1) FREMLEGGELSESSKRIFT 141760

DANMARK 1) Int.CL® C 12 N 1/32

(21) Anssgning or.  3116/76 (zé) Indteveret den 9. Jul. 1976

(23) Lebedeg 9. Jul. 1976

(44) Anssgningen fremiagt og
fremimopelsssekrifiet cffentiiggiort den 9. Jun. 1980

DIREKTORATET FOR
PATENT- OG VAREMARKEVASENET  (30) Prioritet begesret fra den

10. Jul. 1975, 25253/75, IT

(7)) SNAMPROGETTI S.P.A., Corso Venezia 16, Milano, IT.

(72 Opfinder: Ludwig Degen, Via U. Peruzzl 62, Rom, IT: Pasquale Zaffaroni,
Via Reatina 113, Mentana (Rom), IT: Lamberto Formieconi, Via CIcernacchio,
7, Monterotondo (Rom), IT: Antonio Semnil, Via Veio 80, Rom, IT.

(74) Fuidmeegtig under sagene behandiing:
Internationalt Patent-Bureau.

(64) Fremgangsméde tll dyrkning af monocellulsre mikroorganismer af slsg=
ten Prototheca.

Den foreliggende opfindelse angdr en fremgangsmdde til dyrkning af momo-
cellulzre mikroorganismer af slegten Prototheca i et dyrkningsmedium, der inde-
holder ethanol som carbonkilde, hvilken fremgangsmide er velegnet til frem—
stilling af bioproteiner, der kan anvendes som additiver til animalsk konsump-
tion.

Den tekniske litteratur, inklusive patentlitteraturen omtaler et antal
fermenteringsmetoder til produktionmen af mikroorgamnismer, der er i stand til at
frembringe proteinholdige forbindelser. Fremgangsmider er f.eks. omtalt til
dyrkningen af ger pd kulhydrater, siledes som de findes i melasse, sulfit-
vaesker fra papirmgller og pd n-alkanfraktioner af gasolie. Lignende fremgangs-—

mider er omtalt til fremstillingen af biomasser med bakterier.
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Under fermenteringens fremskriden, der skal lede til produktionen af ger
‘eller bakterier, finder man en betydelig varmeophobning pa grund af oxideringen
af substratet, der er desto kraftigere jo lavere selve substratets oxidations-

grad er.
" Anvendelsen af delvis oxiderede substrater begrznser iltoptagelsen og

varmefrembringe lsen.

Yderligere begranser anvendelsen af mikroorganismer, der vokser ved hgje
temperaturer, afkglingsomkostningerne betydeligt.

Ved mange fremstillingsmetoder til fremstilling af biomasser, er en eks-
traktion med organiske oplgsningsmidler blevet ngdvendig for at fjerme ugnskede
substratrester eller ugnskede forbindelser som f.eks. kulhydrater med hgj mole-
kylvagt eller polycycliske carbonhydrider og lignende.

_ Alkoholer er substrater, der er szrdeles velegnede til fremstillingen af
bioproteiner. De er vandoplgselige, er allerede delvis oxiderede og fremstilles’
i kommerciel milestok med hgj renhedsgrad. Blandt de alifatiske alkoholer anven-

des fgrst og fremmest methanol og ethanol som substrater.
Af gkonomiske grunde er det imidlertid ngdvendigt, at substraterne til

fremstilling af bioproteiner er billige, og sammenlignet med affaldsprodukter er
udgifterne ved anvendelse af ethanol forholdsvis stor. Det er siledes ngdvendigt
at substratet forbruges fuldstandigt. '

Det er tidligere foresldet, i beskrivelsen til tysk offentligg¢relsesskrift
ar. 2.415.461, at fremstille bioproteiner ved dyrkning af stammer af slagten
?rototheca, og man har ogsd herved i et tilfzlde benyttet et dyrkningsmedium med
ethanol som carbonkilde. Udbyttet af opndet celleprodukt herved kan dog ikke an—
ses som tilfredsstillende.

