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(54) MIKROORGANISMUS DER SPECIES BACILLUS COAGULANS SOWIE EIN VERFAHREN ZUR HERSTELLUNG VON OPTISCH
REINER L(+)-MILCHSAURE

(57) Vorgeschlagen wird ein Mikroorgsnismus der Spezies
Bacillus coagulans DSM 5196 sowie ein Verfahren zur
Herstellung von L(+)-Milchsture, bei dem dieser einge-
setzt wird.
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Die Erfindung betrifft einen Mikroorganismus der Species Bacillus coagulans sowie ein Verfahren zur
Herstellung von optisch reiner L(+)-Milchsiure durch Kultivieren dieses Mikroorganismus in oder auf einem
geeigneten Nahrmedium, wobei man eine L(+)-milchsdurehaltige Kulturfliissigkeit erhilt, aus der vorzugsweise
die gebildete L(+)-Milchsiure isoliert wird.

Zur Herstellung von Milchsture geeignete Nihrmedien enthalten iiblicherweise neben diversen Wuchsstoffen,
wie Spurenelemente und Vitamine, und verwertbaren Kohlehydraten auch verschiedene Stickstoffquellen, wobei
als organische N-Quelle vorzugsweise Hefeextrakt oder Maisquellwasser dient.

Die Herstellung von Milchsdure aus diversen kohlehydrathaltigen Ausgangsmaterialien unter Zusatz
verschiedenster Stickstoffquellen, Phosphorverbindungen, Vitaminen und anderen produktionsférdernden Stoffen
ist seit der Jahrhundertwende bekannt.

Als eine der ersten beschiftigt sich die FR-PS 679 418 aus dem Jahre 1929 mit diesem Verfahren.
Nachfolgend werden in der EP-PS 69 291 der Einsatz von Hefen sowie in der EP-A 0 113 215 aus dem Jahre
1984 die Produktion von Milchsdure durch Bakterien der Species Lactobacillus beschrieben. Neuere Arbeiten
beschiftigen sich mit Verfahrensoptimierungen, die vor allem durch Eintrag spezieller Stickstoffquellen
gekennzeichnet sind, wie beispielsweise in der EP-PS 0 266 258 (1988). Auch hier gehort der
milchséureproduzierende Mikroorganismus der Genera Lactobacillaceae an.

Alle diese Verfahren haben jedoch nicht in befriedigendem MaBe dem zunehmenden Bedarf an optisch reiner
L(+)-Milchsdure Rechnung tragen koénnen, der sich neben dem Einsatz in der Nahrungs- und
GenuBmittelindustrie aus der Verwendung von Milchséure zur Herstellung biologisch abbaubarer Kunststoffe
ergibt.

Es bestand somit die Aufgabe, ein Verfahren zur Produktion von optisch reiner L(+)-Milchsdure zu
entwickeln, wobei besonders Stickstoffeintrag und Gérzeit zu minimieren waren. Gleichzeitig sollte eine
Umsetzung von sowohl Glucose als auch Saccharose méglich sein, ungeachtet dessen, ob es sich dabei um reine
Rohstoffe oder beispielsweise Melasse handelt.

Dazu wurde eine gezielte Isolierung von milchsiurebildenden Bakterien aus pflanzlichem Material
durchgefiihrt.

Dabei konnte aus Silage ein Microorganismus isoliert werden, der zur Familie der Bacillaceae gehort.
Uberraschenderweise konnten durch gezielte Anreicherungsmethoden die Stoffwechselleistungen des Bakteriums
dermafien gesteigert werden, daB er in der Lage ist, Kohlehydrate, vorzugsweise Glucose oder Saccharose, im
Gegensatz zu bisher publizierten Verfahren, bei Anfangskonzentrationen von mehr als 140 g/l in L(+)-
Milchs#ure umzusetzen.

Untersuchungen dieses erfindungsgeméBen Mikroorganismus fiihrten zu dessen Identifizierung als Bacillus
coagulans und nachfolgend aufgelisteter taxonomischer Charakteristika:

- Gram positive Stibchen mit einer Groge von 1,5-4 x 0,4-0,8 um
- Bildung von ellipsoid bzw. zylindrischen Sporen
- nicht beweglich
- aerob bis facultativ anaerob
- Wachstum bei 30 - 60 °C
optimale Temperatur bei 48 - 54 °C
- Wachstum bei pH 4,5 - 7,0
optimaler pH-Bereich zwischen 5,8 und 6,2
- Katalase: positiv

- Séurebildung aus  D-Glucose positiv
L-Arabinose negativ

D-Xylose negativ

D-Mannit negativ

Lactose positiv

- Gasbildung aus Glucose: negativ
- Desaminierung von Phenylalanin: negativ
- Reduktion von Nitrat: negativ
- Verwertung von Citrat oder Propionat: negativ
- Abbau von Stiirke positiv
Casein negativ

Gelatine negativ

Tyrosin negativ

DNA positiv

- Bildung von Indol: negativ

- Garungsverhalten: homofermentative L(+)-Milchsaurebildung
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Der durch oben angefiihrte Daten gekennzeichnete Stamm wurde bei der Deutschen Sammlung fiir
Mikroorganismen gemiB den Bestimmungen des Budapester Abkommens am 31. 1. 1989 mit der Nummer
DSM 5196 hinterlegt.

