze schimmel het gibberellazuur alsmede enkele derivaten
daarvan. Men is tot deze productie overgegaan, nadat gebleken was,
dat deze stoffen uvitgesproken effecten van uiteenlopende aard uit-
oefenen op de physiologie van hogere planten. Sinds 1958 weet
men, dat gibberellazuur-achtige stoffen ook in de hogere plant
zelf voorkomen en daar een groeistoffunctie hebben. Mogelijkhe-
den tot toepassing in land- en tinbouw worden thans zeer inten-
sief onderzocht en het onderzoek opent naar het zich laat aan-
zien verschillende aantrekkelijke perspectieven. Zo bleek uit
recente, in Amerika uitgevoerde experimenten, dat de katoen-
oogst met 209, verhoogd kon worden door juiste toepassing
van het gibberellazuur en dat zowel het sapgehalte als het vita-
mine-C gehalte van sinaasappels er met == 109, door verhoogd kon
worden.

Onderzoek op uitgebreide schaal is thans mogelijk dankzij de be-
wonderenswaardige biosynthetische vermogens van Gibberella
soorten alsmede de bekwaamheid van de industriéle teams, die kans
zien om deze schimmels op de juiste wijze te kweken en vervolgens
grote hoeveelheden cultuurvloeistof te ontdoen van geringe hoe-
veelheden gibberellazuur.

De technische microbiologic bevindt zich in een phase van snelle
ontwikkeling en het zou niet moeilijk zijn gencemde voorbeelden
met een aantal andere aan te vullen.

Doch liever dan hier een kaleidoscopisch beeld te geven van
recente ontwikkelingen in de technische microbiologie zou ik mij
willen beperken tot de bespreking van twee aspecten, welke op ons
laboratorium speciale belangstelling hebben.

In de eerste plaats zou ik dan Uw aandacht willen vragen voor
de aminozuurproductie door micro-organismen.

Bij de aminozuurproductie op grote schaal neemt glutaminezuur
een belangrijke plaats in, Dic aminozuur wordt nl. in de vorm van
het mono-natrinmzout aan allerlei voedingsmiddelen toegevoegd
als smaakverbeterend agens. Vooral in Japan en Amerika wordt dit
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veelvuldig gedaan en men krijgt de indruk, dat glutaminezuur b.v.
in Amerika ook wordt toegevoegd aan levensmiddelen, die deze
smaakverbetering geenszins van node hebben, uitsluitend, orpdat
het opschrift ,,flavor added” op de verpakking van cen voedings-
middel een magische aantrekkingskracht uitoefent op de consument.

Om U een idee te geven van het verbruik in Amerika kan ik
vermelden, dat dit in 1956 18 milliven pond bedroeg, hetgeen voor
een dergelijk product een respectabele hoeveelheid is. Naar een
opgave uit 1959 neemt de vraag naar glutaminezuur over de gehele
wereld genomen thans toe met 10—15%, per jaar. )

Men kan glutaminezuur langs chemische weg synthetiseren owal
het isoleren uit melasse of uit eiwithydrolysaten,_w?\arbq men uit-
gaat van plantaardige eiwitten zoals b.v. tarwe-eiwit.

Bij het zoeken naar andere wegen voor de verkrijging van glu-
taminezuur vond men een aanknopingspunt bij een r_mcroblologlsch
proces, nl. bij de vorming van a-ketoglutaarzuur uit glucose door
bacterién. o

Het was reeds lang bekend, dac dit zuur een sleutelp051.t1e in-
neemt in de intermediaive stofwisseling zowel van cencellige als
van hoger georganiseerde organismen. De ontdekking van STODO[:.A
in 1946, dat een bacterie behorend tot het geslacht Pseudomonas in
staat bleek bij de oxydatieve afbraak van 100 g. glucose met min-
der dan 17 g. a-ketoglutaarzuur in het culiuurmedium af te schei-
den, kwam dan ook min of meer als een verrassing. ) '

Men heeft daarna vooral in Japan gezocht naar micro-organis-
men, die nog hogere opbrengsten opleveren. Succes 1S hierbij niet
uitgebleven. Naar uit recente publicaties blijke, beschikt men thans
over een organisme, dat glucose voor 50—609, in aketoglutaarzuur
kan omzetten.

De grote belangstelling voor de microbiéle productie van ‘tx-kcto-
glutaarzuur vond onder meer zijn oorzaak in het feit, dat dit zuur
chemisch nauw verwant is aan glutaminezuur. .