Anvendelsen af ethanol som carbonkilde frembyder imidlertid som allerede
antydet forskellige fordele fremfor andre substrater. F¢rst og fremmest kan man
let skaffe sig ethanol, og det anvendes til konsumption. Der er ingen toxicitets—
problemer, da det fremstilles med en h¢j renhedsgrad. Yderligere er ethanol flyg-
tigt, og mulige rester kan let fjernes under t¢rring af cellerne. Endelig er der
ikke nogen problemer med fordelingen af substratet i neringsmediet, sddan som det
er tilfzldet med polysaccharider og carbonhydrider.

Det er derfor ¢nskeligt at have en fremgangsmi&e til radighed, ved hvilken
bioprotein-leverende celler kan dyrkes med ethanol som carbonkilde og samtidig
under opndelse af et stort udbytte af celler. Dette opnds ved fremgangsméden i-
folge opfindelseﬁ, der er ejendommelig ved, at der som mikroorganisme anvendes
Prototheca zopfii CB5 265.75.

Mikroorganismen, der anvendes ved fremgangsmiden if¢lge opfindelsen, besidder
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yderligere den store fordel, at den vokser ved temperaturer indtil 40°c, for—
trinsvis ved 33—37°C, og inden for et bredt pH-omride (pH 1,0 til 8,0), fortrins-—
vis ved pH 3,0 til 5,0, en kendsgerning, der reducerer risikoen for bakteriel in-
fektion under fermenteringen. Mange mikroorganismer vokser ikke i alkoholholdige
gubstrater, apdre vokser kun, dersom koncentrationernever lave. Den omhandlede
mikroorganisme derimod vokser ogsé godt ved heje koncentrationer Og ¥un koncen~
trationer over 4% virker hzmmende.

Ved fremgangemiden if¢lge opfindelsen eT det muligt at fremstille biomas=
ser, der har et hejt proteinindhold ved dyrkning af den nEvnte mikroorganisme—
gtamme i et simpelt dyrkningsmeditm, der indeholder ethanol som eneste carbon—
kilde.

Den omhandlede mikroorganisme-stamme er blevet isoleret 0% udvalgt fra
jordpr¢ver taget ved Harcourt, Nigeria, 08 har fiet tildelt nummer 855 A. Dens
dyrknings— 08 fysiologiske karakteristika er opsummeret i tabel 1.

Tabel 1
Dyrknings- 08 fysiologiske karakteristika.

A. Dyrkningskarakteris tika.
fast substrat (24 timer): diameter af kolonierne: 2-3 m, sprede,

(pepton-glucose) grove, uisennensigtige uden pigmenter
flydende substrat (24 timer) pundfald, tynd film
(peprton-glucose)

B. Karakteriétika af den vegetative cyclus.
Danne 1sen af 2.8 aplanosperer (endosporer)
Efter {tubrydning af modercellen, gentager aplanosporermne cyclus, 08 nogle
£ danner hypnosporer ("hvilende celle™).

C. Karakteristika af vegetative celler.
Spheroide eller ellipsoide former med en stgrrelse pa 15-25 til 20-30 mikron.

Dannelse af aggregater. Kerne- 0% lagringsgranuler vel synlige.
D. Sexuel karakteT.

Man har ikke observeret nogen sexuel cyclus.
E. Fysiologishe karakteristika.

1. Anvendelse af forskelige carbonkilder.

a) Fermentativ anvendelse.

glucose syre, uden gas, langsom
galactose negativ '

sucrose negativ

maltose negativ

lactose negativ

raffinose negativ

melibiose negativ
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inulin negat iv
stivelse negativ
0-methyl-Deglucosid negativ

b) Assimilativ anvendelse af carbonkilder,

D-glucose positiv
D-galactose negativ
sucrose negativ
fructose positiv
maltose negativ
lactose negativ
raffinose negativ
melibiose negativ
inulin negativ
oplgselig stivelse negativ
X-me thyl-D-glucosid negativ
L-sorbose negativ
salicin negativ
arbutin negativ
cellobiose negativ
trealose negativ
melizitose negativ
D-xylose ' negativ
D-arabinose negativ
L-arabinose negativ
D-ribose negativ
L-rhamnose negativ
methanol ) negativ
ethanol positiv
nor. propanol positiv
iso-propanol negativ
nor. butanol positiv
tert. butanol negativ
cyclohexanol negativ
glycerol positiv
erythritol negativ
ribitoi negativ
dulcitol negativ
D-mannitol negativ

sorbitol negativ
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inositol negativ
DL-melkesyre negativ
ravsyre negativ
citronsyre negativ
nor-paraffiner positiv

2. Anvendelsen af forskellige nitrogenkilder.
ammonium, nitrat og urinstof
3. Vakstfaktorer

krever thiamin
4, Vakst ved forskellige temperaturer.

