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Titel der Erfindung

Verfahren zur Ziichtung von methylotrophen Bakterien

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Ziichtung von
methylotrophen Bakterien, die als Biomasse von Bedeutung
sind.

Charekteristik der bekamnnten technigchen Lsungen

Es ist bereits bekannt, Bakterien zu ziichten und die Pro-
dukte der Ziichtungsverfahren als Biomasse zu verwenden.
So ist es weit verbreitet, als Kohlenstoffquelle fiir die
Kultivierung von Bakterien Ethanol, Glucose, organische
Sturen oder aliphatische Kohlenwasserstoffe einzusetzen.
Deriiber hinaus gewinnt auch die Verwertung von Methan/
Methenol durch bestimmte Mikroorganismen zunehmend an
praktischem Interesse. Um das Wachstum der Baskterien
auf diesen Kohlenstoff- und Energiequellen zu begchleu-
nigen, werden - da die Nahrstoffanspriiche der Mikroorga-
nigmen sehr komplex sind - im allgemeinen dem Kultur-
medium Hefe-, Fleisch~, Malzextrakt, Serum,Maisquell=
wasser oder andere, Wachstumsfaktoren enthaltende Ver-
bihdungen zugesetzt,

AuBerdem ist bekannt, daf das Wachstum von Bakterien
und/oder die Ausbeute an Biomasse auBer durch verfah-
renstechnische Ldsungen auch durch die Optimierung der
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Kultivierungsbedingungen beschleunigt bzw. erhoht werden
kann. Dazu gehéren z.B, die gesteuerte Zugabe von Nédhr-

~ substraten, die Ausbalancierung des Kohlenstoff/Stick-

stoffangebots, die Aufrechterhaltung eines bestimmten

‘pH-Wertes und/oder der Temperatur, der Zusatz von Spu-

renelementen wie z,B. Cu oder verschiedener N&hrsalze,
von Siliconsl entsprechender Viskositdt o.dgl. Die Mehr-
zahl der Verfashren ist dabei auf ein bestimmtes Substrat
oder Mikroevganismenspezies fixiert oder schligt verfah-
renstechnische Losungen vor, die sich darauf beziehen.

Weiterhin ist bekannt, Wachstumsforderer zur Effektivi-
titssteigerung bei der Brzeugung von Biomasse einzuset-
zen., So beschreibt die DE-0S 2 454 048 die Verwendung
von quaterndren Ammoniumverbindungen ebenso wie die SU-
PS 540 578 und SU-PS 712 029 als Wachstumsstimulantien
fiir Hefen. An eine {ibertragung auf den Wachstumsprozel
fiir Bakterien ist bisher nicht gedacht worden., Das er-
kldrt sich daraus, daB sich Bakterien als Prokar&onten
grundlegend von Hefen, die zu den Eukaryonten gehtren,
unterscheiden, Analogieschllisse z.B. hinasichtlich der
Lokalisation bestimmter Stoffwechselwege (Atmungskette,
Fettsdureabbau) zwischen Hefezellen und tierischen Zel-
len sind nzherliegend als solche zwischen Hefe- und
Bakterienzellen. Entsprechendes gilt fiir die physiolo-
gische Funktion von Carnitin im Intermedisrstoffwechsel,
das unter Beteiligung der Carnitinacetyliransferase fiir
die Aufnahme von Pettsiuren in die Mitochondrien von He-
fen und tierischen Zellen von Bedeutung ist. Eine ent-
sprechende Cgrnitinacetyltransferase, die in Bekterien-
kulturen eine Wirkung entfaltet, i1st nicht bekannt.

In der PFachliteratur (I.Silveira-Schrank, A.Drozdowicz,
Ann. Microbiol. (Imstitut Pasteur), 134 4, 411, (1983);
B.L.Zamost, D.0O.McClary, Biotechnol.Lett. 5, 179,

(1983) u.a.) wird iiber die wachetumsstimulierende Wir-



- kung von Pflanzenhormonen suf Bekterien und Pilze berich-
tet, wihrend iiber Hefen keine Auésagen gemacht werden,
weil offensichtlich Aﬁalogieschlﬁsse nicht méglich sind,
Nach vorherrschender Heinung der Pachleute bedlngt die
~unterschiedliche chemische Struktur der Zellbegrenzung
‘zwischen Bakterien und Hefen Differenzen im Aufnahmeme~
chanismus und demit in der Verwertung der qua-ternméren
Ammoniumverbindungen. Es wurde beschrieben (T. Nakahara,
K.Hisatsuka, Y.Minoda, J.Ferment.Technol. 59, 415, (1981)),
daB das jeweils gleiche Tensid bei Hefen und Bakterien un-
terschiedlichen, 2z.T. gegensdtzlichen EinfluB auf das
Wachstum der jeweiligen Species ausiibt.

