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Verfahren zur Herstellung von y-Linolensédure aus einer Ciliaten-Kultur durch

Zusatz geeigneter Vorldufermolekiile zu dem Kulturmedium.

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur fermentativen Herstellung von omega-6-
Fettsduren (PUFA, polyunsaturated fatty acids), insbesondere y-Linolensdure
(GLA) in Ciliaten. Die Lipide/Fettsduren kénnen in der menschlichen/tierischen

Erndhrung, sowie im Pharmabereich zum Einsatz kommen.

Die Ciliaten, aus denen die Lipide/Fettsduren gewonnen werden, sind
vorzugsweise Tetrahymena spec. und besonders bevorzugt Tetrahymena

thermophila.

In Figur 1 ist ein allgemeines Schema der Biosynthese von PUFAs unter
Beriicksichtigung der beteiligten Enzyme in Eukaryoten (modifiziert nach Gill &
Valivety, Trends Biotechnol. 1997, 15:401-409) dargestellt. Die Umwandlung
von Stearinséure (18:0) zu Olséure (18:1 A9) wird durch eine delta 9-Desaturase
katalysiert. Olsdure wird durch eine delta 12-Desaturase in Linolséure (18:2 A

9,12; kurz LA) umgewandelt, die wiederum durch eine delta 6-Desaturase in y-
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Linolensdure (18:3, A6,9,12; kurz: GLA), bzw. durch eine delta 15-Desaturase in
a-Linolensaure (18:3 A9,12,15; kurz: ALA) umgewandelt wird. Die Verldngerung
der Fettsauren wird durch Elongasen katalysiert, wodurch z. B. aus y-Linolensdure
Dihomo-y-Linolensdure (20:3 A8,11,15; kurz: DGLA) gebildet wird, die
wiederum durch eine delta 5-Desaturase zu Arachidonsdure (20:4 A5,8,11,15;
kurz: ARA) umgewandelt wird, einem direkten Vorldufermolekiile physiologisch
wirksamer Eicosanoide, wie z. B. Prostaglandine, Prostacycline, Thromboxane,
Leukotriene. Bei der Bildung der PUF As, die sich von GLA ableiten (nachfolgend
delta 6-ungesittigte Fettsduren genannt), hat sich gezeigt, daB} die Umwandlung
von LA zu GLA durch die delta 6-Desaturase der limitierende Schritt ist (Huang
YS & Mills DE, y-linolenic acid: Metabolism and its role in nutrition and medicin.

AOCS Press, Champaign, Illinois, 1996).

Da Vertebraten keine Doppelbindungen hinter Position 9 in Fettsduren einfligen
konnen, sind ungesittigte Fettsauren wie LA und ALA essentielle Néhrstoffe, die
von Vertebraten nicht synthetisiert werden konnen, und in der Erndhrung
hauptséchlich aus pflanzlichen Quellen stammen. LA kann von Sdugern durch
eine delta 6-Desaturase in GLA umgewandelt werden - eine ARA-Vorstufe - das
ein essentielles Vorldufermolekiil der meisten Prostaglandine ist. Die Bildung von
Stearidonsiure (18:4 A6,9,12,15) - einem Vorldufermolekiil der EPA - aus ALA
wird ebenfalls mittels delta 6-Desaturase katalysiert. Die delta 6-Desaturase ist

damit der erste essentielle Schritt in der Biosynthese der Eicosanoide.

Es hat sich gezeigt, daB die Aktivitét der delta 6-Desaturase bei Sdugern durch
Faktoren wie z. B. Alkoholkonsum, Stref3, Mangelerndhrung und
Alterungsprozesse beeintrachtigt wird (Huang & Mills, 1996; Horrobin (1990)
Rev. Contemp. Pharmacother. 1: 1-45; Bolton-Smith C et al. (1997) Eur. J. Clin.
Nutr. 51:619-624; Leventhal L J et al. (1993) Ann. Intern. Med. 119:867-873).
Dies fiihrt zu einer Unterversorgung mit GLA und damit letztlich zu einem
Mangel an den GLA abgeleiteten Molekiile wie ARA und der daraus gebildeten
physiologisch wichtigen Eicosanoide, (Brenner RR (1976) Adv. Exp. Med. Biol.
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83:85-101; Nakahara T et al. (1993) 1. Jpn. 0il Chem. Soc. 42:242-253; Chapkin,
RS (1998) Reappraisal of the essential fatty acids. In: Fatty acids in food and their
health implications, 2 ed. (Chow CK, ed) Marcel Dekker, New York, NY). Die
Zufiihrung von GLA kann sowohl einen reduzierten endogenen Spiegel von delta-
6 ungesattigten Fettsduren ausgleichen, als auch einen erhohten Bedarf an diesen
Fettsiuren decken (Horrobin (1990)). Fiir die Biosynthese von aus GLA
abgeleiteten Molekiilen ist deshalb die Aufnahme von GLA durch die Nahrung
vorteilhaft (Fan, YY & Chapkin, RS (1998) J. Nutr. 128:1411-1414).

Der Befund, daB GLA vielfiltige positive Einfliisse auf den menschlichen Korper
ausiibt, wurde inzwischen durch eine Vielzahl wissenschaftlicher Studien
untermauert. So wurde die positive Wirkung der GLA z. B. auf atopische Ekzeme,
Rheumatische Arthritis, Atheriosklerose, diabetische Neuropathie, Migréne,
Schizophrenie und Krebs durch klinische Studien nachgewiesen. In diesen Studien
wurde sowohl eine statistisch als auch eine klinisch signifikante Verbesserung des

Krankheitsbildes erzielt.

Aufgrund dieser positiven Eigenschaften besteht ein breites Anwendungsspektrum

fiir GLA in der Pharma-, Kosmetik-, Tierfutter- und Lebensmittelindustrie

Die meisten PUFA aus Menschen und Tieren stammen entweder direkt aus der
Ernihrung oder entstehen durch die Umsetzung der durch die Erndhrung

zugefiihrten essentiellen Fettsiuren durch Desaturasen und Elongasen.

Nur wenige der kommerziell genutzten Olsaaten produzieren GLA. GLA kommt
nur im Samen verschiedener Pflanzen wie der Nachtkerze (Oenothera biennis, ca.
10% GLA, bezogen auf den Gesamtfettsiuregehalt), Borretsch (Borago
officinalis, ca. 23%) und der Schwarzen Johannisbeere (Ribes nigrum, ca. 18%)
vor. Daneben sind auch verschiedene Mikroorganismen als Quellen fiir GLA
bekannt, wie z. B. die Pilze Mucor und Mortierella (bis zu ca. 25%), die Blaualge

Spirulina (ca. 12-18%) und andere. Als besonders GLA-reiche Quelle wurden
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Ciliaten wie z. B. Tetrahymena (bis zu 47%; Hill, DL (1972) The biochemistry
and physiology of Tetrahymena. Chapter 3, 46-73. Academic press, New York,
London; Erwin, J & Bloch, K (1963) J. Biol. Chem. 238:1618-1 624) beschrieben.