4% negativ
15-42% positiv
54°¢ negativ

Arnold og Ahearn (Mycologia, 64, 265, 1972) har for nylig foresliet en

nggle til klassificering af Protetheca arter, 1fglge hvilken den omhandlede
stamme er medlem af arten P. zopfii.

Stammen med symbolet 855A kan imidlertid skelnes fra standardbeskrivelsen
for P. zopfii og fra en samlingsstamme (opndet af professor Liferri, Pavia)
(se tabel 2).

Tabel 2
855 A P. zopfii P. zopfii
(data fra litte-
ratur)
D-galactose negativ positiv positiv
iso-pentanol negativ negativ positiv
vekst ved 42°C positiv negativ -—

Stamme 855 A (vild type) kan siledes betragtes som en stabil og defineret
variant af P.Zopfii—arten. Man foreslir navnet Prototheca zopfii, var. Harcourt,
med standardbeskrivelse som anf¢rt i tabel 1. Stammen er blevet deponeret i Cen~
traalbureau voor Schimmelcultures Baarn under deponeringsnummer CB5 268.75.

Ved fremgangsmidden if¢lge opfindelsen dyrkes Prototheca zopfii, var. Har-
court 855 A celler til fremstillingen af bioproteiner i kultursubstrater, der for—
uden ethanol som carbonkilden indeholder nitrogenkilder, mineralsalte og vekst-—
faktorer. Ifglge opfindelsen kan ethanol med fordel tilsattes dyrkningsmediet
i en mengde pi indtil 4 vagt%. Thiamin kan anvendes som sidan eller i majsst¢beva-
ske eller melasse eller gazrekstrakt. Ethanol, der udg¢r carbonkilden, kan sattes
til vekstmediet pd et hvilket som helst tidspunkt f¢r fermenteringen eller ved

smd tilsetninger under fermenteringen. Det foretrmkkes imidlertid at tils=ztte
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ethanol kontinuert under fermenteringen, siledes at en fuldstzndig anvendelse

muligggres.
Fermenteringen sker ved temperaturer i omradet fra 15°C til 4000, for-
trinsvis ved 30-38°¢ og inden for et pH-omride fra 1-8, fortrinsvis fra 3,0-5,0.
Ved den omhandlede fremgangsmade opnis et udbytte pi 60-70% (g tgr bio-
masse/g EtOH) med en cellekoncentration i kulturen pa 20-60 g/l. Pa grund af
af cellernes st¢rrelse er de lette af fjerne.

Dersom man anvender batchvis fermentering, fjernes cellerne ved sedimente-
ring eller filtrering, nar fermenteringen er lgbet til ende. Den samme fremgangs-'
mide anvendes til at fjerne biomassen under den kontinuerte proces.

Den siledes udvundne biomasse, der er t¢rret, indeholder 50-60% r&protein
ud over polysaccharider, lipider og nucleinsyrer.

Nervzrende patent omfatter ikke fremgangsmidens anvendelse ved tilvirkning
af neringsmidler.

Fremgangsmiden if¢lge opfindelsen forklares nzrmere i de efterf¢lgende

eksempler.
Eksempel 1

Man fremstillede et dyrkningsmedium med fglgende sammensztning:
(NH4)2304 5 g/l
NaH,P0, . H,0 10 g/1
KH2P04 10 g/l
Mg304.7H20 0,2 g/l
FeS0,.7H,0 2 mg/l
Zn804.7H20 2 mg/l
CaCl2 2 mg/l
gerekstrakt 500 mg/1
oplgsning af sporstoffer 1 ml
Sammensa=tningen af sporstofoplgsningen var:
CuSOa.SHZO 5 mg/l
H3BO3 500 mg/1
¥nS0, .H,0 500 mg/1
KJ 10 mg/1
CaClz.6H20 10 mg/1
Mo0, 10 mg/1

