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(67) Die Erfindung betrifit ein Verfahren zur mikrobiellen wachstumsassoziierten Gewinnung von intracelluld;en
nichtproteinischen Stoffwechselprodukten. Das Verfahren dient zur Gewinnung von intracelluléren
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intracelluldren Phosphatspaicherung besitzen, auf Néhrmedien mit PhosphatiiberschuR und die weitere Kultivierung
auf Nahrmedien, in denen die Phosphatquelle fehlt oder limitiert ist, durchgefiihrt wird.
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Patentanspruch:

1. Varfahren zur mikrobiellen wachstumsassoziierten Gewinnung von intracelluldren
nichtproteinischen Stoffwachselprodukten, wie beispielsweise Poly-B-hydroxybuttersiure oder
Trehalose, gekennzelchnet dadurch, daf die Bereitung der Impfkultur und die Vorkultivierung von
solchen Mikroorganismen, die die Féhigkeit zur intracelluléren Phosphatspeicherung besitzen, auf
Néhrmedien mit Phosphatiiberschuf? und die weitere Kultivierung mit Wachstum und
Produktsynthese auf Ndhrmedien, in denen die Phosphatquelle fehlt oder limitiert ist, durchgefiihrt
wird.

2. Verfahren nach Anspruch 1, gekennzeichnet dadurch, daR als Mikroorganismen Bakterien, Hefen
oder Algen eingesstzt werden.

Anwendungsgeblet der Edindung

Die Erfindung betrifft das Gebiet der mikrobisllan Produktsynthese und kann fiir die Gewinnung intracelluldrer nichtproteinischer
Svoffwechselprodukte, wie Lipide und Kohlenhydraten, angewendet werden.

Charakteristik des bokannten Standes der Technik

Fir alle Produktsynthesen gilt die Bezishung, daB ihre Produktivitat der Zellkonzentration proportional ist. Der Glltigkeitsbereich
dleser Proportionalitéit ist allerdings meist stark eingeschrinkt (K, Sattler, L, Wilnsche, Acta Biotechnologica 3{1983), 345), so daR
die darin lleagenden Méglichkeiten zur Erhéhung der Produktivitat nur wenig genutzt werden kénnen. Eine der Ursachen Ist, daf
die katalytisch aktiven Zellen durch technologische MaBBnahmen, wie Limitation oder Mangel eines oder mehrerer fiir das
Zellwachstum essentieller Néhrstoffe (meist N) bei gleichzeitigem UberschuR der C-Quelle an der Vermehrung gehindert oder
darin eingeschréinkt werden (EP 0015669, EP 0046344) und demzufolga proteolytischem Abbau, der Deitaturierung polymerer
Zellbestandteile und dor Inaktivierung ausgesetzt sind. Dieser Nachteil kann gemindert werden, incdem die
Produktbildungsphase unterbrochen wird, eine oder mehrare Phasen der Vermehrung eingeschaltet werden oder die
Versorgung mit den fiir das Wachatum essentiellen N3hr- und Spurenstoffen von Beginn der Kultivierung an beschrénkt wird
(EP 046344). Der Nachteil solcher Verfahren besteht darin, daB sowohl die spezifische Wachstumsgeschwindigkeit als auch die
Produkibildungsgeschwindigkeit herabgesetzt sind.

Andere Ursachen fir eine zur Zellkonzentration nicht proportionale Produktbildung sind Ménge! des N&hrmediums, die durch
Ausféllung von Spurenelemunten oder, unter Praxisbiadingungen, durch das Aufkommen von Substratkonkurrenten
entstehan. )

Produktsynthesen, deron pH-Optimum im Neutralbersich oder im Alkalischen liegt, sind dadurch benachteiligt, dafd in solchen
Medien ibarschiissige Phosphate bereits in der Wachstumsphase eine Ausfiliung verschiedenar Metallionen bewirken, die fiir
die Produktbildung oder als Permeabilitdtsvermittler eine Bedeutung haben {z.B. Fe**, Co**, Ca**). Externas Phosphorangei,c!
erloichtert auRerdem das Aufkemmen von Substratkonkurrentan, insbasondere wihrand der Produktbildungspkase bei hohen
Zellkonzentrationen, wo Antolyseprodukte ohnehin glnstige Entwicklungsbedingungen filr Substratkonkurrenten bieten,

Zlel der Erfindung

Ziel der Erfindung ist ein Varfaien zur mikrobiellen Produktsynthose, das die Resynthese, Vermehrung, Stabilisierung und
Aktivierung der produktbildenden Zellen gewihrloistet und damit zur Erhohung der Produktivitidten und Produktkanzentrationen
fahrt,

Darlegung des Wesens der Erfindung

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, Verfahren zur intracelluléren mikroblellen Produktsynthese unter
wachstumsassozilerten Badingungan durchzufiihren, inshesondere tiberschiissigen externen Phosphor im Néhrmedium bel
der Kultivierung zu vermsiden.