Die fermentative Gewinnung von GLA aus verschiedenen Pilze wie z.B.
Mortierella und Mucor wurde in der Literatur bereits beschrieben (Nakajima et al,
Essent. Fatty Aicosanoids, Invited Pap. Int. Congr., 3rd, 1992, 57-64; Nakahara et
al, Industrial appl. of single cell oils, AOCS Press, (1992), 61-97). Eine
ausreichende Sauerstoffversorgung, die essentiell fiir die GLA-Produktion ist, 1aft
sich aufgrund der bei filamentos wachsenden Pilzen iiblichen hohen Viskositét des
Kulturmediums im industriellen MaBstab nur unter hohem Aufwand
verwirklichen, und dieses Problem harrt noch immer seiner Uberwindung (Hiruta
et al., j. Ferm. Biotech., (1997), 83, 79-86; Chmiel, Biopro_zeBtechnik 2,(1991),
287-302; Crueger & crueger, Biotechnologie - Lehrbuch der angewandten
Mikrobiologie, (1989), 224-266).

Die kommerzielle Gewinnung von GLA aus diesen natiirlichen Quellen ist also
mit schwerwiegenden Nachteileh und Problemstellungen behaftet, die eine
Nutzung in industriellem Mafistab bisher verhindert haben. Sowohl die Qualitit
als auch die Quantitat der aus diesen Organismen gewonnen Ole schwanken, und
die Ole weisen eine sehr heterogene Zusammensetzung auf, was aufwendige und
teure Reinigungsschritte notig macht, um die GLA anzureichern. Der Anbau
GLA-haltiger Pflanzen ist dariiberhinaus nicht sehr wirtschaftlich (Hansen CEet
al. (1991) J. Sci. Food Agric. 54:309-312). Fir die Gewinnung von GLA-haltigem
Ol hat sich gezeigt, daf die Raum/Zeit-Ausbeute bei einigen GLA-produzierenden

Mikroorganismen im Vergleich zu hoheren Pflanzen deutlich besser ist.

Aus diesem Grunde bietet die fermentative Herstellung von GLA durch
Mikroorganismen eine an sich vielversprechende Alternative zu anderen GLA-
Quellen, die aber bisher nicht in zufriedenstellendem MaBe verwirklicht werden

konnte.
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Das Fettsaurespektrum vieler Mikroorganismen ist weniger heterogen als bei
héheren Organismen, was bei der Reinigung Vorteile bietet. Dariiber hinaus ist
die fermentative Herstellung nicht von externen Faktoren wie Wetter,
Nahrungsangebot etc. abhéngig. Ausserdem sind auf diese Weise hergestellte
PUFA weitgehend frei von Kontaminationen, die z.B. auf Umweltverschmutzung
zuriickzufiihren sind. Ein weiterer Vorteil ist die im Gegensatz zu GLA aus z.B.
pflanzlichen Quellen gesicherte Verfiigbarkeit der durch fermentative Prozesse

gewonnenen GLA.

Aufgrund des immensen Interesses, PUFA bzw. GLA industriell zur Verfiigung
zu stellen, gibt es im Stand der Technik eine Fiille von Versuchen, die
fermentative Produktion dieser Fettsduren zu optimieren. Beispiele hierfiir sind zu
finden in Ratledge C (1993) Trends Biochem. 11:278-284; Ratledge C (1989)
Biochem. Soc. Trans. 17:1139-1 141, Gosselin Y et al. (1989) Biotechnol. Lett.
11:423-426 sowie der Internationalen PatentanmeldungWO 86/03518). Fiir eine
fermentative GLA-Produktion durch Mikroorganismen im industriellen MaBstab
ist aber eine Steigerung des GLA-Gehaltes notwendig, da die Fermentation
PUFA-produzierender Mikroorganismen aufwendig und teuer und demzufolge bei
den zur Zeit erreichbaren GLA-Gehalten zur Zeit unwirtschaftlich ist (supra
Ratledge 1993). AuBerdem ist aufgrund des geringen GLA-Gehalts bezogen auf
die Gesamtlipide eine Reinigung vonnéten, die nicht quantitativ durchgefiihrt
werden kann, so daB die Darstellung von hochreiner GLA aus fermentativer
Herstellung zur Zeit unter praktischen Gesichtspunkten in nennenswerten

Ausbeuten nicht moglich ist.

Aufgrund seines natiirlicherweise bereits relativ hohen GLA-Gehalts konnte
besonders Tetrahymena fir eine fermentative Gewinnung von GLA geeignet sein.
Tetrahymena kann im Fermenter kultiviert werden und es konnen hohe
Zelldichten erreicht werden (Kiy, T. & Tiedtke (1992) Appl. Microbiol.
Biotechnol. 37, 576-579; Kiy, T. & Tiedtke, A. (1992) Appl. Microbiol.
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Biotechnol. 38, 141-146).

PUFA (dazu gehdrt GLA) liegen in Tetrahymena iiberwiegend gebunden in den
Phospholipiden (PL) der 7Zellmembranen vor. Die Zellen beinhalten 3,5 bis 4 mal
mehr Phospholipid als Neutrallipid (Speicherlipide) (Lees et al, Biochemistry,
(1966) 5 (5), 1475-1481, Jonah et al., (1971) Biochimica et biophysica acta, 231,
80-92). Die Flache der 7ellmebranen ist jedoch begrenzt und kann in Kultur nur
iiber die Steigerung der Zellzahl erhdht werden. Dadurch wird einer Steigerung
des PUFA-Gehaltes eine natiirliche Grenze gesetzt, da die Zellzahl in Kultur nicht

beliebig gesteigert werden kann.

Die Menge der Neutrallipide (Speicherlipide) pro Zelle kann hingegen gesteigert
und in Form von Lipidtrépfchen akkumuliert werden. Dies ist fiir die gezielte
Fiitterung von Acetat beschrieben worden (Okuyama et al., J. Biol. Chem., (1977)
253 (10), 3588-3594; Borowitz et al., Biochim. et biophys. acta, (1976) 424, 114-
124).

Der Anteil an GLA in den Neutrallipiden (NL) ist allerdings sehr gering (6,7 %
(w/w) im NL zu 25,6 % (w/w) im Gesamtlipid (Jonah et al., Biochimica et
biophysica acta, (1971) 231, 80-92) bzw. 2,1 % (w/w) in den NL zu 29,5 % (w/w)
in den Phospholipiden (PL) und 19 % (w/w) im Gesamtlipid (Erwin et al. J. Biol.
Chem., (1963) 238 (5), 161 8-1624)). Die Zusammensetzung der Fettsduren dndert
sich durch die Zufiitterung mit Acetat nicht (Holz et al., (1973), Biol
Tetrahymena, 99-122).