Winschenswert ist eine Methode zum Ziichten von Bakterlen,
die durch den Zusatz definierter Stoffe dag Wachstum sti-
miliert.

Ziel der Erfindung

- Die I Frfindung hat das Ziel, das Wachstum von Bakterien

im Verlauf des Ziichtungsprozesses zu gteigern, die Aus-
beute zu erhdhen und demit die Okonomle der Herstellung
verwertbarer Biomasse wesentlich zu verbessern.

Darleg ung des Wesens der Erfindung

Die Erfindung hat die Aufgabe, die Kultivierungsdauver der
Bakterien zu vermindern, indem zur Erzeugung von Biomasse
Bakterienstémme eingesetzt werden, die auf den Zusatz von
chemischen Verbindungen mit verstirktem Wachstum reagie-
ren. Eg soll dabei unerheblich gein, ob die Zusitze von
den Bakterien als Kohlenuto f- und/oder Stickstoffquelle
bzw. Elekironen- oder Wag serstoffdonatoren mit verwendet
werden.,

Die Aufgabe wird dadurch gelost, daB Bakteriengtimme in
_einen fliissigen Minimalmedium, flilssigen oder festen
Komplexmedium unter Verwendung von Acetat, Malat, Glu-
cose, Methan, Methanol o.dgl., als Kohlenstoffqueile und
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NH461 0.dgl. als Stickstoffquelle geziichtet werden, wobel
erfindungsgems8 als wachstumsstimulierende Mittel quater-
nire Ammoniumverbindungen, insbesondere Cholin, Acetyl-
cholin, D,L-, L(-)- oder D(+)-Carnitin, dessen Vorliufer
wie z.B. Lysin, Abbauprodukte oder Derivate eingesetzt
werden.,

carnitin ist nicht nur Bestandteil tierischer Zellen bzw.
Organe (Muskel, Leber), sondern kommt auch weltverbreitet
in Mikroorganismen (Neurospora, Streptokokken) vor. Die
Rolle des Carnitins im Stoffwechsel der Fettsiuren euka-
ryontischer Zellen bzw. Zellkompartimente (Mitochondrien)
igt in den letzten beiden Jahrzehnten intemsiv untersucht
worden. Trotz der Beschiéftigung der Fachwelt mit dem Car-
nitin und seiner Rolle im Stoffwechsel von Mikroorganis-
men ist es bisher nicht bekannt geworden, daB Carnitin
selbgt, Derivate davon oder Vorldufer von ihm auf das
Wachstum von Bakterien einen merklichen EinfiuB augiiben.
Be ist sweifellos iiberraschend, daB Carnitin und seine
Derivate auf Bakterienstimme der Gatiung Methylomonas,
speziell Methylomonas alba EG 18 und Methylomonas methe-
nica sowie auf Misdhkulturen anderer Art bei Anwesenheit
ein oder mehrerer Spezies o0.g. Bakterien wachstumestimu-
1ierend wirken. Als Carnitinderivate sind insbesondere
DL-Carnitin selbst, Acetylearnitin, Cholin, Acetylcholin,
Betainhydrat, Lysin, y.-Butyrobetaln, Crotonobetain als
wirkéam erkannt worden, jedoch gind. such Salze des Car-
niting und seiner Vorldufer wie Halogenide oder Nitrate,
Sulfate und Phosphate einsetzbar,

Beispiele fiir verwendbare Carnitinderivate sind welter-
hin solche Verbindungen, die zu Cernitin gespalten wer-
den konnen, wie kurzkettige oder langkettige Acylcarni-
tine wie Propionylearnitin, Butyrylcarnitin, Palmitoyl-
carnitin und Stearoylcarnitin, sowle.Alkylesier, wie

Methyl- und Ethylester des Carnitins. Beisplele fiir De~
rivate von Crotonobetain und Butyrobetain sind die ent-
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sprechenden Alkylester, wie der Methyl~- und Ethylester
sowie Doppelester, wie z,B. Acetylcarnitinmethylester.~