Efter indstilling til pH 5,0 fordeltes substratet i 100 ml portionmer i
500 ml kolber og efter sterilisering (30 minutter ved 116°C) tilsatte man 1 vol.%
ethanol. Herefter podedes kolberne med en 3 dage gammel kultur (30°C) af 855 A
stammen (Prototheca zopfii CB5- 265.75) pé skrdagar, indeholdende det samme medium
plus 2% agar-agar. Dernast dyrkedes (orbital omr¢ring ved 220 omdrejninger/minut)
ved 30°C. Efter 24 timers dyrkning tilsatte man yderligere 27 ethanol.

Udbyttet af tgrre celler efter 33 timers dyrkning var 18,7 g/l.
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Eksempel 2
Man udfgrte en fermentering ved 40°C under de samme betingelser som i ek-

sempel 1.
Udbyttet af tgrceller efter 48 timers dyrkning var 13,5 g/1.

Eksempel 3
Et dyrkningsmedium fremstillet som 1 eksempel 1, men indeholdende i ste«
det for gerekstrakten 1,5 g/l majsstgbevaske (C.8.L.). :
Udbytte 1 tgrvegt efter 34 timers dyrkning under de samme betingelser som
i eksempel 1 ved 35%¢ var 17,5 g/1.

Eksempel &4

I en lille 16 liters laboratoriefermenteringsbeholder, der var udstyret
med en turbine og &4 antiskvulpevinger, fremstilledes 10 1 af substratet fra
eksempel 1, idet den eneste forskel var, at koncentrationen af phosphatsalte
var 2 g/l i stedet for 10 g/l. Efter sterilisering i 30 minutter ved 116°¢ pode -
des fermenteringsbeholderen med 10% af en 21 timer gammel 35 % kultur af 855 A
stammen fra en kolbe med det samme substrat som i eksempel 1. Dyrkningen udfgr-
tes ved 35°C, 1000 omdre jninger/minut og en gennemluftning af 0,5 volumen/volumen/
minut. pH-vardien holdtes pa 4,0 med soda under hele fermenteringsforlgbet. Man
tilsatte ethanol ved begyndelsen (1 volumen?%/volumen) og efter 24 timers forlgb
af fermenteringen (2 volumen?%/volumen).

Efter 43 timers fermentering fraskilles cellerne ved filtrering pé papir,
hvorefter man vasker med vand og tgrrer cellerne ved 90°C i vakuum.

Udbyttet af tgrre celler var 50,5 g/l, der indeholdt 52,56% ra proteiner
(N ved 6,25) og &,73% lipoider.

Eksempel 5

En Laboratoriefermenteringsbeholder, der havde et volumen p& 20 liter,
indeholdt 12 liter af dyrkningsmediet ifglge eksempel 4. Dette medium podedes
som angivet i eksempel 4 og dyrkedes 1 24 timer ved 35°C under omrgring (800
omdre jninger/minut), idet man tilfgrte 0,5 volumen/volumen/minut luft.

To laboratoriefermenteringsbeholdere af typen beskrevet i eksempel 4 pode-
des hver med 1,5 liter af denne forkultur. Fermenteringsbeholderne indeholdt 10 1 af
det samme dyrkningsmedium med 1% ethanol. Fermenteringsheholderne omrgrtes med
1000 omdre jninger/minut med gennemluftning pa 0,5 volumen/volumen/minut. Dyrk-
ningstemperaturen af den ene fermenteringsbeholder holdtes pa 30° G, mens den an-

den fermenteringsbeholder holdtes pa 35 %. For at holde pH-verdien pa den gnskede
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verdi (ca. pH 4) anvendtes en blanding, der bestod af 32% vandig ammoniak og
95% ethanol i et forhold pi 20:80. Ved at ggre dette holdtes ikke alene pH-var-
dien pa optimumverdien for vakst, men carbonkilden tilfgrtes ogsi automatisk.
Efter 20 timers dyrkning var koncentrationen af biomasserne 20,6 g/l (30°C) og
21,3 g/l (35%).