Fiir Tetrahymena pyriformis wird ein Anstieg der Zellzahl bei der Zufiitterung von
Acetat beschrieben (von 1,2x10° auf 1,6x10° Zellen pro mL bei der Zugabe von
0,1% Acetat zu einem basalen Medium, das keine Glucose beinhaltet. Bei einem
basalen Medium, das Glucose beinhaltet, ist der Anstieg nicht signifikant
(1,85x10° ohne bzw. 1,9x1 0° Zellen pro mL mit Acetat) (Mavrides, (1973), Can. J.
Biochem, 323-331, Medium composition: Dewey et al, (1950) Arch. Biochem.
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Biophys, 29, 281). Die in diesen Veréffentlichungen angegebenen Zellzahlen
liegen allerdings weit unter den Zellzahlen, die mit den erfindungsgemaf
verwendbaren Medien (maximal 2x10° gegeniiber 1x10° -3x10” in dem in der

Erfindung benutzten Medium) erreicht werden konnen.

Der vorliegenden Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde, ein Verféhren zZur
Herstellung von PUFA, bevorzugt GLA, zur Verfiigung zu stellen, mit dem
deutlich erhohte GLA-Ausbeuten in industriellem Malfistab erreicht werden
kénnen. Dieses Verfahren soll technisch unkompliziert, einfach in der

Handhabung, sicher und preiswert sein.

Eine weitere Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es, den GLA-Gehalt im

Neutrallipid zu steigern, um die GLA in einer reineren Form zu erhalten.

Gelsst werden diese sowie weitere, nicht explizit genannte Aufgaben, die jedoch
aus den hierin einleitend diskutierten Zusammenhangen ohne weiteres ableitbar
oder erschlieBbar sind, durch ein Verfahren mit allen Merkmalen des
Patentanspruchs 1. ZweckméfBige Abwandlungen des erfindungsgemafien
Verfahrens werden in den auf Anspruch 1 riickbezogenen Unteranspriichen unter

Schutz gestellt.

Dadurch, daB man Ciliaten unter an sich bekannten Bedingungen im Fermenter
kultiviert und GLA-Vorldufermolekiile dem Kulturmedium zusetzt, kann némlich

in nicht vorhersehbarer Weise eine erhohte Ausbeute an GLA erreicht werden.

Besonders bevorzugt wird dem Kulturmedium neben den GLA-

Vorlidufermolekiilen auch Acetat zugesetzt.

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung handelt es sich

bei dem Ciliaten um Tetrahymena spec.,
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In einer weiteren bevorzugten Ausfithrungsform der vorliegenden Erfindung

handelt es sich bei dem Ciliaten Tetrahymena rostrata (z. B. ATCC 30770)

In noch einer weiteren bevorzugten Ausfithrungsform der vorliegenden Erfindung
handelt es sich bei dem Ciliaten um Tetrahymena pyriformis (z. B. ATCC 30039,
30003, 30202).

In noch einer weiteren bevorzugten Ausfithrungsform der vorliegenden Erfindung
handelt es sich bei dem Ciliaten um Tetrahymena thermophila B1868 VII (z. B.
ATCC 30384)

Bevorzugt ist es, wenn das Acetat erst 20-39 Stunden nach Kulturbeginn
zugegeben wird, besonders bevorzugt, wenn €s erst nach 25-35 Stunden

zugegeben wird.

In einer weiteren bevorzugten Ausfithrungsform der vorliegenden Erfindung wird

das Acetat 2-stufig zuzugeben wird.

Daher ist es eine besonders bevorzugte Ausfithrungsform der vorliegenden
Erfindung, wenn ein erster Fiitterungspuls 20-39 Stunden nach Beginn der
Kultivierung und ein zweiter Fiitterungspuls 40-70 Stunden gegeben wird, wobel
es besonders bevorzugt wird, wenn ein erster Fiitterungspuls nach 25-35 Stunden

und ein zweiter Fiitterungspuls nach 50-60 Stunden gegeben wird.

Eine weitere, besonders bevorzugte Ausfithrungsform der vorliegenden Erfindung
besteht in einem kontinuierlichen Zusetzen des Acetats tiber den gesamten
7Zeitraum der Kultivierung, wobei das Zusetzen 20 Stunden nach Beginn der
Kultivierung, besonders bevorzugt 25 Stunde nach Beginn der Kultivierung
begonnen wird, wobei das Acetat in einer Rate von mindestens 0,05 g/L pro

Stunde zugesetzt wird.
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Bevorzugt handelt es sich bei den GLA-Vorldufermolekiilen um Pélmitinséure
(C16:0), Stearinséure (C18:0), Olséure (C18:1) und/oder Linolsdure (C18:2) bzw.
um Triglyceride, Diglyceride, Monoglyceride, Phospholipide, Ester oder Salze der

entsprechenden Vorldufermolekiile.

In einer bevorzugten Ausfithrungsform der vorliegenden Erfindung werden die
GLA-Vorliufermolekiile in Form von natiirlichen Olen wie Sonnenblumens! der

Kultur zugesetzt.

In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung

werden die GLA-Vorldufermolekiile in Form von Distelél der Kultur zugesetzt.

In noch einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung

werden die GLA-Vorldufermolekiile in Form von Olivendl der Kultur zugesetzt.

Das Acetat wird bevorzugt in Form der Essigsaure oder als Salz der Essigsdure

zugesetzt, beispielsweise als Natriumacetat.

In den Untersuchungen der vorstehend genannten Erfinder, die zu vorliegender
Erfindung gefiihrt haben, wurde iberraschenderweise gefunden, daB eine Zugabe
von Acetat vor der Animpfung und auch wéhrend der Kultur zu einem
schlechteren Wachstum fiihrt (Beispiel 3). Sowohl das Fettsaurespektrum als auch
der GLA-Gehalt der Biomasse dnderte sich nicht wesentlich, so dal3 es insgesamt

zu einer Verschlechterung der GLA-Ausbeute kommt.