De volgende stap was dus om een elegante manier te vmdg:n om
de omzetting van a-ketoglutaarzuur in glutaminezuur te reahser'en.
Men zocht en vond ook weer micro-organismen, die dez@ omzetting
met hevredigende opbrengst wilden verrichten. Amerikaanse pa-
tenten uit de jaren 1956 en 1957 getuigen van het succes van deze
speurtocht. '

Men was dus nu in staat met behulp van twee verschillende bac-
terién de omzetting van glucose in glutaminezuur in twee stappen
tot stand te brengen. '

Hiermee was echter de geschiedenis der microbiéle productie
van glutaminezuur nog niet ten einde. Veel begerenswaardiger zou
natuurlijk nog zijn het micro-organisme, dat nit glucose direct zo-
veel glutaminezuur kon maken, dat men de industriéle productie
in één stap tot stand zou kunnen brengen. Men heeft daar dan ook
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intensief naar gezocht; duizenden micro-organismen werden getest
op hun vermogen tot glutaminezuurproductie, en de goudzoekers
werden beloond.

Een Japanse onderzoeker, KmosmiTa, meldde in 1957 de isolatie
van een bacterie, die dermate gunstige opbrengsten leverde, dat
hiermee direct met de productie op commerciéle schaal begonnen
werd. In Amerika werd door Merck & Co licentie verkregen en men
is daar in 1958 begonnen met de bouw van een fabriek van 4,5 mil-
lioen dollar voor de productie van glutaminezuur met de in Japan
geisoleerde bacterie.

De gegevens welke ik U hier mededeelde zijn onder meer ont-
leend aan publicaties van Stopora en Kinostita en zij tonen aan
hoeveel het er de industrie aan gelegen is ,to be the quickest with
the mostest” zoals men dat in de Angelsaksische landen wel schert-
send noemt, en met hoeveel succes een dergelijk nobel streven be-
kroond kan worden als men maar het juiste micro-organisme tegen-
komt.

Inmiddels heeft de isolatie van Micrococcus glutamicus, die thans
in Japan en Amerika gebruikt wordt om glutaminezuur te produ-
ceren, belangrijke consequenties gehad. Zo is Kinosdrra er twee jaar
geteden in geslaagd langs kunstmatige weg verschillende mutanten
van dit organisme te verkrijgen, welke interessante eigenschappen
vertonen. Een dezer mutanten bleek in staat om in een medium met
glucose als koolstof bron het aminozuur lysine te kunnen produ-
ceren, en wel in hoeveelheden, die voldoende zijn om productie op
commerciéle schaal te beginnen.

Het onderzoek naar mogelijkheden om ook andere aminozuren
met behulp van micro-organismen te produceren wordt intensief
voortgezet en is ten dele reeds met succes bekroond.

Wat betreft de practische betekenis van deze aminozuurproductie
vermeldde ik U reeds het gebruik van glutaminezuur als smaak-
stof. Belangrijker is echter de toevoeging van aminozuren aan voe-
dingsmiddelen ter verhoging van de voedingswaarde. Het blijkt nl.,
dat de eiwitten van bepaalde voedingsmiddelen arm kunnen zijn
aan ¢¢n of meer zgn. essentiéle aminozuren. Men noemt een amino-
zvur essentieel voor een bepaald organisme, indien het dit amino-
Zuur nodig heeft voor de opbouw van lichaamseiwit, terwijl het niet
In staat is het betreffende aminozuur zelf te synthetiseren. Indien
Nu zo'n essentieel aminozuur in te geringe hoeveelheid aanwezig
15 1n het eiwit van een voedingsmiddel, moet op een of andere wijze
het tekort aangevuid worden. Dit kan geschieden door aan het voe-
dingsmiddel eiwit toe te voegen, dat het betreflende aminozuur in
grotere hoeveelheid bevat. Een andere mogelijkheid is, om het ami-
nozuur, dat in het minimum is, als zodanig in de vereiste hoeveel-
heid toe te voegen.

Het blijkt nu, dat in het algemeen graanproducten eiwit bevat-
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ten, dat arm is aan lysine. Dit is een aminozuur dat onder meer door
zoogdieren in het geheel niet gesynthetiseerd kan worden. Zo zal
dus door toevoeging van lysine aan b.v. tarwemeel de voedingswaar-
de hiervan verhoogd worden. . _

De ontdekking, of liever gezegd de creatie van een m1cr.0-0.rgar115-
me, dat vrij grote hoeveelheden lysine kan produceren uit simpele
substraten moet dan ook als zeer welkom beschouwd wordf':n.

