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(67) Die Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren zur Herstellung von Zitronensaure auf mikrobiellem Wege.
Insbesondere betrifft die Erfindung ein Verfahren zur Herstellung von Zitronensaure mit geringem
Isozitronensaureanteil unter Verwendung aminosaurebedirftiger Hefestdmme. Das Ziel der Erfindung ist es,
Zitronensiure auf mikrobiellem Wege ohne Verwendung physiologisch bedenklicher Zusatze zwecks Reduzierung
des Isozitronenséureanteils herzustellen. lhre Anwendung liegt in der technischen Mikrobiologie. Die Aufgabe wird
dadurch geldst, da aminosaurebediirftige Hefestdmme, insbesondere der methioninbediirftige der Hefestamm
ZIMET 43728 der Art Yarrowia (Saccharomycopsis) lipolytica aerob in fliissigen Medien mit geeigneten C-, N-,
P-Quellen, Mineralsalzen und geringen Methionmengen kultiviert werden, die Zitronensaureausscheidung aus den
Hefezellen durch den Verbrauch des extrazelluldren Methionins induziert und die Saure mit geeigneten Methoden aus
dem Medium isoliert wird.
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Titel der Erfindung

Verfshren zur Herstellung von Zitronensdure auf mikrobiellem
Wlege

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung bezieht sich suf die mikrobielle Herstellung von
7itronensiure durch Hefestémme mit geeigneten Kohlenstoff-
quellen, wie z.B. Glucose, unter submersen, aeroben Bedingungen.

Das Anwendungsgebiet der Erfindung liegt somit in der tech=-
nischen Mikrobiologies

Charakteristik der bekannten technischen Losungen

Bekanntlich wird Zitronensiure in der Gegenwart Uberwiegend
durch Fermentation hergestellt. Als Mikroorganismen werden
debei am hiufigsten Stimme der Pilzart Aspergillus niger so-
wie verschiedene Hefearten, ingbesondere Yarrowia (Saccha=
romycopsis) lipolytica, und einige Candida-Arten (STOIT-
MEISTER, U.; BEHRENS, U.; WEISSBROT, E.; BARTH, G.; FRANKE-
RINKER, Do; SCHULZE, E.; Z. Allge Mikrobiol., 22 (1982) 399)
benutzt. Hierbei ist bekannt, daf bei der Bemutzung von
Aspergillus nigzer die Fermentation sehr lange dauert und die
Instabilitit der Stémme zahlreiche Schwierigkeiten bereitet.

‘Die Verwendung von Hefest&mmen bringt zwar den Vorteil, daBd
die Fermentationsdauer kiirzer ist und Nichikohlenhydrat-
Kohlenstoffquellen zur Zitronensdureproduktion genutzt wer-
den ktnnen, hat aber den Nachteil, daB viele dieser Hefe-
arten neben Zitronensiure griBere Mengen an Isozitronen-
siure ausscheiden (STOTTMEISTER, Ue Ue a@o; Ze Allge Mikro-
biole., 22, (1982) 399). Das Vorhandensein von Isozitronen=-



siure neben Zitronensdure ist von Nachteil, weil llischungen von
beiden SHuren schwierig zur Kristallisation zu bringen sind und
somit ein kristallines Endprodukt nur mit hohem technoleogischen
Aufwand herstellbar ist. Die Komplexbildungskonstenten der Iso-
zitronengiure sind geringer als die der Zitronens&ure, wodurch
die Binsatzmbglichkeiten eines Gemisches beider SHuren mit
hohem Igozitronensdureanteil eingeschrinkt werdem., Eine Tren-
nung von Zitronen=- und Isozitronenséure ist technologisch sehr
aufwendig, Deshalb wird nach Moglichkeiten gesuchb, die Aus-
scheidung von Isozitronensdure durch Hefestédmme zu verringern,
ohne die Zitronensdureausscheidung wesentlich zu beeintrich-
tigens

Es ist bereits beschrieben worden, daf durch den Zusatz von
Substanzen zum Fermentationsmedium die Ausscheidung von Iso-

- zitronensiure verringert bzw, vollig verhindert werden kanm.
Besonders wirksam erwiesen sich Monofluorazetat und <, o =
Dipyridyl (NARANISHI, T.; YAMOMOTO, Ii.; KIMURA, K.; TANAKA, .
Ke3; Jo Perment. Technole., 50 (1972) 855)s Diese Substanzen

gind aber fiir den Einsatz in Fermeuntationsprozessen nicht ge-
eignet, well sie teils toxisch sind, sowie teils nur mit

hohem Skonomischen Aufwand bereitgeStéllt werden kinnen.