In verschiedenen, daraufhin durchgefiihrten Fiitterungs-Experimenten, bei denen
Tetrahymena entweder nur Fettsdurevorldufer, nur Triacylglyceriden der
Vorlaufermolekiile, nur Acetat oder eine Kombination aus Triacylglyceriden der
Vorldufermolekiile und Acetat gefiittert wurde, wurde iiberraschenderweise

gefunden, daf} eine kombinierte Fiitterung von Tetrahymena spec. mit den
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genannten Vorldufermolekiilen und mit Acetat eine besonders wiinschenswerte
Steigerung sowohl des Neutrallipid-Gehalts als auch des GLA-Gehaltes in den
Neutrallipiden hervorbringt, was zu einer Erhthung des GLA-Gehaltes in der
BTM um 250% von 2,0 % (w/w) auf 5,0 % (w/w) fiihrt. Besonders iiberraschend
war es, da} eine zeitversetzte Zugabe von Acetat, etwa 20-40 Stunden nach
Beginn der Kultivierung besonders hohe Ausbeuten an GLA hervorbringt. Zum
Vergleich wurden Standardkultivierungen ohne Zugaben von Fettsdurevorlaufer

und Acetat durchgefiihrt.

Erfindungsgemaf werden also Ciliaten unter Bedingungen kultiviert, unter denen

sie einen hohen PUFA-Gehalt, bevorzugt einen hohen GLA-Gehalt aufweisen.

Unter hohem PUFA-Gehalt bzw. GLA-Gehalt wird dabei fiir die Zwecke der
vorliegenden Erfindung verstanden, daf die entsprechenden Fettséuren in Form
der freien Fettsduren, als Phospholipid, als Neutrallipid oder auch in anderen
Formen, in denen Fettsduren unter biologischen Normalbedingungen vorliegen

konnen, in der Zelle und/oder der Kulturbriihe vorliegen.

Die Methoden, mit denen das y-Linolenséurehaltige Lipid bzw. die y-Linolenséure
dann aus der Kultur bzw. der Kulturbriihe isoliert werden kénnen, sind dem

Fachmann dabei gelaufig.

Ein Verfahren kann es dabei sein, zur Isolierung des y-Linolensiurehaltigen

Lipids aus den Ciliaten folgende Stufen durchzufithren:

(1) Herunterkiihlung der Fermentationsbriihe auf 0-10°C,
anschlieBende Zentrifugation oder Filtration der abgekiihlten

Kulturbriihe,
(ii)  Trocknung der erhaltenen Biomasse,

(iii)  Extraktion der enthaltenen Lipide, indem man
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(a) die aus (ii) erhaltenen Biotrockenmasse (BTM) einer
Extraktion mit einen polaren Losungsmittel, bevorzugt
Ethanol, unterzieht, wodurch das Gesamtlipid extrahiert

werden kann.

(b) anstelle dessen mit einem unpolaren Losungsmittel,
bevorzugt n-Hexan, das Neutrallipid aus der BTM

extrahiert, und/oder

(©) das aus (a) gewonnene Gesamtlipid mit einem unpolaren
Losungsmittel zur Trennung der Neutrallipide und polaren

Lipiden, z.B. der Phospholipide, behandelt

erfahren zur Isolierung der freien y-Linolenséure oder deren Ester

aus den Ciliaten konnte es sein, folgende Stufen durchzufiihren:

(1)

(if)

Verseifung oder Veresterung der aus den Stufen (ii) oder (iii) des
obigen Verfahrens erhaltenen Produkte zur Herstellung der freien

Fettsauren oder Ester

Anreicherung der GLA durch Fillungsmethoden (z.B.
Harnstofffallung) und/oder chromatographische Methoden

Ein weiteres Verfahren zur Isolierung der freien y-Linolensdure direkt aus der

Fermentationsbrithe konnte folgende Stufen umfassen:

)

(i)

(iii)

Herunterkiihlung der Fermentationsbrithe auf 0-10°C,
anschlieBende Zentrifugation oder Filtration (mit anschliessender

Verdiinnung um eine FlieBfahigkeit zu gewéhrleisten)

Hydrolyse der freigesetzten Lipide diirch Tetrahymena-eigene

Lipasen oder durch Zusetzen von anderen Lipasen

Anreicherung der GLA durch Fallungsmethoden (z.B.
Harnstofffillung) und/oder chromatographische Methoden
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Weiterhin ist es fiir den Fachmann naheliegend, aus den z.B. wie oben gezeigt
erhaltenen Lipiden, Fettsduren oder Fettsdureestern Strukturlipide (z.B.

Triglyceride, Phospholipide) zu synthetisieren.

Es ist klar, da} dem Fachmann eine Vielzahl &hnlicher Reinigungsmethoden zur
Verfiigung stehen, die in einem oder mehreren dieser Stufen abgewandelt werden
konnen, ohne daB der Umfang der vorliegenden Erfindung verlassen wird. Selbst
ein vollig anderes Reinigungsschema wiirde hieran nichts éndern, da aus dem
Stand der Technik viele unterschiedliche Reinigungsschemata herleitbar sind, und
eine solche selektive Aufreinigung dem Standardkdnnen des Fachmanns

entspricht.

Die nachfolgend erlduterten Figuren tragen zum besseren Verstindnis der

vorliegenden Erfindung bei.

Figur 1 zeigt ein allgemeines Schema der Biosynthese von PUFA in
Eukaryoten
Figur 2 zeigt die erreichte Biotrockenmasse in g/L unter Verwendung von

MM-Var (Standardmedium), MM-Var + Distel6l bzw. MM-Var +
Olivendl (je zwei Parallelversuche)

Figur 3 zeigt die erreichten Gewichtsprozent GLA bezogen auf die
Biotrockenmasse in % unter Verwendung von MM-Var
(Standardmedium), MM-Var + Disteldl bzw. MM-Var + Olivenol
(je zwei Parallelversuche)

Figur 4 zeigt die erreichte GLA-Ausbeute in mg/L unter Verwendung von
MM-Var (Standardmedium), MM-Var + Disteldl bzw. MM-Var +

Olivendl (je zwel Parallelversuche)
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Figur 5

Figur 6

Figur 7

Figur 8

Figur 9

Figur 10

Figur 11

Figur 12

Figur 13

Figur 14

Figur 15

Figur 16

5 PCT/EP02/01302

zeigt die erreichte GLA-Ausbeute in Area[%] in g/L unter
Verwendung von MM-Var (Standardmedium), MM-Var + Disteldl
bzw. MM-Var + Olivendl (je zwei Parallelversuche). Die Area[%]
zeigen den Anteil der GLA an dem Gesamtlipidgehalt.

zeigt den Verlauf der Zellzahl bei Zugabe von NaAc ins MM-VAR
Grundmedium

zeigt den Verlauf der BTM bei Zugabe von NaAc ins MM-Var
Grundmedium

zeigt den GLA-Gehalt der BTM bei Zugabe von NaAc ins MM-Var
Grundmedium

zeigt die GLA-Konzentration der Kultur bei Zugabe von NaAc ins
MM-Var Grundmedium

zeigt den Verlauf der Zellzahl bei Feeding von NaAc wihrend der
Kultivierung (t = 25 h, 54 h); die Pfeile kennzeichnen den
Zeitpunkt der Zugabe

zeigt den Verlauf der BTM bei Feeding von NaAc wahrend der
Kultivierung (t=25 h, 54 h); die Pfeile kennzeichnen den Zeitpunkt
der Zugabe

zeigt den GLA-Gehalt bei Feeding von NaAc wiéhrend der
Kultivierung (t=25h, 54 h)

zeigt die GLA-Konzentration der kulturbei Feeding von NaAc
wihrend der Kultivierung (t=25 h, 54 h)

zeigt den Einfluf von 0,5 g/L NaAc und 0,1 % Distel6l auf die
Zellzahl von T. thermophila B1868VII.