Ik moge U er en passant nog op wijzen, dat de door micro-orga-
nismen geproduceerde aminozuren een aantrekkeh]k_ voordeel ver-
tonen ten opzichte van de door dc chemicus gesynthetiseerde amino-
zuren. Daar met een enkele uitzondering alh‘s‘ aminozuren cen
asymmetrisch koolstof atoom bevatten, komen zi) In twee vormen
voor, de zgn. D- en L-vorm. Hiervan is slechts de L-vorm van bio-
logische betekenis. De door microben geprodu.(_:eerde aminozuren
nu hebben uitsluitend de physiologisch belangrijke L-vorm, terwijl
synthetisch bereide aminozuren altijd cen mengsel van beide vor-
men bevatten. .

De productie van aminozuren door micro-organismen heeft aspec-
ten: van biochemische en oecologische aard, welke een nader_e studie
ten volle waard zijn. Om deze reden zijn op ons laboratorium on-
langs 300 uit grond geisoleerde bacterién behorende tot het gestache
Arthrobacter getest op hun vermogen om in simpele c.ultuurmedla
aminozuren af te scheiden. Hieronder bevonden zich vier stammen,
welke vrij aanzienlijke hoeveelheden aminozaren -produc.eren. E.n
hoewel het zeker geacht moet worden, dat geen 1pdustrle bere}d
zou ziin om ter wille van deze organismen een fabriek van 4,56 _mll-
lioen dollar te bouwen, voldoen ze toch wel degelijk aan de eisen,
die voor eerder genoemd onderzoek gesteld moeten wordeq.

Het ligt inmiddels niet in mijn bedoeling U te vermoelen met
details over onze werkzaamheden. Niet onvermeld zou ik echier
willen laten, dat wij bij de bestudering van de ?mstandlghedﬂn,
waaronder aminozuren afgescheiden worden gebruik maken van de
techniek der continu cultivering. En dit brengt mij dan op he_t twee-
de aspect der technische microbiologie, waarover ik U wat uitvoeri-
ger zou willen spreken. )

Er zijn gedurende de laatste twee jaar vijf symposia over het on-
derwerp der continu cultivering van micro-organismen gehouden,
waarvan verschillende met internationaal karakter. Dit moge cen
bewijs zijn voor de grote belangstelling, die deze techniek op het
ogenblik trekt. .

Alvorens echter nader in te gaan op de continu cultivering, zou
ik eerst een en ander willen mededelen over de klassieke discontinu
cultuur, speciaal voor diegenen onder U voor wie het kweken van
micro-organismen geen dagelijks werk is. ,

Men noemt een vloeistofculture van micro-organisme discontinu,
indien tijdens het cultiveren geen vers medium aan de culture wordt
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toegevoegd onder gelifkeijdige alfvoer van verbruike medium.

In principe komt de werkwijze bij de discontinu cultuur hierop
neer, dat men b.v. een reinculcuur van een bacterie ent in een vloei-
baar medium, dat geschikt is om het betreffende organisme tot ont-
wikkeling te brengen en dat vrij is van andere microben. Wanneer
dan de temperataur en andere condities zoals b.v. de zuurstofvoor-
cening gunstig zijn, zullen de cellen zich gaan vermenigvuldigen.

Het grafisch beeld van de relatie tussen de tijdsduur van culti-
veren en het aantal bacterién blijkt een 8-vormige kromme te zijn.
Dat wil zeggen wij kunnen de ontwikkeling van een bactericculture
grofweg in drie phasen verdelen: een beginphase, waarin het aantal
organismen slechts uiterst langzaam toeneemt, een zgn. expornien-
title phase, waarin cen rechtlijnig verband bestaar tussen de loga-
rithme van het aantal bacterién en de tijd en een eindphase, waarin
aan de verdere ontwikkeling der cultuur vrij snel cen eind komt.
Dit laatste kan veroorzaakt worden, doordat één van de componen-
ten van het medium volledig opgebruikt is ofwel doordat bh.v. door
ruurvorming het milieu dermate in ongunstige zin veranderd is, dat
de groei tot srilstand komt.

Fen van de meest karakteristieke aspecten van de discontinu cul-
ture is, dat vanaf het moment, dat het medium geént is, er voortdu-
rend veranderingen optreden. Dit geldt voor de samenstelling van
het medium, zowel als voor de physiologische toestand van de cellen.

Fen gevolg van de telkens wisselende physiologische toestand van
het organisme is, dat de afscheiding van een bepaald stofwisselings-
product in het medinm veelal slechts maximaal is gedurende ecen
onderdeel van de cultiveringsperiode.