Es sind mittels Mutagenese und anschlieBender Selektion St&m=
me von verschiedenen Hefearten hergestellt worden, die keine
oder nur geringe lMengen Isozitronensiure, aber grofie lengen
Zitronenssure bilden (AKIYAMA, S., SUZUKI, Ts, SUMINO, Y.,
NAKAO, Y., FUKUDA, He, Agr. Biol. Cheme, 37 (1973) 879;
IKENO, Y., MASUDA, M., TANNO, K., OOMORI, I., TAKAHASHI, W.,
Je Perment. Technol., 53 (1975) 752; JA-PS T44 1588; DT~0S 2.
113. 961; DT=0S 2. 264; Sammelbericht mit Zusammenfassung
der Patentschriften in: STOTTMEISTER; Us Ue 8oy Zeo Allg,
Mikrobiol., 22 (1982) 399). Hierbei ist von Nachteil, daB
solche Stimme nur indirekt, somit sehr aufwendig, tber
zitratnichiverwertende, monofluorazetatresistente oder
-gsensitive Zellisolate erhalten werden konnen. AuBerdem las-
sen sich iiber diesen Weg nur von bestimmten Hefen solche -
Stimme isolieren, weil viele Hefe-Zitratproduktionsstémme be-
reits eine hohe Resistenz gegen Monofluorazetat besitzen
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(DD-0S 2.264,764) und monofluorazetatsensitive Isolate von
diesen Hefen eine Abnahme der Zitratproduktion sowie eine er-
hihte Isozitratausscheidung zeigen (BARTH, Go, Dissertation,
AdY der DDR, 1980),

Rekannt ist weiterhin, daB8 von Wildstémmen der Hefeart Yarrowia
(Saccharomycopsis) lipolytica methioninbediirftige Stémme durch
Mutagenese und nachfolgender Selektion hersiellbar sind
(OGRYDZIAK, De, BASSEL, J., CONIOPOULOU, Re, MORTINER, Rey
Molec. Gen. Genets, 163 (1978) 229; BARTH, Ge, WEBER, Hes Ze
Allg. Mikrobiol., 23 (1983) 147). Diese Stémme werden tech-
nisch bisher nicht genutzt.

Die Zitronensiure-/Igozitronensiureprodukiion wird in den be-
kanmten mikrobiellen Herstellungsverfahren iberwiegend durch
den Verbrauch des Stickstoffs im lMedium eingeleitet. Dabel
ist von Nachteil, daB eine Neutralisabion mit gtickstofi-
haltigen Neutralisationsmitteln, die zu einem hoheren Anteil
ausgeschiedener Zitronensgure filhren (HATTORI; K.y LOKOO, S.,
IMADA, Os, Jo Ferment. Technol., 32 (1974) 542), nicht mog-
lich iste

Ziel der Erfindung

Das Ziel der Erfindung besteht derin, Zitronensdure auf
mikrobiellem Wege herzustellen,

Darlegung des Wesens der Erfindung

Der Erfindung liegt die iAufgabe zugrunde, ein mikrobielles
Verfahren zu beschreiben, das es erlaubt, Zitronenséure mit
Hilfe eines Mikroorganismus in grofen lMengen bel gleich=-
zeitig niedrigem Isozitronensiureantell aus leichit zugéng-
lichen und billigen Binsatzstoffen und ohne Verwendung
physiologisch bedenklicher Zusatzstoffe herzustellen.

ErfindungsgemdB8 wird diese Aufgabe dadurch geldst, dal unter
seroben und sterilen Kulturbedingungen in einem fliissigen
Néhrmedium mit entsprechenden Kohlenstoff-, Phosphat-Stick-
stoffquellen und Mineralsalzen ein amlnosaurehedurftlger
Mikroorganismus kultiviert wird und die 7itronensiureaus-
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scheidung aus den Zellen durch Auszehrung der bendtigien Amino-
ssure eingeleitet wird.