Es wurde gefunden, daB der erfindungsgemiBe Mikroorganismus in der Lage ist, bei Temperaturen von bis zu
etwa 60°C Milchséure zu bilden; dementsprechend besteht ein weiteres Kennzeichen des erfindungsgemiBen
Verfahrens darin, daB die Kultivierung des Mikroorganismus bei Temperaturen im Bereich von 30 bis 60°C,
vorzugsweise im Bereich von 48 bis 54°C, insbesondere bei etwa 52°C, durchgefiihrt wird. -

Weiterhin wurde gefunden, daB bei htheren Temperaturen, insbesondere zwischen 50 und 60°C, eine sterile
Fahrweise nicht nétig ist, insbesondere eine Sterilisierung des Nihrmediums (z. B. Erhitzen auf 121°C wihrend
15 min) unterbleiben kann. Ein weiteres Kennzeichen des erfindungsgemiiBen Verfahrens ist somit, daB die
Kultivierung des Mikroorganismus unter nichtsterilen Bedingungen durchgefiihrt wird.

Die Kultivierung des Mikroorganismus erfolgt weiterhin vorteilhaft unter acroben Bedingungen.

Wie z. B. aus der EP-A 0 266 258 hervorgeht, war es bisher nicht mdglich, mit
Zuckerausgangskonzentrationen iiber 140 g/l zu arbeiten. Wie schon eingangs erwahnt, ist der erfindungsgemiB8e
Mikroorganismus in der Lage, htherliegende Zuckerkonzentrationen zu verarbeiten.

Ein weiteres Kennzeichen des erfindungsgemiien Verfahrens ist demgemiB, daB die Kultivierung des
Mikroorganismus in oder auf einem Medium durchgefiihrt wird, dessen Zuckerausgangskonzentration iiber
140 g/1, bevorzugt zwischen 180 und 200 g/1, insbesondere bei etwa 190 g/, liegt.

Technisch heiBt dies vor allem, daB die gesamte zu vergéirende Zuckermenge vorgelegt werden kann, das
erfindungsgemiBe Verfahren also als batch-Verfahren durchgefiihrt werden kann, zum Unterschied von bekannten
Verfahren wie z. B. nach der EP-A 0 072 010, bei dem wihrend der Kultivierung kontinuierlich oder
diskontinuierlich Zucker nachgegeben wird.

Weiterhin wurde herausgefunden, daB das Nihrmedium beim erfindungsgemiBen Verfahren einen weitaus
geringeren Gehalt an organischem und anorganischem Stickstoff aufweisen muB als bisher.

Weitere Kennzeichen des erfindungsgemiBen Verfahrens sind somit einerseits, daB die Kultivierung des
Mikroorganismus in oder auf einem Medium durchgefiihrt wird, dessen Gehalt an Maisquellwasser hchstens bei
etwa 30 g/l oder an Hefeextrakt bei etwa 3 g/l liegt, woraus sich ein Gehalt an Aminostickstoff von 0,15 bis
0.4 g/l ergibt und anderseits, daB die Kultivierung des Mikroorganismus in oder auf einem Medium durchgefiihrt
wird, das hdchstens etwa 3 g/l Ammonphosphat enthilt,

Dies hat zur Folge, da8 die gebildete L(+)-Milchsiure durch weitaus weniger aufwendige Verfahren als bisher
aus dem Kulturmedium isoliert und gewonnen werden kann. Es geniigt z. B. die Neutralisierung mit Ca(OH),,

worauf CaL(+)-Lactat auskristallisiert.
Gegebenenfalls konnen beim erfindungsgeméBen Verfahren MaBnahmen zur Schaumbekéimpfung ntig sein.
Nachfolgende Beispiele dienen der néheren Beschreibung der Erfindung;

Beispiel 1: Isolation und Verbesserung des Stammes Bacillus coagulans

Pflanzliches Material wurde unter LuftabschluB bei 50°C wihrend 7 Tagen inkubiert, danach in sterilem
Wasser aufgenommen, geschiittelt und filtriert. Das resultierende Filtrat wurde soweit verdiinnt, daB nach dem
Uberimpfen auf Petrischalen, welche Medium 1 enthalten, und Inkubation bei 50°C +/- 2°C Einzelkolonien
vorlagen.

Medium 1: (Nghragar CM 3 Oxoid)

Fleischextrakt 1g/
Hefeextrakt 2 g/l
Pepton 5g1
NaCl 5g1
Glucose 10 g/l
Saccharose 10 g/
Agar 15 g/l

Nach 48 h wurden etwa 200 Kolonien isoliert und hinsichtlich ihrer Fermentationsleistung iiberpriift: Je
10 ml Medium 2 wurde mit entsprechendem Isolat beimpft und 5 Tage bei 50°C +/- 2°C bebriitet. Danach wurde
die Milchsiurekonzentration enzymatisch in jedem Ansatz bestimmt.