Herefter forggedes omrgringshastigheden til 1500 omdre jninger/minut og
gennemluftningen til 0,75 volumen/volumen/minut. Efter yderligere 25 timers dyrk-
ning var koncentrationerne af biomasserne 53,2g/1 (30°C) og 58,1 g/1 (3500).

Man podede en tredie fermenteringsbeholder af samme type med 2 liter af
kulturen fra 35%. Denne fermenteringsbeholder indeholdt 10 liter af det samme
dyrkningsmédium, som anvendtes ved 35°C, 1500 omdrejninger/minut og 0,75 volu-
men/volumen/minut luft. Efter 8 timers dyrkning gik koncentrationen af biomassen
fra 10,3 g/l til 33,1 g/1.

Eksempel 6
I en 16 liter fermenteringsbeholder med en turbine og 4 antiskvulpevinger
indeholdende 7 liter substrat fremstilledes en kultur af 855 A stammen siledes
som beskrevet i eksempel 4.
Til den kontinuerte fermentering fremstilledes et neringsmedium (fgdeme-

dium), der havde fglgende sammensztning:

Na,HPO, .H,0 2,0 g/l
KH2P04 2,0 g/l
(NH,),S0, 5,0 g/l
¥gS0, . 7H,0 0,2 g/1
FeS0,.7H,0 22 mg/l
ZnS0, . 7H,0 20 mg/l
Ca.(:l2 : 20 mg/l
oplgsning af sporstoffer 2 ml/1
gerekstrakt 0,5 g/1
ethanol (So) 37,6 g/l

Mediet (uden ethanol) indstilledes til en pH-vardi pd 4,0 og sterilisere-
des ved 116°C i 30 minutter.

Med en fortyndingshastighed (D = 4) pa 0,190 pt

, 2000 omdre jninger/minut

og en gennemluftning p& 1,5 volumen/volumen/minut opndedes fglgende resultater:

S - koncentration af ethanol i kulturen 0,067 g/l
X = koncentration af biomasse i kulturen 25,12 g/1
Y = udbytte (g biomasse/g substrat) 0,66

P

il

produktivitet 4,8 g/l/time
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Biomassen opsamledes ved centrifugering og efter vaskning med vand, tgr-

redes den i vakuum. Sammensztningen af biomassen er angivet nedenfor i tabel 3.

Tabel 3

Analytiske data af biomassen fra Prototheca zopfii var. Harcourt 855 A3
Fugtighed 0,60%
Aske 7,04%
N (Kjeldahl) 8,45%
R4 proteiner (N ved 6,25) 52,62%
Protein (biuret) 45,70%
Ra lipoider 4,82%
Fede syrer 3,08%
Oplgselige kulhydrater 11,96%
Ra fibre 2,50%
RNA 15,17%
DNA 0,42%

Elementar analyse:
C = 46,104
H= 6,71%
N = 8,32%

Procentisk sammenseztning af de fede syrer:
nor-C14 1,38%
nor.016 29,12%
nor.C16 1 1 0,90%
nor.C18 4,447,
nor.C18 : 1 28,46%
nor.C18 : 2 35,7%

Procentisk sammensmtning af aminosyrerne (g/l00 g tgr biomasse):
Lysin 1,88
Histidin 0,779
Arginin 5,11
Asparaginsyre 3,8
Threonin 1,73
Serin ‘ 1,56
Glutaminsyre 4,85
Prolin 3,13
Glycin 1,98

Alanin 2,26
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Valin
Methionin
Isoleucin
Leucin
Tyrosin
Phenylalanin

Tryptophan

PATENTKRAV

2,11
0,83
1,12
2,95
1,32
1,55
0,23
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1. Fremgangsmdde til dyrkning af monocellulzre mikroorganismer af sl=gten

Prototheca i et dyrkningsmedium,-  der indeholder ethanol som carbonkilde,

kendetegne t ved, at der som mikroorganisme anvendes Prototheca zopfii

CB5 26S.75.

2. Fremgangsmdde if¢lge det foreglende krav, k ende tegne t ved,

at ethanol tilszttes dyrkningsmediet i en memgde pa indtil 4 vagtZ.

Fremdragne publikationer:

Tysk offentliggerelsesskrift nr. 2415461.
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