ErfindungsgemiB wird die Aufgabe so gelést, daBd die Bereitung der Impfkultur und die Vorkultivierung von solchen
Mikroorganismen, die die Féhigkeit zur intracellulidren Fhosphatspelicherung basitzen, auf Nahrmedien mit Phosphatiiberschufl
und die weitere Kultivierung, die Wachstum und Produktsynthese beeinhaltet, auf Néhrmedien, in denen die Phosphatquelle
fehit oder limitiert ist, durchgefiihrt w rd, Als Mikroorganismen werden Bakterien, Hefen oder Algen aingjesotzt.

Ein Medium Gblicher Zusammensetzung mit Mineralsalzen, unterschiedlichen Kohlenstoffquellen (Methanol, Glucose, Melasse
oder Kohlenwasserstoffe), mit oder ohne Supplinen (Hofeoxtrakt, Pepton) und mit einem Phospiorgehalt zwischen 60 und
300mg/l wird nach der Sterilisation mit dem auf gleichem Macdium vorkultivierten Stamm beimpft, so dafB die
Anfangskonzentration der Zellsubstanz 0,5-1 g/Liter betrégt.

Aufdiesem Medium erfolgt innerhalb von 5-12 Stunden ein expentielles Wachstum der Zellen, Wihrend der exponentiellen
Phasewird derim Uberschufd vorhandene Phosphor als Palyphosphatin den Zellan bis auf Werte um 3% der Zelltrockensubstanz
akkumuliert, Baim Ubergang von der e¥ponentiellen in die stationsre Phase findet eine erste Produktakkumulation statt.

Die weitere Kultivierung erfolgt unter fed-batch- oder Chemostatbedingungen in einem im wesentlichn unverinderten oder in
seiner Zusamniensetzung véllig abweichenden Néhrmedium, aber immer unter Phosphorlimitation oder Phosphormangel,
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innerhalb eines Zeitraumes von 24-9€ Stunden. Diese Verminderung der Beendigung der Phosphorzufuhr vermindert oder
beendet wedar das Wachstum noch die Produktbiidung. Bei unvermindert fortdauerndem Wachstum tritt im Gegenteil eine
gegeniiber anderen Limitationsarten verstéirkte Produktbildung auf. Die intracellultir gespeicherten Polyphosphate reichen aus,
um in einery phosphatarmen oder phosphatfreien Medium die Zellkonzentration noch um das Drel- bis Zehnfache zu stelgern. In
der glsichen GroéRenordnung odei stirker nimmt auch die Produktakkumulation pro Zelle zu. Dadurch werden sowoh! die
Produktivitét als auch die spezifische Produkthildungsrate wesentlich erhéht.

Die Fiihigkeit von Mikroorganismen zur intracelluliren Speicherung von extracelluléren Phosphorquellen schafft optimalo
Bedingungen fiir sine wachstumsassoziierte Produktbildung, indem solche Stimme sowohl mit einer intracelluléren Phosphor-
als auch Energleque’le ausgestattet werden., Der Vorteil einer intracelluliren Phosphorquelle besteht darir, dal Phosphatfallung
von Spurenelemer (er.im Nidhrmedium wihrend der Produktbildungsphase nicht mdglich ist, auch wenn es sich um ein Medium
mit ngutralem od- r alkalischem pH-Wert handelt, und daf kein Phosphor fiir die Entwicklung von Substratkonkurrenten zur
Varfligung steb Cin welterer Vorteli besteht darin, daft die wihrend der Phase der wachstumsassozlierten Praduktbildung im
Medium befinuiiche Xohlenstoffquelle in einem verminderten Umfang als Energiequelle in Anspruch genommen wird und
demzufolge die Wachstums- und Produktausbeute steigt. Wachstumsassoziatior hat den Vorteil, dad infolge der s:indigen
Resynthese eine Stabilisierung der Produzentenzellen stettfindet und bis in hohe Zellkonzentrationen (60g/Liter) die
Proportionalitét zwischen Zellkonzentration und Produktbildung gewahrt werden kann.