Medium 2:  Saccharose 120 g/t
(NHy),HPO4 1,5g1
Hefeautolysat S5gf

Jenes Isolat, welches den hochsten Gehalt an L(+)-Milchsdure aufwies, wurde fiir die weiteren
Selektionsarbeiten herangezogen. Von diesem Isolat wurden wieder Kolben mit Medium 2 beimpft, wobei
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Saccharose durch Glucose ersetzt und die Konzentration an Kohlehydraten um 10 g/l erhoht wurde. Die
Inkubation wurde wihrend 4 Tagen bei 50°C durchgefiihrt. Dieses Verfahren wurde solange wiederholt, bis
jeweils 190 g/l Saccharose bzw. Glucose innerhalb von 4 Tagen zu L(+)-Milchsiure umgesetzt worden sind.

Die Stammerhaltung erfolgte auf Medium 1 oder durch Lagerung der Kulturen bei -15°C.

Beispiele 2 - 5: Produktion von L(+)-Milchsiure
Gemi8 Beispiel 1 hergestellte Kulturen wurden auf Medium 3 iibertragen, wobei darauf zu achten war, daf
eine Inokulationsmenge von 1 % nicht unterschritten wird.

Medium 3:
Kohlehydrate: 190 g/l bezogen auf Glucoseéquivalent

(in Beispiel 2 + 4: Saccharose

in Beispiel 3 + 5: Glucose)
anorganischer Stickstoff: 1,5 g als (NH,),HPO,
organischer Stickstoff: 3 g/ als Hefeautolysat (in Beispiel 2 + 3), wobei als durchschnittlicher Gehalt an
Aminostickstoff 4,8 - 5,8 % bzw. an Protein (N x 6,25) 56 - 62 % bei einer Trockensubstanz von 94 - 98 %
angenommen wird,
oder: 30 g/l als Maisquellwasser (in Beispiel 4 + 5), wobei als durchschnittlicher Gehalt an Aminostickstoff
2 -3 % bzw. an Protein (N x 6,25) 43 - 49 % bei einer Trockensubstanz von 45 % angenommen wird.

Die Produktionslosung wurde mittels geeigneter Vorkehrungen bei einer Temperatur von 52°C konstant
gehalten und die Rithrung so gewihlt, daB eine optimale Durchmischung des Mediums erfolgte. Die pH-
Werteinstellung auf 6,0 erfolgte durch Zugabe von Kalkmilch.

ERGEBNISSE
ORGANISCHE ) )
KOHLEHYDRAT STICKSTOFF- GARZEIT L(+)-MILCHSAURE OPTISCHE REINHEIT
QUELLE QUELLE (Stunden) D) (%L(+))
Beispiel 2: Saccharose Hefeautolysat 39 140 99,8
Beispiel 3: Glucose Hefeautolysat 49 133 99,8
Beispiel 4: Saccharose Maisquellwasser 43 135 98,5
Beispiel 5: Glucose Maisquellwasser 51 134 98,7

Der Anteil an D(-)-Milchsiure von 1 bis 1,5 % in Beispiel 4 und 5 ist auf die iiblicherweise als Racemat
vorliegende Milchsiure des Maisquellwassers zuriickzufiihren.

PATENTANSPRUCHE

1. Mikroorganismus der Spezies Bacillus coagulans DSM 5196.

2. Verfahren zur Herstellung von L(+)-Milchsdure, gekennzeichnet durch die Kultivierung eines
Mikroorganismus nach Anspruch 1 in oder auf einem Kohlehydrate, Stickstoff und Protein enthaltenden
Medium, wobei man eine L(+)-milchsiurehaltige Kulturfliissigkeit erhlt, aus der vorzugsweise die gebildete
L(+)-Milchsdure isoliert wird.
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3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB die Kultivierung des Mikroorganismus bei
Temperaturen im Bereich von 30 bis 60°C, vorzugsweise im Bereich von 48 bis 54°C, insbesondere bei etwa
52°C, durchgefiihrt wird.4. Verfahren nach Anspruch 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, daB die Kultivierung
des Mikroorganismus unter nichtsterilen Bedingungen durchgefiihrt wird.

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 2 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB die Kultivierung des
Mikroorganismus unter acroben Bedingungen durchgefiihrt wird.

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 2 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB die Kultivierung des
Mikroorganismus in oder auf einem Medium durchgefiihrt wird, dessen Zuckerausgangskonzentration {iber
140 g/1, bevorzugt zwischen 180 und 200 g/1, insbesondere bei etwa 190 g/l, liegt.

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 2 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daB die Kultivierung des
Mikroorganismus in oder auf einem Medium durchgefiihrt wird, dessen Gehalt an Aminostickstoff hischstens bei
etwa 0,4 g/l bzw. an Protein héchstens bei etwa 6 g/l liegt.

8. Verfahren nach einem der Anspriiche 2 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB die Kultivierung des
Mikroorganismus in oder auf einem Medium durchgefiihrt wird, das hochstens etwa 3 g/l Ammonphosphat
enthilt.
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