Ter nadere illustratie zou ik U hicrvan twee voorbeelden willen
geven,

Uit ons eigen onderzoek over de aminozuuralscheiding van een
Avthrobacter-stam bleek, dat gedurende de beginphase van de groei
een aanzienlijke hoeveelheid alanine wordt afgescheiden, terwijl
pas in een later stadium glutaminezuur geproduceerd wordt.

Een gecompliceerde opeenvolging van processen zien we bij de
vergisting van koolhydraten door de boterzuurbacterie Clostridium
acetobutylicum. Tijdens de phase der exponentiéle groei worden
aanzienlijke hoeveelheden boterzuur en azijnzuur gevornud. De hier-
door veroorzaakte verzuring van het medium bewerkstelligr ener-
zijds, dat de groei van de bacterién tot stilstand komt en anderzijds,
dat de physiologische toestand der cellen dusdanig verandert, dat
er cen verschuiving plaats vindt van zuurproductie naar de VOrming
van neutrale gistingsproducten. De aanvankelijke afgescheiden pro-
ducten, boterzuur en azijnzuur worden in dit stadiuin weer door de
cellen opgenomen en dienen resp. als uitgangspunt voor de vorming
van butanol en aceton, o

Samenvattend kunnen we dus zegeen, dat de klassieke wijze van
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cultiveren van welk micro-organisme dan ook resulteert in een suc-
cessie van veranderingen zowel in het milieu als in het stofwisse-
lingsapparaat van het organisme.

Voor doeleinden van uiteenlopende aard zou het zeer aantrekke-
lijk zijn, indien de mogelijkheid bestond om een mi_cro-o_rgamsme
gedurende zeer vele generaties in een gewenste physxploglsch? toe-
stand te houden. Uit het volgende moge blijken, dat 'dlt gere?llsgerd
kan worden met behulp van de techniek der continu cultivering.

Het principe van de continu cultuur kan aan het volgende een-
voudige voorbeeld geillustreerd worden. Gesteld, 'dat men een bac-
terie kweekt in een medium met glucose als energlehron_ en dat al_le
stoffen voor de groei benodigd in overmaat aanwezlg zijn met uit-
zondering van glucose, waarvan slechts een b_eperkte hoeveelheid
voorradig is. De groei in dit medium zal tot stilstand komen zodra
alle glucose verbruikt is. Indien we er vervolgens Lo OVergaan om
met constante snelheid steriel glucosehoudend medium aan de cul-
tuurvloeistof toe te voegen en gelijktijdig zorgen voor een even
snelle afvoer van verbruike, celmateriaal bevattend medlum,“dan
hebben wij een continu cultuur in zijn eenvoudigste vorm gecrederd.
Door het continu toevoegen van het groeibeperkende substraat, glu-
cose, zijn de bacterién in staat zich te blijven vermemgvu.lmgen. Het
volume van de culture blijft constant, daar de snelheid ‘waarmee
verbruikt medium uit het cultuurvat wordt afgevoerd gelijk is aan
de toevoersnelheid van vers medium. .

Voor het goed functioneren van een dergelijke cultuur is een
goede menging van het vers ingevoerde medium met de cultuur-
vloeistof natuurlijk essentieel, . .

Het effect van de toevoeging van vers medium is afhankelijk van
de verhouding, welke bestaat tussen de snelheid van toevoer en het
vloeistofvolume van de cultuur. Het is b.v. duidelijk, dat langz:am(_a
toevoeging van vers medium aan een groot volume c'ultuurvloelstot,
van betrekkelijk geringe invloed is op de groeisnelhelc}_ van de .cellen.

Hoewel op het eerste gezicht de aangebrachte wipziging in cul-
tiveringstechniek weinig schokkend mag lijken, is hiermee toch een
situatie geschapen, welke diepgaande verschillen vertoont met de
klassieke discontinu cultuur.

Het bijzondere van de continu culture is namelijk, dat. deze de
eigenschap heeft zich op een bepaalde evenwichtsmestapd in te stel-
len; d.w.z. bij een gefixeerde toevoersnelheid van medium ont§taat
er in de cultuur een toestand, waarin factoren zoals de cher}usche
samenstelling van de cultuurvloeistof, het aantal micro-organismen,
alsmede de groeisnelheid en de physiologische toestand van de cel-
len, constant zijn en blijven. De hele karakteristick van zo'n even-
wichtstoestand wordt uitsluitend bepaald door de toevoersnelheid

van vers medium en de concentratie van het daarin aanwezige groei-
beperkende substraat.
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Verbreken we nu de evenwichtstoestand door b.v. de oevoersnel-
heid te vergroten, dan neemt de concentratie van het groeibeper-
kende substraat in de culture toe, waardoor de groeisnelheid van de
bacterién ook verhoogd wordt en zich een nieuw evenwicht instelt.