zeigt den EinfluB von 0,5 g/L NaAc und 0,1 % Disteldl auf die
BTM von T. thermophila B1868VIL.

zeigt den Verlauf des GLA-Gehaltes von T. thermophila B1868VI1I
bei Wachstum auf 0,5 g/L NaAc und 0,1 % Disteldl
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Figur 17 zeigt den EinfluB von 0,5 g/L NaAc und 0,1 % Disteld] auf die
GLA-Ausbeute wihrend einer Kultivierung von T. thermophila
B1868VII

Figur 18 zeigt den Verlauf der GLA-Area in der BTM von von
T. thermophila B1868VII bei Wachstum auf 0,5 g/L. NaAc und 0,1
% Distelol

Dem Fachmann ist angesichts der vorstehenden Ausfithrungen klar, das mit einer
Vielzahl weiterer Tetrahymena spec., wie z.B. T. silvana (z. B. ATCC 50084), T.
malaccensis (z. B. ATCC 50065), T. asiatica (z. B. ATCC 50068), T. borealis (z.
B. ATCC 30203), T. canadensis (z. B. ATCC 50098), T. australis (z. B. ATCC
30349), T. vorax (z. B. ATCC 30421), T. furgasoni (z. B. ATCC 9357), T. setosa
(z. B. ATCC 30782) undT. tropicalis (z. B. ATCC 30275) dhnlich gute GLA-
Ausbeuten unter Anwendung des erfindungsgeméfen Verfahrens erreicht werden

konnen.

Die im folgenden aufgefiihrten Beispiele erldutern die Erfindung n#her. Die
Beispiele sollen jedoch nicht einschrdnkend verstanden werden. Wenn nicht
anders angegeben wurde, wurden fiir die einzelne Versuche Tetrahymena

thermophila B1868VII (z. B. ATCC 30384) verwendet.
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BEISPIEL 1

Standardkultivierung

20 mL MM-Var (siehe Tabelle 1) Medium wurden in 100 mL Erlenmeyerkolben
bzw. 100 mL MM-Var Medium in 500 mL Erlenmeyerkolben mit Schikanen
gefiillt, mit einem Zellstoff/Baumwoll-Stopfen verschlossen und fiir 20 min. bei

121°C sterilisiert.

Gegebenfalls wurden vor dem Sterilisieren weitere Zusitze in das Medium

gegeben.

Tabelle 1 Zusammensetzung MM-Var Medium

Substrat Konzentration
Magermilchextrakt 2%

Glucose 1 %
Hefeextrakt 0,5%
Na-Fe-EDTA 0,003
Bestandteile werden in

Leitungswasser gelost

Vorkulturen

Fiir die Vorkulturen wurden 100 mL-Kolben mit 20 mL Medium mit MM-var
Medium (siche Tabelle 1) einer Zelldichte von ca. 5x10% - 1x10° Zellen pro mL
angeimpft und iiber 2 Tage bei 25°C, 60 rpm kultiviert. Die Zellzahl erreichte

einen Wert zwischen 1x10° und 3x10° Zellen pro mL.
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Hauptkulturen in Schiittelkolben

Die Schiittelkolbenversuche wiirden in 500 mL Erlenmeyer mit 100 mL Medium
durchgefiihrt. Die Versuchskolben wurden mit einer Zelldichte von ca. 5x1 0*-

1x10° Zellen pro mL angeimpft und tiber 2 Tage bei 25°C, 100 rpm kultiviert.

Fermentationen im 1-L bzw. 5-L Mafistab

Die Fermentationen wurden in 1-L Fermenter (700 mL Arbeitsvolumen), 5-L
Fermenter (3 L Arbeitsvolumen) bzw. 13-L Fermenter (10 L Arbeitsvolumen)
durchgefiihrt. Standardméfig waren die Fermenter mit einer pH-Elektrode, einer
pO,-Elektrode, einen Beliiftungsring, einer Rithrwelle mit Scheibenblattriihrer,
Zuleitung fiir Saure/Lauge, Zuleitung fiir Feeding, Animpfarmatur und eine

Probenahme versehen.

Die Fermenter wurden mit dem Arbeitsvolumen an Medium gefiillt und in einem

Sterilisator fiir eine halbe Stunde bei 123°C sterilisiert.

Die Fermentionsbedingungen waren wie in Tabelle 2 angegeben.

Tabelle 2 Prozeffparameter

Parameter Wert

Beliiftungsrate lvvm

pH 7 , reguliert mit Sdure (z.B. Phosphorsiure) und Base
(z.B. NaOH)

Rihrerspitzengeschwindig | Linearer Anstieg von 0,3 m/s auf 1,2 m/s in den

keit ersten 24 Stunden

Temperatur 28°C

Animpfdichte 5x10"- 1x10° Zellen pro mL
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Angeimpft wurden die Fermentationen mit einer Hauptkultur aus einer

Schiittelkultur (siehe oben).
Bestimmung der Biomasse

Fiir die Bestimmung der Biotrockenmasse wurden 5 mL Zellkultur fiir 10 min bei
3400 g und 4°C zentrifugiert, der Uberstand dekantiert und das Zellpellet bei
-80°C eingefroren. Die gefrorene Biomasse wurde lyophilisiert und das Gewicht

der Biotrockenmasse bestimmt.
Bestimmung der Zellzahl

Die Zelldichte wurde mit dem CASY 1 Cell Counter + Analyser System, Model
TTC, Schirfe System ermittelt.

Fiir eine Messung wurden die Zellen in einer schwachen CASY-Elektrolytlosung
verdiinnt (1:500) und durch eine Kapillare mit 150 pm Durchmesser gefordert.