Im erfindungsgemiBfen Sinne kbnnen iiber das eingangs an-
gegebene fliissige Minimalmedium hinaug Néhrmedien mit
beliebigen, durch Bakterien verwertbaren Kohlenstoff-
quellen verwendet werden, Béispiele fiir diese Kohlen- |
stoffquellen sind neben Methan oder methanhaltigen.Gas~
gemischen Alkohole wie Methanol odey Ethanol, C,-Verbin-
dungen wie Formiat, Formaldehyd, methylierte Amine, Di-
methylester, Zucker wie Glucose oder Stérke, Carbonsiy-

ren wie Essigsiure, gasformige Kohlenwasserstoffe wie
Ethan o.dgl,

Das Néhrmedium enthdlt ferner Stickstoffquellen wie Ag-
~ moniumsalze, beispielsweige Ammoniumsulfat oder Ammonj-
umchlorid, Nitrate wie Natriumnitrat oder Harnstoff,

- Perner kann das Nihrmedium anorggnische Salze, wie Ka-
liumsalze, Magnesiumusalze, Salze der Phoaphersaure,
Zinksalze und Mangansalze, wie Kaliumchlorié, Magnegi-
unsulfat, Kaeliumphosphat, Zinksulfat odep Mangansulfat
enthalten. Ferner kénnen dem Ndhrmedium Spurenmengen

an Vitaminen, wie Biotin, Panthothenséure,oder Vitamin
B,» Melassen und Maisquellwasser, die diese Vitamine
enthalten, zugesetzt werden., "

Die Ziichtung kann entweder aguf festen oder fliissigen
Néhrmedien unter Verwendung iiblicher Permenter und bei
den iiblichen Temperaturen durchgefithrt werden, Ziich-
tungetemperaturen von 25 bis 40°C eind besonders gunstig,
Der pH-Wert des Ndhrmediums betrigt bei Verwendung von
Methan /Me thanol vorzugsweise 6 bis 8. Das erfindungs-
gemdf verwendete Carnitin oder dessen Derivqte.bzw°
Vorlédufer werden dem Ndhrmedium in einer Kongentraiion
‘von maximal 50mg/l, berechnet alg Garni.tinchlorid9 ZU=
gesetzt. In hiheren Konzentrétionen.hemmt das Carnitin
oder dessen Derivate dag Wachstum der Bakterien. Die be-
vorzugte Konzentration liegt bei 10/ug bis 5 mg/1

Die Erfindung wird an Beispielen néher erliutert,



Beispiel 1

Es wird auf einen pH-Wert von 6,6 eingestelltes Minimal-
medium verwendet, des aus 0,68 g KH2PO4; 0,87 g_KzHPO4;
1 mg CaCly; 71 mg Mgs0, . T Hy@; 5 mg FeS0, . 7 Hy0;

812 Jue MnSO4 . 4 HZO; 785 /18 CuSO4 o 5 H20; 440 Jug
ZnSO4 o« T H20 und 252 /ue Na2MoO4 . 2 H20 in 1 Liter
bidestilliertem Wasser hergestellt wird. Als einzige
Kohlenstoffquelle diente Methan; N-Quelle ist NaN03

(0,2 g/1). Dieses Grundmedium wird mit D,L-Carnitin in
den nachstehenden, in Tabelle I angegebenen Mengen ver-
setzt,

100 ml dieses Mediums werden in 500 ml fassende Schiittele
- kolben mit Einstichen und Begasungseufsstz gegeben und
mit 12,0 ml einer Kulturfliissigkeit (optische Dichte bei
600 nm etwa 0,6) von Methylomonas albe beimpft, Die Kul-
turflissigkeit wird durch Abschwemmen von 24h alien
Schrigagarrdhrechen mit Minimalmedium gewonnen. Die Ziiche
tung wird bei 30°C unter Schiitteln durchgefiihrt. Die Er
~ gebnisse sind in Tabelle I zusammengefsSt.

| Tabelle I
D,L=Carnitin- Bakterientrockengewicht (mg/l)’nach
Konzentration angegebener Ziichtungsdauer (h)
(/1) 21 42 65
- . 280 490 660
0,01 340 580 790

© 0,05 290 500 700




Beispiel 2

Beispiel 1 wird wiederholt; anstelle von D,L-Carnitin wird
Lysin als Zusatz verwendet. Die Ergebnisse sind in Tabelle
IT zusammengefalt,

Tabelle IT
Lysinkonzen~ Bakterientrockengewicht (mg/1) nach an-
“tration gegebener Ziichtungsdauer (h)
(g/1) 24 48 72 78 95
- 40 55 160 360 670
0,001 60 T0 415 T00 740

0,005 410 730 910 940 1350




Beispiel 3

Beispiel 1 wird wiederholt; anstelle von DI-Carnitin wirg
Acetylearnitin als Zusatgz verwendet, Die Ergebnisse singd
in Tahelle IIT zZusammengefaBt .