Bij steeds verdere verhoging van de toevoersnelheid van vers me-
dium stuit men echter op een situatie, waarbij de maximale groei-
snelheid van de bacterién overschreden wordt, en dit resulteert dan
onvermijdelijk in cen volledig wegspoelen van de bacterién uit
het cultaurvat. Indien men echter deze maximale toevoersnelheid
niet overschrijdt, kan een willekeurig groot aantal evenwichtstoe-
standen gerealiseerd worden. Bij elke evenwichtstoestand behoort
een bepaalde constante groeisnelheid van het organisme en dit houdt
in dat men dus thans in staat is allerlei zich in de cel afspelende bio-
chemische processen te bestuderen in afhankelijkheid van de groei-
snelheid.

De toepassing van de techniek der continu cultivering is eigenlijk
eerst goed tot ontplooiing gekomen, nadat in 1950 gelijktijdig door
Monop in Frankrijk en Novick en Szitarp in Amerika de theoreti-
sche grondslagen gelegd werden, welke later onder meer door HER-
BERT in Engeland verder uitgewerkt zijn. Eerst hierdoor is duidelijk
geworden waardoor de toevoersnelheid van vers medium bepalend
is voor de groeisnelheid van de culture. Men kan nu zelfs op grond
van theoretische overwegingen voor elke willekeurige evenwichis-
toestand voorspellen, hoeveel cellen per tijdseenheid het cultuurvat
verlaten en hoe groot de concentratie is van onverbruikt substraat
dat verloren gaat. Een dergelijke mogelijkheid is onder mecer van
groot belang voor de practicus, die er op uit is een proces zo eco-
nomisch mogelijk te doen verlopen.

Men heeft in de laatste jaren deze voorspellingen aan de practijk
getoetst en het is gebleken, dat althans in qualitatief opzicht de ver-
zamelde gegevens verrassend goed voldoen aan de verwachtingen.
Daar men bij de berekeningen enkele experimenteel vast te stellen
groeiconstanten moet invoeren, en deze constanten, zoals van
levend materiaal te verwachten is, niet zo constant zijn als cen ma-
thematicus wel zou wensen, wijken de voorspellingen in quantita-
tiet opzicht nog wel eens af van de waarneming,.

I-_Iet liide echier geen twijfel dat de in 1950 gelegde theoretische
basis van grote betekenis is geweest voor de toepassing van de tech-
niek der continu cultivering en dat voor de ontwikkeling van meer
gecompliceerde varianten van de hier geschetste continu culture
een voorafgaande theoretische analyse onmisbaar is.

Ik moge U er en passant op wijzen, dat er een principieel verschil
bestaa_t tussen de hier besproken continu cultivering van micro-
organismen en hc.t kweken van hogere planten in watercultures,
waaraan men continu vers medium toevoegt en waarbij men het
volume der cultuur constant houdt door een even snelle afvoer van
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vloeistof. In dit geval treedt namelijk geen evenwichtstoestand..ilfl,
doordat het groeiende wortelsysteemt in de culture aanwezig blijft.
Bij constante doorvoersnelheid van het medium zal dit wortelstelsel
in verschillende phasen van ontwikkeling verschiliende l)f)eveel-
heden mineralen uit het medinm opnemen en men verkrijgt dus
nooit een evenwichtstoestand, ..

Hetzelfde gelde voor schimmelcultures, welke men kweekt.blj
constante aanvoer en afvoer van medium, doch waarbij het groelen-
de mycelium in zijn geheel in het cultuurvat gehouden wordt. on
hier wordt dus geen evenwichtstoestand bereikt en een dergelijke
culture is eindig. Fen continu cultuur in de strikte zin van het
woord, waarbij dus continu vers medium wordt aangevoerd en ver-
bruikt medium inclusief celmateriaal afgevoerd words, kan althans
in theorie oneindig lang worden voortgezet. )

In de practijk blijkt echter, dat oncindig lang wel erg lang 1is, en
dat het wenselijk kan ziin de cultivering na cen periode van enkele
maanden te staken. Deze wenselijkheid kan b.v. veroorzaakt worden
door het optreden van moeilijkheden van technische aa:rd ofwel door
het voorkomen van infecties of ongewenste mutanten 1n de (_:}llture.
Met mutant wordt bedoeld een organisme, dat genetisch afwijkt van
het oorspronkelijke celmateriaal.