Der aminosiurebediirftige Mikroorganismus, der in dem vorlie-
gendem Verfahren zur Herstellung von Zitronenséure vervendet
wird, wurde durch Mutagenese~Selektionsprozesse aus Popula=-
tionen der Hefeart Yarrowia (Saccharomyconsis) lipolytica

(Stamm H 222) gewonnen und in der ZIMET-Hinterlegungsstelle
fiir Mikroorganismen, Jena-DDR, unter der Nummer ZINMET 43728
hinterlegt. Danach gehort dieser 7itronensiureproduzent, der
Methionin zum Wachstum bendtigt, zur Hefeart Saccharomycopsis
1ipolytica, die nach VAN DER WALT und VON ARX als Yarrowis
lipolytica zu bezeichnen ist.

Die Kulfivierung des methioninbedlirftigen Stammes ZIHET 43728
der Hefeart Yarrowis (Saccharomyconsis) lipolytice erfolgt

unter seroben Bedingungen. Lyophil getrocknetes oder auf
komplexen Agarnéhrbdden xultiviertes und bei +4 °¢ aufbe-
wahrtes Zellmaterial wird aﬁf geeignete, aminosdureenthaltende
Agarnihrboden geimpft, 1 bis 2 Tage bel 24 O¢ bis 34 °C be-
priitet und nachfolgend in fliissige, vorher sterilisierte
Nihrmedien geimpft, die die benttigte Aminosdure mindestens
in Kongzentrationen von 25 mg/l enthalten, und unter Schiitteln
bis zum Erreichen der stationdren Wachstunmsphase nach 20 h
_bis 36 h bei 24 °C bis 34 °C, vorzugsweise 28 °C, inkubiert.
Dexr pH-Wert dieses Vorkultivierungsmediums betrigt pH 5 bis
pH 7, vorzugswelse pH 6o, Mit dieser dichten Hefezellsuspen=-
sion wird eine vorher sterilisierte Nshrstoffbrithe, die eine
Kohlenstoffquelle, eine Stickstoff- und Phosphorquelle,
‘Mineralgalze und Thiemin in Konzentrationen von mindestens
200 j /1, sowie die bendtigte Aminosdure in Mengen von
hochstens 5 mg/l enthalten, angeimpft. Je nach der Produk=-
tivitdt des eingesetzten Hefestammes wird 6 bis 8 Tage bedl
o4 9¢ pis 34 °C, vorzugsweise 28 °c, und einem pH-Wert
zwischen pH 2,5 und pH 645, VOrzugsweise'pH 5, inkubierte
Die pH-Regulierung erfolgt z.3. mit Kalziumkarbonat, Natron-
lauge oder Stickstoff-haltigen Neutralisationsmitteln, wie
Ammoniak~WasseTs
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lach Abbruch der Fermentation erfolgt die Abtrennung der Hefe-
zellen und die Gewinnung der Zitronensiure aus dem Fermenta-
tionsmedium in an sich hekannter Art 1ind Veise.

Die Hauptvorteile der Erfindung besiechen derin, daB ohne den
Binsatz ftoxischer Substanzen eine wesentliche Steigerung des
Zitronensdureanteils an der insgesémt ausgeschiedenen SHEure-
menge erreicht wird und auSerdem der Einsatz stickstoff-
haltiger Weutralisationsmittel, wie Ammoniak-iasser, die eben=-
falls den inteil der Zitronensiure betrichtlich erhdhen,
technologisch einfach mtglich ist,

Von Vorteil ist auBerdem, daB eine Verfahrenskontrolle, die
prifen soll, inwieweit der vorliegende Stamm im Fermenter
noch dem urspringlich eingesetzten Stamm entspricht, einfach
moglich ist, weil nur auf die entsprechende Aminosdurebe-
dliirftigkeit getestet werden mul,

Ausfihrungsbeispiel -

Die folgenden Beispiele dienen dazu, die Erfindung zu er-
ldutern, ohne sie hierauf zu beschrénken,

1. Eine 50 ml=Steilbrustflasche wird mit 10 ml des folgenden
Anzuchtmediums geflill<t:

Glucose 2'%
Pepton 2 %
Hefeextrakt ' 1%

in Leitungswasser

Sterilisation: 35 lMin. bei 120 °C. Aciditdt nach Sterili-
sation liegt bei 6,0, Diese Knlﬁurflﬁssigkeit wird mit
einer Impfdse voll Zellmaterial des methioninbedlirftigen
Stammes Yarrowia (Saccharomycopsis) lipolvtica ZIMET
43728 beimpft und 24 Std. bei 28 °C geschiittelt. Von
dieser Zellsﬁspension wird 1 ml in einen gez&hnten 100 ml
Erlenmeyerkolben gegeben, der 10 ml des sterilen Vor-
kulturmedium folgender Zusammensetzung enthdlt:

NH,C1 1 g/l

KH, PO, 0,25 g/1



lgso, 0,12 g/1

Spurensalze: CuSO4 x 5H,0 0,014 g/1; ZnCl 0,007 g/l;
CoS0, = T H,0 0,002 g/1; MnS0, x SH0 0,014 g/1;
H,B0; 0,020 g/l -

Der Kolben wird in iiblicher Weise 35 min vei 120 °C steri-
lisiert. Danach erfolgt die Zugabe der durch Filtration
sterilisierten Glucose~ (20 g/l1), Thiamin—(BOOéz /1) und
Hethioninldsungen (50 mg/l Endkonzentration). Die Kulti-
vierung wird bei 28 °C fiir 24 Std. auf einem Rotations-
schiittler durchgefithrt. Aus dieser Zellsuspension werden

2 ml Kulturfliissigkeit entnommen und in einen gezZhnten
100 ml Erlenmeyerkolben gegeben, in dem sich 10 ml des
sterilen Produktionsmediums befinden. Dieses Produktions-

medium enth&lt die gleichen llengen an llineralsalzen wie

26
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das Vorkulturmedium, aber groBere Mengen an Glucose )
(80 g/l1), Kelziumkarbonat (20 g/1) Thiamin (5005¢ /1) so-
wie eine geringere Menge an Nethionin (5 mg/l). Diese
Hefezellsuspension wird 7 Tage bei 28 °C auf einem Ro=-
tationsschiittler inkubiert. Nach Abbruch der Fermentation
wird Salzsdure der Kulturbriihe zugesetzt, bis ein pH-Wert
von etwa pH 2 erreicht ist. Danach werden die Hefezellen
durch Zentrifugation von der Nihrbrithe abgetrennt. Das Ge-.
misch von Zitronen- und Isozitronensdure wird aus dem
Uberstand in an sich bekannter Weise isolierts Der Hefef
stamm hatte unter den beschriebenen Bedingungen 41 g/l
beider Siuren, davon 39 g/l Zitronensiure, in die Kultur-
fliissigkeit abgegeben.

Man verfihrt wie im Beispiel 1 mit dem Unterschied, daB
dem Vorkulturmedium statt Methionin und Thiemin 1,5 g/l
Hefeextrakt zugegeben wird und das Produktionsmedium’
statt Methionin 0,2 g/l Hefeextrakt enthilts

Man verfihrt wie im Beispiel 1 oder im Beispiel 2 mit
dém Unterschied, daB dem Produktionsmedium kein Kalzium-
karbonat zﬁgesetzt wird, sondern durch Zugabe von Ammo=-
niak-Wasser wihrend der Produktionsphase ein pH-Wert von
pH 5,0 bis pH 5,5 eingestellt wirds
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biellem Wege, gekennzeichnet dadurch, daf aminosdurebe-
S5-8 O b
diirftige Stémme der Hefeart Iarrowia ( Saccharomvconsis)

lipolytica unter aeroben Bedingungen in flissigen Nghr-
medien, die eine Kohlenstoff=-, Stickstoff- und Phosphat-
quelle, lineralsalze sowie die benStigte Aminos8ure in
wachstumslimitierender Konzentration enthalten, bel einexr
Temperatur von 24 °¢ bis 34 °C wihrend eines Zeitraumes
von 6 bis 8 Tagen in einem pH-Bereich von pH 2,5 bis pH
6,5 kultiviert werden und grofe liengen ZitronensZure und
geringe llengen Isozitronensiure aus dem Produktionsmedium
nach Abbruch der Fermentation mit iblichen llethoden iso=
liert werden.

Verfehren nach Punkt 1, gekennzeichnet dadurch, daB der
methioninbediirftige Stamm ZIMET 43728 der Hefeari Yarrowia
(Saccharomyconsis) lipolytica in methioninhalbigen fliis-
sigen Néhrmedien bei 28 O¢ 7 Tage kultiviert wird.

Verfehren nach Punkt 1, gekennzeichnet dadurch, daf zur
Einstellung des-pH-\fertes von pH*S bis pH 5,5 wihrend der
Produktionsphase sowohl stickstoffreie als auch stick-
stoffhaltige Neutralisationsmittel dem lledium zugegeben
werden,
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