Die Zellzihlung erfolgte in einem Bereich von 15-50 pm PartikelgroBe.
Bestimmung des Neutrallipidgehaltes in der Biotrockenmasse

Die unpolaren Lipidbestandteile (N eutrallipide) wurden mit n-Hexan aus der
Biotrockenmasse extrahiert. Fiir einen Ansatz wurden ca. 500 mg
Biotrockenmasse in 5 mL n-Hexan fiir 1 h bei 60°C geriihrt, anschliefiend 2 min
bei 2700 g zentrifugiert und der Uberstand durch Filtration von Schwebstoffen
gereinigt. Fiir die Filtration wurde eine mit Watte gefiillte Pasteur-Pipette
verwendet, mit einer Fiillhéhe von ca. 1 cm. Der Zellriickstand aus der ersten
Extraktion wurde ein weiteres mal mit 5 mL Losungsmittel extrahiert, die
Biomasse abzentrifugiert und der Uberstand filtriert. Die gereinigten, organischen

Phasen der beiden Extraktionen wurden vereint, das Losungsmittel am
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Rotationverdampfer vollstandig verdampft und die Menge des extrahierten Lipids

durch Wégung bestimmt.
Qualitative und quantitative Analyse extrahierter Lipide

Eine qualitative und quantitative Analyse extrahierter Lipide erfolgte mit Hilfe des
IatroscanTM new MK-5-Analysers. Als Chromatographiematerial dienten
Trennstibe (Chromarods) mit thermoresistenten Silicagel als Oberflachenmaterial.
Die Stibe wﬁrden in einem Exikator gelagert und vor jedem Trennvorgang zur
Entfernung stérender Substanzen abgebrannt. Als Mef3bedingungen des FID

wurden gewihlt: Scanrate 30 s/scan, O,-Strom 2L/min und H,-Strom 160 mL/min.

Das zu analysierende Lipid wurde in einer Konzentration von ca. 10 g/L in
Chloroform/ Methanol (2:1) geldst und davon 1 pL auf einen Trennstab
aufgetragen. Die Trennung erfolgte iiber einen Zeitraum von 30 min in einem

Laufmittel, dessen Zusammensetzung in Tabelle 3 angegeben ist.

Tabelle 3 Laufmittel fiir die Iatroscan-Analyse von Lipiden
Laufmittel Zusammensetzung Verhiltnis (v/v)

zur Trennung von | n-Hexan, Chloroform, 800:160:10:1:10
Neutrallipiden Isopropanol, Formiat, Acetat

Nach dem Lauf wurden die Stdbe 5 min bei 80°C getrocknet und im Iatroscan
analysiert. Die Zuordnung und Quantifizierung der Lipide erfolgte durch einen
Vergleich mit authentischen Standards. Als Standardldsung wurde ein Gemisch
aus 4,65 g/L Tripalmitinséure, 5,17 g/L Dipalmitinséure und 5,64 g/L
Palmitinsdure geldst in Methanol/Chloroform (2:1) verwendet. Zur Erstellung von

Kalibriergeraden wurde die Losung in Mengen von 0,5-2,0 uL auf die Trennstébe
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aufgetragen, in Losungsmittel entwickelt und am DC-FID analysiert (Tabelle 4).

Tabelle 4 Quantifizierung von Fettsiuren anhand der Ergebnisse einer
GC-Analyse
Angabe Definition Abkiirzung Einheit
Area % rel. Anteil einer FS an den FS/GFS Area %
Gesamtfettsduren
Massenprozent abs. Anteil einer FSam NL |FS/NL, %,
(w/w) oder an der BTM (berechnet |FS/BTM
iiber ISTD)

Bestimmung des GLA-Gehaltes mittels Gaschromatographie (GC)

Die Bestimmung des Fettsdurespektrums erfolgte mittels Gaschromatographen
(HP GC 6890) mit Flammenionisationsdetektor (Hewlett-Packard Company,
Wilmington, USA). Als Séule diente eine FFAP (Free Fatty Acid Phase)
Permbond (Macherey & Nagel GmbH, Diiren). Die Identifizierung der Fettsauren
erfolgte durch den Vergleich mit Retentionszeiten von Fettsauremethylester-
Standards. Auf der Basis der bekannten Konzentration des Standards konnte die

Konzentration der Fettsduren in den Proben bestimmt werden.

30-70 mg der lyophillisierten Biotrockenmasse (siehe Bestimmung der Biomasse)
wurden eingewogen und mit 1 mL 20%iger methanolischer HCl und 1 mL
methanolischer Standard-Lésung (1 mg/mL) versetzt. Zur Freisetzung der
Fettsiuren und deren Umesterung in Fettsduremethylester wurden die Proben im
geschlossenen Reagenzglas zwei Stunden bei 60°C im Wasserbad geriihrt und auf
Raumtemperatur abgekiihlt. Zum Neutralisieren der Probe wurde anschlieffend 1
mL wissrige, gesattigte Natriumhydrogencarbonat-Losung zugegeben und
vorsichtig gemischt. Durch Zugabe von n-Hexan wurden die Fettsduremethylester

extrahiert. AnschlieBende wurde der Ansatz kriftig durchmischt und durch
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Zentrifugation fiir 2 min. bei 4300 rpm eine Phasentrennung erreicht. Etwa 2/3 der
oberen, organischen Phase wurden entnommen und 1 pl der Probe wurde auf die

GC-Siule gespritz und analysiert (s. auch Tabelle 5).

Tabelle 5 MeBbedingungen des HP 6890 Gaschromatographen

Trigergas: Helium 1,0 mL/ min

Make up: Helium 20 mL/ min

Injektortemperatur: 255°C

Splitbetrieb 10:1

Injektionsvolumen 1ulL

Detektortemperatur: 255°C

FID-Brenngase Wasserstoff (30 mL/min),
Sauerstoff (300 mL/min)

Temperaturprofil 160°C, 12 min — 10°C/min
bis 230°C - 230°C, 5 min

BEISPIEL 2
Effekt von Distelol (Linolsdurequelle) auf die GLA-Produktion

Zu zwei 500 mL Kolben (100 mL MM-Var Medium wurde 1 mL/L Distel6] vor
der Sterilisation zugesetzt. Als Referenz dienten zwei 500 mL Kolben (100 mL
MM-Var Medium. Das Disteldl hatte die in Tabelle 6 angegebene

Zusammensetzung. Die Fettsduren lagen in Form der Triglyceride vor.

Die Ergebnisse sind in Figur 2 bis Figur 4 dargestellt. Durch die Zugabe konnte
eine Biomassesteigerung von ca. 8,3 g/L auf ca. 9,5 g/L erreicht werden (Figur 2).
Der GLA-Gehalt in der Biomasse wurde nur geringfligig erhoht (Figur 3), aber
durch die hohere Biomassekonzentration konnte die volumetrische GLA-
Konzentration um 28% (von 180 mg/L auf 230 mg/L) gesteigert werden. Durch
die Zugabe des Disteldls wurde der GLA-Anteil in den Gesamtfettsduren von 33%
auf 22% erniedrigt (Figur 5).
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Tabelle 6 Typische Fettsiuregehiilter verschiedener Naturgrundstoffe

Naturstoff Stearinsdure |Olsidure |Linolsiure |y-Linolensiure
Distelsl/Saflorol  |2,5% 12,5% 78.2%

Nachtkerzenol 2% 8.8% 73,8% 8,3

Olivenol 2.5% 75,5% 8.4%

Sonnen-blumend! |4% 25% 65%

BEISPIEL 3

Effekt von Olivendl (Olsdurequelle) auf die GLA-Produktion

7Zu zwei 500 mL Kolben (100 mL MM-Var Medium wurde 1 mL/L Olivens! vor

der Sterilisation zugesetzt. Als Referenz dienten zwei 500 mL Kolben (100

mLMM-Var Medium. Das Olivené! hatte die in Tabelle 6 (oben) angegebene

Zusammensetzung. Die Fettsduren lagen in Form der Triglyceride vor.