Het optreden van mutanten in bacteriecultures wordt begun-
stigd door een actieve stofwisseling van cellen, welke zich in het
stadium van vermenigvuldiging bevinden. Daar aan deze voorwaar:
de voldaan wordt in continu cultures, is het dan cok niet verwon-
derlijk, dat men hierin niet alleen herhaaldelijk mutanten he_eft
aangetroffen doch dat men zelfs de techniek der continu cultivering
toepast hij onderzock over mutatie en selectie van micro-organis-
men. ' _

Indien nu in een continu cultuur een mutant optreedt, die een
grotere groeisnellieid vertoont dan de oorspronkelijke cellen, zal
zich een nienw evenwicht instellen, waarin de mutant het porspron-
kelijk aanwezige organisme geheel vervangt. N

Als dit gebeurt in een culture, waarin het te doen is om per tijds-
cenheid zoveel mogelijk cellen te produceren, zoals b.v. bij de pro-
ductie van bakkersgist, dan kan dit een voordeel zijn. _ i

Indien echter in een proces ter verkrijging van cen mlcrqbleel
stofwisselingsproduct een weinig productieve doch snel grociende
mutant gevormd wordt, kan de productie nadelig beinvloed worden.

De practijkervaring van de laatste jaren heeft geleerd, dat het
optreden van ongewenste mutanten zeer zeker niet van dien aard
is, dat de technick der continu cultivering voor practische doelein-
den onbruikbaar is. Het volgende voorbeeld moge dit illustreren.

In reincultures van de boterzuurbacterie Clostridium acetobuty-
ficum komen mutanten voor die gekenmerkt zijn door een weinig
krachtig gistingsvermogen. De ervaring leert nu, dat hij het voort-
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kweken van dergelijke reincultures vaak spoedig deze ongewenste
mutanten uitgeselecteerd worden.

De vrees dat dit zich ook bij continu cultivering van Clostridium
acetobulylicum zou voordoen bleek echter ongegrond. Uit recente
onderzoekingen is namelijk gebleken, dat na een gistingsperiode van
200 dagen, overeenkomend met 4000 generaties, nog geen teruggany
in gistingscapaciteit opgetreden was. Er had zich zelfs een gunstige
wending voorgedaan, in die zin, dat na 200 dagen de culture cen
drie maal z0 hoge concentratie van het toxische stofwisselingspro-
duct butanol kon verdragen.

De techniek der continu cultivering biedt nieuwe perspectieven,
zowel voor de bestudering van de levensuitingen van micro-orga-
nismen als voor de exploitatic van hun biochemische potenties. Zo
kan men thans bij oecologische studies een organisme ondex con-
stante condities brengen en vervolgens de invioed van één enkele
milienfactor op de groeisnelheid, morphologie en physiologic van
het organisme bestuderen.

Verder zal continu cultivering goede diensten kunnen bewijzen
bij de studie van de regulatie van de microbiéle stolwisseling, Door-
dat men thans kan beschikken over celmateriaal, dat gedurende
lange tijd in constante physiologische conditie verkeert, kan men
een groot aantal analyses van buv. enzymconcentraties uitvoeren,
waardoor men in staat is bepaalde physiologische toestanden bio-
chemisch te karakieriseren en te vergelijken.

Ook voor de technische microbiologie is het niteraard van belang,
dat men nu gedurende lange tijd micro-organisimen in cen gewenste
physiologische toestand kan houden. Hier doet zich overigens nog
wel cens de complicatie voor, dat milicufactoren, welke optimaal
2ijn voor de groei van een organisme in het geheel nict optimaal
ziin voor de vorming van een gewenst stofwisselingsproduct.

Een dergelijke situatie doet zich bijvoerbeeld voor bij de cuhi-
vering van de bacterie Aerobacier uerogencs, die voor de groei cob-
dities nodig heeft waarbij sterk geaéreerd worde en het medium
neuiraal is, terwijl voor de productie van butyleenglycol door dit
organisine cen beperkte aératic en cen enigszins zuur milieu nodig
zijn. Aan dergelijke eisen kan voldaan worden door twee cultuuy-
vaten achter elkaar te schakelen, waarin achtereenvolgens aan heide
voorwaarden voldaan wordt.