Ausfiihrungsbeisple!
Folgende Belsp® ie sollen die Erfindung niiher erliutern:

Belsplel 1
Mit Hilfe der Volutinfirbung wurde bei desm methanolassimilierenden Hefestamm Hansenula polymorpha M/H30 unter
PhosphorlberschuBbedingungen eine starke intracellulire Akkumulation von Polyphosphaten nachgewiesen. Die Kultivierung
erfolgte bei T = 30°C, pH-Wert 5 auf einem Mineratsalzmedium tblicher Zusammensetzung und Methanol als Kahlenstoffquelle.
pmax

Nach Errelchen der exponentiellen Wachstumsphase wurde die Kultivierung unter Chemostatbedingungen fortgesetat,

einmal bei C-Limitation und einmal P-Limitation, untersucht wurde die intracelluldre Akkumulation von Trehalose.
Die Tabelle zeigt die daboi erzielten Werte:

Chemostatbedingungen Biomasse Phosphor Trehalose
bei-l‘ﬂz?i (gHTS/I) (in%HTS) (in%HTS)
C-Limitation b 2,6 1,5
P-Limitation 15 0,9 10,0

Wihrend des exponentiellen Wachstums und noch ausgeprdgter unter C-Limitation, wird Phosphor bis 2u 3% in aer
Hefetrockensubstanz angereichert, itberwiegend als Polyphosphat.

Bei P-Limitation nimmt der Phosphorgehalt der Biomasse auf ein Dritte! ab. Polyphosphateinlagcrungen sind farbetechnisch
nicht mehr nachwelisbar. Wahrend sich die Blomasse verdreifacht, steigt flir das Produkt Trehalose die spezifischa
Produktbildungsrate etwa um das 7fache und die Produktivitiit etwa um das 20fache. 0

Beisplel 2

Wie im Belspisl 1 wurde auch bei cem Hefestamm Candida utiles H92 eine ausgepriigte Dispositicn zur intraceliuliren
Polyphosphatbildung festgestelit. Die Kultivierung erfolgte auf einem analogen Medium und unter fleichen Milieubedingungen.
Als Kohlenstoffquelle diente Glycerol. Untersucht wurde die intracellulire Akkumulation von Glycogen.

Die Tabelle zeigt die dabei erzielten Werte

Chemostatbedingungen Biomasse Phosphor Trehatose
bei ﬁ"éﬂ (gHTS/N) lin%HTS) {in% HTS)
C-Limitation 5 2,8 1
P-Limitation 16 1,0 12

Auch in diesem Fall sinkt bel P-Limitation der Phosphorgehalt der Biomasse auf ein Drittel ab und die
Polyphosphateintagerungen verschwinden, Wihrend sich die Biomasse verdreifacht, stelgt fiir das Produkt Glycogen die
spezifische Produkibildungsrate um das 12(ache und die Produktivitit um dan 36fache,

Baisplel 3

Verwendet wird der Bakterienstamm MB 126, Dieses Bakterium ist gramnegativ, methanolassimilierend und fihig zur
Akkumutation von Polyphosphaton und Poly-@-F ydroxybuttersdure. Die Haltung erfolgt auf einem Gblichen Néhragar mit
Methanol als Kohlenstoffquelle, einem Phosphorgehalt von 60-150 mg/I, bei pH 6,6 und 3u°C. Die Vorkultivierung des Inokulums
wird In Erlenmyerkolben auf einer Néhrsalzldsung durchgefiihrt, die alle Komponenten im Uberschuf® enthélt und deren
Phosphorgehalt so berechnotist, def nach Verbrauch der Kohlenstoffquelle die Phosphorkonzentration im Medium =<60mgP/I
betragt,

Im Fermentor etfolgt nach der Beimpfung, die im Verh&ltnis 1:10 durchgefihrt wird, ein diskontinulerliches Wachstum In einer
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Néhrlésung, ¢ ie alle Komponenten im UberschuR enthéit, auBer Mothanol als C-Quslle. Dieses wird so zugesetzt, daf die
aktuelle Konzentration im Bereich von 200-400mg/! liegt. Der Phosphorgehalt diesor Ndhildsung betrégt 150 mg/l. Je nach
Animpfungsdichte (0,1-0,5BTS/I) folgt ein kurzes, etwa 3-8stilnuiges oxponentielles Wachstum bis auf eine
Blomassekanzentration von 1-1,6 g BT:3/I. Dabel wird der im Medium enthaltene Phosphor aufgebraucht und intracellulér
angereichart, Das weitere Wachstum erfolgt iiber 48 Stunden in einem Medium ohne extracelluléren Phosphor, wobei sich die
Biomasse verzehnfacht und gleichzeitig eine verstiirkte PHB-Akkumulation stattfindet. Es wird ein PHB-Gehalt von 56-60% dor
Bakterientrockensubstanz erreicht.

Gegontber der N-Limitation wird die Produktbildungsrate verdoppelt, die Produktivitit um 60% erhéht und der PHB-
Ertragskoeffiziant um 45% gesteigort,
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