Die Ergebnisse sind in Figur 2 bis Figur 4 dargestellt. Durch die Zugabe konnte

eine Biomassesteigerung von ca. 8,3 g/L auf ca. 9,1 g/L erreicht werden (Figur 2).

Der GLA-Gehalt in der Biomasse wurde signifikant erhéht (von 2,1% auf 3%)

(Figur 3), und in Zusammenhang mit der hoheren Biomassekonzentration konnte

die volumetrische GLA-Konzentration um 53% (von 180 mg/L auf 275 mg/L)

gesteigert werden. Durch die Zugabe des Olivendls wurde der GLA-Anteil in den

Gesamtfettsduren von 33% auf 24% erniedrigt (Figur 5).

BEISPIEL 4

Effekt von Acetat auf die GLA-Produktion (Acetat im Grundmedium)

Die Fermentationen wurden in 1-L Fermenter mit 700 mL MM-Var Medium

durchgefiihrt. Eine Fermentation diente als Referenz, zu den anderen beiden
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wurden 0,5 bzw. 1,0 g/L Natriumacetat (NaAc) dem Kulturmedium vor dem

Sterilisieren zugegeben.

Natriumacetat wirkte sich bei den Kultivierungen negativ auf das Zellwachstum
von Tetrahymena thermophila B1868VII aus (Figuren 6 und 7). Sowohl! die
Zelldichte als auch die Biotrockenmasse (BTM) der Experimente lagen unterhalb
der Ergebnisse der Referenz-Fermentation. Dabei bestand ein direkter
Zusammenhang zwischen eingesetzter Menge an Natriumacetat und der
inhibierenden Wirkung auf das Zellwachstum. Der GLA-Gehalt der

Biotrockenmasse wurde durch die Zugabe von NaAc nicht verdndert (Figur 8).

Auch die Synthese von Neutrallipiden wurde durch die Zugabe von Natriumacetat

nur gering verédndert (s. Tabelle 7).

Tabelle 1 Lipid-Gehalt bei Zugabe von NaAc in das Grundmedium

Fermentation |NL/BTM [% (w/w)] | GLA/NL {% (w/w)] | GLA/NL [Area %]
46 h 70 h 46 h 70 h 46 h 70 h

Standard ohne |8 11 8 10 17 26

NaAc

MM-VAR mit |8 17 10 12 18 22

0,5 g/L NaAc

MM-VAR mit |11 17 8 14 16 26

1,0 g/L NaAc

Nach einer Kultivierungszeit von 46 h war noch kein signifikanter Unterschied zur
Standard-Fermentation zu erkennen. Erst nach 70 h wurde ein Anstieg beobachtet:
Die Zugabe von NaAc ins MM-Var Grundmedium fiihrte zu einer Steigerung des

NL-Gehalts von 11% auf 17 % (w/w). Der GLA-Gehalt im Neutrallipid zeigte nur

geringe Unterschiede zur Standardfermentation.

PCT/EP02/01302
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Die volumetrische GLA-Produktbildung verschlechterte sich iiberraschenderweise

durch die Zugabe von NaAc (Figur 9).

BEISPIEL 5
Effekt von Acetat auf die GLA-Produktion (Acetat nach 24 Stunden Kultur

zugegeben)

Die Fermentationen wurden im 1-L Fermenter mit 700 mL MM-Var Medium
durchgefiihrt. Eine Fermentation diente als Referenz, zu den anderen wurden 0.2,
0.5 bzw. 1.0 g/L Natriumacetat (NaAc) in Form einer sterilisierten (20 min,
121°C), 10%-igen Losung zu der 29. Fermentationsstunde zugegeben. Bei den
Fermentionen, zu denen zur 29. Stunde 0.2 und 0.5 g/L. NaAc zugefiittert wurden,

wurde dieselbe Menge zu der 54. Fermentationsstunde erneut zugegeben.

Natriumacetat wirkte sich bei den Kultivierungen negativ auf das Zellwachstum
von Tetrahymena thermophila B1868VII aus (Figuren 10 und 11). Sowohl die
Zelldichte als auch die BTM der Experimente lagen unterhalb der Ergebnisse der
Referenz-Fermentation. Dabei bestand ein direkter Zusammenhang zwischen
eingesetzter Menge an Natriumacetat und der inhibierenden Wirkung auf das
Zellwachstum. Bei Feeding von NaAc wihrend der Kultivierung ist als direkte
Reaktion ein vermindertes Wachstum bzw. ein Absinken der Zelldichte
festzustellen. Der GLA-Gehalt der Biotrockenmasse wurde durch die Zugabe von

NaAc nicht verindert (Figur 12).

Auch die Synthese von Neutrallipiden wurde durch die Zugabe von Natriumacetat

nur gering verdndert (s. Tabelle 8).
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Tabelle 2 Lipid-Gehalt bei Feeding von NaAc

Fermentation | NL/BTM [% (w/w)] | GLA/NL [% (w/w)] | GLA/NL [Area %]
46 h 70 h 46 h 70 h 46 h 70 h

Standard 8 11 8 10 17 26

ohne NaAc

Feed 0,02 g/L |8 12 8 14 15 26

NaAc

Feed 0,4 g/L |9 13 7 11 15 20

NaAc

Nach einer Kultivierungszeit von 46 h auf Acetat-Medium war kein Unterschied
zur Standard-Fermentation zu erkennen. Auch nach 70 h wurde kein signifikanter
Anstieg beobachtet.

Die volumetrische GLA-Produktbildung verschlechterte sich durch die Zugabe
von Acetat (Figur 13).

BEISPIEL 6

Feeding von Natriumacetat und Disteldl

Die Fermentationen wurden in 1-L Fermenter mit 700 mL MM-Var Medium
durchgefiihrt. Eine Fermentation diente als Referenz, zu einer wurden 0.5 g/L
NaAc und 1 mL/L Distelsl vor dem Sterilisieren zugesetzt und zu einem wurden
0.5 g/L NaAc und 1 mL/L Distelé! gegen Ende der exponentiellen Phase (zur 28.
Stunde) zugesetzt.