Dergelijke tweephase processen kunnen overigens wel cens min-
der effectief zijn dan op het eerste gezicht moge lijken. Bij de over-
gang van grociphase naar productiephase worden de cellen plotse-
ling aan geheel andere milienfactoren blootgesield. Hierdoor zal er
veels{I cen zekere tijd verlopen voor de cellen tot de gewenste pro-
ductie overgaan. Gezien her continu karakter van cultivering be-
tekent dit, dat cen aantal cellen de productiephase passcren zonder
goed en wel aan productie toegekomen te zijn. In vergelijking met
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een discontinu proces, waarin alle cellen een periode van maximale
productie doormaken, is hier dus het continu proces in het nadeel.

Er is een duidelijk verschil in appreciatie van de continu culti-
vering waar te nemen tussen de meer academisch ge()ri'dnteerde en
de industriéle microbinlogen. Eersigenoemde categorie beschouwt
deze techniek tereche als een ideaal middel om de gedragingen van
micro-organismen te bestuderen. De practicus echter is in de eerste
plaats geinteresseerd bij de vraag of een bepaalde techniek econo-
mische voordelen biedt of niet. En het blijkt, dat de economische
voordelen van continu cultivering niet zonder meer van dien aard
zijn, dat de gehele microbiologische industrie thans bezig is de ap-
paratuur van discontinu tot continu om te bouwen. Dit neemt niet
weg, dat ook in de industrie intensicf geéxperimenieerd wordt met
de continu methode van cultiveren.

Op het ogenblik vindt de continu cultivering voornamelijk toe-
passing bij de productie van celmateriaal zoals bij de gistfabricage.
Ook de continu produciie van bier lijkt aantrekkelijke perspectie-
ven te bieden en ik zou hier gaarne nog een ogenblik bij stilstaan.

Zoals bekend gaat men bij de bereiding van bier uit van een

exiract van gekiemde gerst, genaamd wort. De vergisting hiervan
vindt veelal plaats in grote kuipen volgens een discontinu proces.
Sinds 1955 is echter ook hier een stijgende belangstelling voor con-
tinu productie waar te nemen.
_ 7o wordt b.v. volgens een Canadees patent van 1957 bier bereid
in een continu proces, dat uit twee phasen bestaat. Men voert hier
wort met constante snetheid in een tank welke geaéreerd wordg,
zodat een conditie geschapen is, welke optimaal is voor de groei van
de gist. Deze tank is door een overloop verbonden met een tweede,
waarin anaerobe condities heersen en waar de eigenlijke bierpro-
ductie plaats vindt. De in het continu afgevoerde bier aanwezige
gistcellen worden vervolgens afgescheiden. Een deel hiervan wordt
weer met constante snelheid in het tweede gistingsvat teruggevoerd,
u.'aardoor de evenwichtsconcentratie van gistcellen in dit vat aan-
zienlijk wordt verhoogd. Dit maakt het mogelijk de wort met ver-
hoogde snelheid door te voeren, hetgeen resulteert in een versnelde
bierproductie.

Op het symposium over continu cultivering, dat dit voorjaar in
Londen gehouden werd, heeft Houen mededeling gedaan over een
in Engeland ontwikkelde methode tct continu productie van bier.
Men heeft in dit proces geen gescheiden groei- en productiephase
en ook worden hier geen gistcellen teruggevoerd in het gistingsvat.
D'esondanks kan men met deze methode meer dan tien maal zo snel
bier produceren dan met de klassieke discontinu methode, Een van
de oorzaken van deze productieversnelling ligt in het feit, dat in
cen continu proces de gisting kan plaats hebben bij temperaturen
hoger dan 20° C, waardoor een snellere vergisting van de wort plaats
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heeft. Gisiing bij dergelijke hoge temperaturen geeft bij de discon-
tinu methode een duidelijke kwaliteitsvermindering van het bier.
Helaas kan ik U uit eigen ervaring geen mededeling doen om-
trent de kwaliteit van het continu geproduceerde bier. Geruchten
hieromtrent rechtvaardigen echter hoopvolle verwachtingen.

- Zeer geachte Toehoorders,

Bij de vervaardiging van voor onze samenleving belangrijke pro-
ducten met behulp van micro-organismen gaat men veelal uit van
aan de landbouw ontleende substraten. Gezien het feit, dat de zonne-
energie nog lang niet uitgeput is, zal hieraan dus tot in verre
toekomst geen gebrek zijn, Daar verder onze kennis van de bioche-
mische potenties van micro-organismen nog slechts zeer onvolledig
is, is er alle reden om te verwachten, dat de fascinerende ontwikke-
ling van de technische microbiologie, waarvan wij thans getuige zijn,
nog slechts het begin is van een lange en vruchtbare groeiphase.