‘Tabelle III
Acetylcarnitin- Bakterientrockengewicht (mg/1) nech

Konzentration angegebener Zichtungsdauer ¢h)

(g/1) 24 48 72

- 250 . 480 660

0,01 300 552 725
Beispiel 4

Beispiel 1 wird wiederholt angtelle von DI~Carnitin wird
Glycinbetain als Zusatz verwendet. Die Ergebmisse sind in
Tabelle IV zZusammengefalit .

Tabelle IV
Glycinbetain- Bakterientrock@ngewicht (mg/1) nach
konzentration angegebener duchtungsdauer (h)
(g/1) 24 48 72
- 160 360 670
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Erfindungsanspriiche

1.

7.

Verfahren zur Zichtung von methylotrophen Bakterien
in einem fliissigen Minimalmedium, flissigen oder fe-
sten Komplexmedium unter Verwendung von Acetat, Ma-
lat, Glucose, Methanol, Ethanol, Methan 0.dgl. als
Kohlenstoffquelle und NH4Cl 0.dgl. alg Stickstoff-
quelle,

dadurch gekennzeichnet, daB als wachstumsfordernder
Zusatz quaternidre Ammoniumverbindungen, insbesonde~
re DL-, L(-)- oder D(+)-Carnitin, dessen Vorléufer,
Abbauprodukte und/oder Derivate eingesgsetzt werden.

Verfahren nach Punkt 1, dadurch gekennzeichnet, da8-
der Stamm Methylomonas alba geziichtet wird.

Verfahren nach Punkt 1, dadurch gekennzeichnet, daB
der Stamm Methylomonae methanica geziichtet wird.

Verfahren nach Punkt 1 bis 3, dadurch gekennzeich-
net, daB Mischkulturen geziichtet werden. |

Verfahren nach Punkt 1 bis 4, dadurch gekennzeich~

net, daB Methylomonas alba, Methylomonas methanica

Jeder fir sich oder in Kombination miteinander an-

wesend sind bei der Zichtung beliebiger anderer Ar-
ten von Mischkulturen.,

Verfahren nach Punkt 1, dadurch gekennzeichnet, daB
als Carnitinvorliufer Crotonobetain, Butyrobetain
oder Lysin verwendet werden.

Veifahren nach Punkt 1, dadurch g@kennzelchnet - dafB
als Carnitinderivate Acylearnitin, Alkylearnitin
oder Acyl-alkyl-carnitin verwendet werden.

H



8.

9.

10.

11,

126

13,

14,

15,

16.

40

Verfahren nach Punkt 1 und 7, dadurch gekennzeichnet,
déB man als Acylcarnitine solche mit Fettsdureresten

der Kettenlénge zwischen Cg’und 024 wie z. B. Agetylm
carnitin, Propionylcarnitin, Butyrylcarnitin, Palmi=-

toylcarnitin oder Stearoylcarnitin verwendet.

Verfahren nach Punkt 1 und 7, dadurch gekenmzeichnet,
daB man als Alkylcmrnitin Methyle- oder Athylcarnitin
verwendet,

Verfahren nach Punkt 1 und 6, dadurch gekennzeichnet,
daB man als Crotonobetainderivat eimn Alkylcrotonobe=
tain verwendet.

Verfahren nach Punkt 1, 6 und 10, dadurch gekennzeich=

net, daB man als Alkylcrotonobetain Methyle oder Athyl-
crotonobetain verwendet,

Verfahren nach Punkt 1 und 6, dadurch gekennzeichnet,
daB man als Butyrobetainderivat ein Alkylbutyrobetain
verwendet.

Verfahren nach Punkt 1, 6 und 12, dadurch gekennzeich=-
net, daB man als Alkylbutyrobetain Methyl= oder Athyl=
butyrobetain verwendet.

Verfahren nach Punkt 1, dadurch gekennzeichnet, daB

man Nitrile und Amide der entsprechenden Betaine ein-
gsetzt, ’

Verfahren nach Punkt 1 = 14, dadurch gekennzeichnet, -
dafl unter partiell anaeroben Bedingdngen geziichtet
wird,

Verfahren nach Punkt 1 = 14, dadurch gekennzeichnet,
daB unter mikroaerophilen Bedingungen geziichtet wird.
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