In Figur 14 und Figur 15 ist der Verlauf der Zellzahl und Biotrockenmasse
dargestellt. Es ist zu erkennen, daf} die Zugabe von NaAc und Disteldl ins
Kulturmedium zu einem verminderten Wachstum von Tetrahymena fiihrte. Bei
Substratzugabe zu Fermentationsbeginn wurde im Vergleich zur Referenz-
Fermentation eine verzogerte exponentielle Wachstumsphase beobachtet; die

erreichte BTM war annihernd gleich. Eine Zugabe nach 28 h fiihrte zu einer
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Abnahme der BTM infolge der Fiitterung.

In Figur 16 ist der GLA-Gehalt pro Biomasse im Verlauf der Fermentation
aufgetragen. Die Kultivierung auf Distelo] und Natriumacetat bewirkte eine starke
Erhohung des GLA-Gehalts auf 5,2 % (w/w). Die Standard-Fermentation zeigte
deutlich geringe Werte von 2-3 % (w/w). Der erhdhte GLA-Gehalt driickte sich
trotz einer verminderten BTM in einer hohen GLA-Konzentration von 342 mg/L

(71 h; Figur 17) mit einer Reinheit der GLA von 30 Area% (Figur 18) aus.

BEISPIEL 7

Kombinierte Zufiitterung Oliventl und Acetat

Ahnlich gute Ergebnisse konnten auch durch Verwendung von Olivendl erzielt

werden.
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PATENTANSPRUCHE

1. Verfahren zur fermentativen Herstellung von omega-6-Fettsiuren,
insbesondere y-Linolensdure, dadurch gekennzeichnet, dal man Ciliaten in
einem Kulturmedium kultiviert, dem y-Linolenséure-Vorliufermolekiile
zugesetzt werden, und wobei die y-Linolensiure nach Beendigung der Kultur

aus den Ciliaten isoliert wird.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB man dem

Kulturmedium y-Linolens&ure-Vorldufermolekiile und Acetat zusetzt.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB Tetrahymena

spec., eingesetzt wird.

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB Terrahymena

thermophila eingesetzt wird

5. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daf Tetrahymena

pyriformis eingesetzt wird

6. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daf Tetrahymena

rostrata eingesetzt wird

7. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet,
daf} das Acetat 20-40 Stunden, besonders bevorzugt 25-35 Stunden nach

Beginn der Kultur zugesetzt wird.

8. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet,
daB das Acetat in zwei Stufen zugesetzt wird, wobei ein erster Zusatz 20-39

Stunden und ein zweiter Zusatz 40-70 Stunden nach Beginn der Kultur erfolgt.

9. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet

daf das Acetat in zwei Stufen zugesetzt wird, wobei ein erster Zusatz 25-35
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Stunden und ein zweiter Zusatz 50-60 Stunden nach Beginn der Kultur erfolgt.

10.Verfahren nach einem der vorstehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet
daf} Acetat ab der 20. Stunde nach Beginn der Kultivierung, besonders
bevorzugt ab der 25. Stunde nach Beginn der Kultivierung kontinuierlich mit

einer Rate von 0,05 g/L pro Stunde zugesetzt wird.

11.Verfahren nach einem der vorstehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet,
daf die y-Linolensdure-Vorldufermolekiile in Form von Palmitinsiure (Cl16:0),
Stearinsdure (C18:0), Olsdure (C18:1) und/oder Linolsdure (C1 8:2) bzw. in
Form von Triglyceriden, Diglyceriden, Monoglyceriden, Phospholipiden,
Estern oder Salzen der entsprechenden Fettsiurevorldufer, ganz besonders

bevorzugt in Form von natiirlichen Olen wie Distelsl, Olivens! oder

Sonnenblumendél der Kultur zugesetzt werden.

12.Verfahren nach einem der vorstehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet,
dafl das Acetat in Form von Essigsire oder als Salz der Essigsiure der Kultur

zugesetzt wird.

13.Verfahren nach einem der vorstehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet,
daf} das Pflanzendl in einer Endkonzentration von 0,ImL/L bis 10mL/L dem

Medium zugesetzt wird.

14.Verfahren nach einem der vorstehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet,
daf} das Acetat als Natriumacetat in einer Konzentration von 0,1 g/L bis 1g/L

zugesetzt wird.

15.Verfahren nach einem der vorstehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet,
daf} der GLA-Gehalt pro Biotrockenmasse aus der Kultur mindestens 4%

(w/w), besonders bevorzugt mindestens 5% (w/w) betrigt.

16.Verfahren nach einem der vorstehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet,
daf} die y-Linolensadure-Konzentration in der Kultur mindestens 300mg/L

betragt.

17.Verfahren nach einem der vorstehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet,
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daB die Reinheit der y-Linolensdure bezogen auf den Gesamtlipidgehalt der

Kultur mindestens 30 Area% betrégt.

18.y-Linolenséure, erhaltlich nach einem der Verfahren gemif einem der

vorstehenden Anspriiche.
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Figur 1 Allgemeines Schema der Biosynthese von PUFA in Eukaryoten
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Figur 2 Erreichte Biotrockenmasse in g/L unter Verwendung von MM-Var

(Standardmedium), MM-Var + Distel6l bzw. MM-Var + Olivens] (je zwei

Parallelversuche)
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Figur 3 erreichten Gewichtsprozent GLA bezogen auf die Biotrockenmasse
in % unter Verwendung von MM-Var (Standardmedium), MM-Var + Distels]

bzw. MM-Var + Olivendl (je zwei Parallelversuche)
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Figur 10 Verlauf der Zellzahl bei Feeding von NaAc wahrend der
Kultivierung (t = 25 h, 54 h); die Pfeile kennzeichnen den Zeitpunkt der Zugabe
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Figur 13 GLA-Konzentration der kulturbei Feeding von NaAc wihrend der
Kultivierung (t = 25 h, 54 h)
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Figur 14 EinfluBl von 0,5 g/L NaAc und 0,1 % Distels! auf die Zellzahl von
T. thermophila B1868VIL.
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Figur 15 EinfluB} von 0,5 g/L NaAc und 0,1 % Disteldl auf die BTM von
T. thermophila B1868VII.

6
/ -

- 4
1o
=
'_
<
0]

| ’/.’/// - —®

0 ; . T

0 20 40 60 80 100
Zeit [n]
—e—Standard — Feed NaAc, Distelol

Figur 16 Verlauf des GLA-Gehalts von T. thermophila B1868VII bei
Wachstum auf 0,5 g/L. NaAc und 0,1 % Distelsl
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Figur 17 Einflu von 0,5 g/l NaAc und 0,1 % Distels] auf die GLA-

Ausbeute wihrend einer Kultivierung von T. thermophila B1868VII
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Figur 18 Verlauf der GLA-Area in der BTM von T. thermophila B1868VII
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