Aan het einde gekomen van mijn openbare les wil ik in de eerste
plaats mijn eerbiedige dank betuigen aan Hare Majesteit de Konin-
gin voor mijn benoeming tot lector aan de Landbouwhogeschool.

Mijne Heren Leden van het Bestuur van de Landbouwhogeschool,

Gaarne wil ik hier mijn grote erkentelijkheid uitspreken voor
het vertrouwen, dat U in mij gesteld heeft door mij voor deze func-
tie voor te dragen. Gaarne wil ik ook mijn dank uitspreken voor de
financiéle steun, die U heeft willen verlenen voor het verrichten
van technisch microbiologisch onderzoek op ons laboratorium. Ik
moge U verzekeren, dat ik mijn beste krachten zal geven bij de uit-
voering van mijn taak.

Dames en Heren, Hoogleraren, Lectoren en Docenten,

Ik beschouw het als een groot voorrecht, dat U mij in Uw gemeen-
schap heeft willen opnemen. Ik hoop met velen Uwer een prettig
contact te kunnen onderhouden.

Hooggeleerde Mulder,

Het is mij een groot genoegen U hier dank te kunnen zeggen voor
de vele, daadwerkelijke steun, die U mij gegeven heeft bij het leg-
gen van cen basis voor de afdeling technische microbiologie. 1k be-
sc.l_muw het als een eer en voorrecht om in mijn nieuwe functie een
bijdrage te mogen leveren tot de opbouw van ons laboratorium.
Het verheugt mij, dat ik hierbij tevens in staat zal zijn een deel van
Usw zeer talrijke werkzaamheden over te nemen,

Zeergeleerde Wieringa,

U hebt mij zowel op wetenschappelijk gebied als door Uw per-
soonlijkheid een voorbeeld gegeven, dat mijn diepe bewondering
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heett. Ik prijs mij gelukkig, dat U Uw werkzaamheden op ons labo-

ratorium zult voortzetten zodat ik, naar ik hoop, nog vaak van Uw
veelzijdige kennis zal mogen profiteren.

Hooggeleerde van Niel,

Met zeer veel genoegen denk ik terug aan het jaar, dat ik op Uw
laboratorium heb mogen werken. De vele uren, welke ik het voor-
recht had met U over microbiologische problemen te discussi€ren,
waren voor mij bijzonder waardevol. Dat U ond:'i.nks Uw drukke
werkzaamheden nog regelmatig tijd vindt om mij met Uw grote

kennis ter zijde te staan, vervult mij met gevoelens van grote dank-
baarheid.

Dames en Heren, Leden van het Personeel van het laboratorium
voor microbiologie,

Onderwijs en onderzoek kunnen eerst dan volledig ‘-Ot(‘h"n Te““%‘i
komen indien U hieraan Uw onmisbare steun verleent. Gaarne wi

ik hier mijn dank uitspreken voor de voortreffelijke wijze waarop
U mij steeds terzijde staat.

Dames en Heren Siudenten,

Ik zou mij kunnen voorstellen, dat velen UWCI: de consumptie
van bier en wijn meer ter harte gaat, dan de studie van de micro-
biologische processen, welke aan de bereiding ten grondslag liggen,
en dat U zich afvraagt of dit nu wel allemaal voor U van belang is.

Wat dat hier betreft zou ik U hier in de eerste plaats op Wl“f“
antwoorden, dat bij een grote brouwerij, met bedrijven over de ge-
hele wereld, een aanzienlijk deel der bedrijfsleiders uit Wageningse
ingenieurs bestaat.

Verder heb ik mij vandaag uiteraard moeten beperken en U k;;.l .
op ons laboratorium vanzelfsprekend ook allerlei andere microbio-
logische processen bestuderen. Uw studievrijheid is hierbij in zo-
verre gewaarborgd, dat ik gaarne rekening zal houden met Uw spe-
cizle wensen. . . .

Tenslotte zou ik nog dit willen zeggen. De technische microbio-
logie is een onderdeel van de biologie, dat sterk ge“C,ht 1s op wat
men nut noemt. Ik kan U echter verzekeren, dat de s_tudle van micro-
organismen op zichzelf, of ze nu ,nuttig” zijn of niet, €en Zeer spe-
ciale charme heeft, Ik beschouw het dan ook als mijn taak om die-
genen onder U, die zich tot de technische microbiologie aangetrok-
ken voelen niet alléén te leren hoe men micro-organismen pleegt
te exploiteren; daarnaast zou ik Uw belangstelling en eerbied wil-

len wekken voor het wondere samenspel van processen, dat de leven-
de cel kenmerkt.

1k heb gezegd.



