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69 Verfahren zur mikrobiologischen Umwandlung von C(3)-C(6)-n-alkanen oder C(3)-C(6)-sec.-Alkoholen
in C(3)-C(6)-sek.-Alkohole oder entsprechende Methylketone.

@ C;3-Cg-n-Alkane und C3-Cg -sec.-Alkohole werden mi-

krobiologisch in entsprechende C3-Cg-sec.-Alkohole
bzw. C3-Cs-Methylketone umgewandelt, Das Reaktions-
medium, welches die C3-C¢-n-Alkane oder C3-Cq-sec.-Al-
kohole enthiilt, bringt man unter aeroben Bedingungen
mit mikrobiellen Zellen, die Oxigenase- oder Dehydroge-
nase-Enzymaktivitit aufweisen, in Beriihrung. Diese Zel-
len sind von einem methylotrophen Mikroorganismus ab-
geleitet. Man kann das Substrat anstelle der Zellen auch
mit einem von den Zellen abgeleiteten Enzympréparat in
Beriihrung bringen. Wihrend der Umwandlung ist kein
Wachstumsmedium fiir die genannten Zellen vorhanden
und man arbeitet unter solchen Bedingungen, dass min-
destens ein Teil des Alkan- oder sec.-Alkoholmolekiils in
isolierbaren Mengen zu dem entsprechenden sec.-Alko-
hol oder Methylketon durch die genannten Zellen oder
das Enzympriparat oxydiert wird. Der eingesetzte Mikro-
organismus war unter aeroben Bedingungen in einem
Nihrmedium, das eine C;-Verbindung enthilt, geziichtet
worden,
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1. Verfahren zur mikrobiologischen Umwandlung eines
organischen Substrates der Gruppe der C3-Ce-n-Alkane oder
Cs—Ce-sec.-Alkohole in Cs-Ce-sec.-Alkohole oder
Cs-Cs-Methylketone, dadurch gekennzeichnet, dass man das
die genannten C3-Ce-n-Alkane oder Ci-Cs-sec.-Alkohole ent-
haltendes Reaktionsmedium unter aeroben Bedingungen mit
mikrobiellen Zellen mit Oxigenase oder Dehydrogenase-
Enzymaktivitdt, die von einem methylotrophen Mikroorga-
nismus abgeleitet sind, oder mit einem Enzympriparat, das
von den genannten Zellen abgeleitet ist, in Beriihrung bringt,
wobei kein Wachstumsmedium fiir die genannten Zellen vor-
handen ist, und man unter solchen Bedingungen arbeitet,
dass mindestens ein Teil des Alkan- oder sec.-Alkoholmole-
kiils in isolierbaren Mengen zu dem entsprechenden sec.-
Alkohol oder Methylketon durch die genannten Zellen oder
das Enzympriparat oxydiert wird, und wobei der genannte
Mikroorganismus unter aeroben Bedingungen in einem
Nihrmedium, das eine Ci-Verbindung enthilt, geziichtet wor-
den war.

2. Verfahren nach Anspruch I, dadurch gekennzeichnet,
dass die Mikroorganismen obligate oder fakultative Methylo-
trophe sind.

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet,
dass die Mikroorganismen aus den Gattungen Methylosinus,
Metliylocystis, Methylomonas, Methylobacter, Methylococ-
cus und Methylobacterium ausgewdhlt sind.

4. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet,
dass die Mikroorganismen Stimme darstellen, die aus der
Gruppe Methylosinus trichosporium, Methylosinus sporium,
Methylocystis parvus, Methylomonas methanica, Methylo-
monas albus, Methylmonas streptobacterium, Methylomonas
agile, Methylomonas rubrum, Methylomonas rosaceus,
Methylobacter chrooccum, Methylobacter bovis, Methylo-
bacter capsulatus, Methylobacter vinelandii, Methylococcus
capsulatus, Methylococcus minimus und Methylobacterium
organophilum sp. nov. ATCC 27886 ausgewihlt sind.

5. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet,
dass die Mikroorganismen Stimme darstellen, die aus der
Gruppe )

Methylosinus trichosporium OB3b NRRL B-11.196

Methylosinus sporium 5 NRRL B-11.197
Methylocystis parvus OBBP NRRL B-11.198
Methylomonas methanica S NRRL B-11.199
Methylomonas albus BG8 NRRL B-11.200
Methylobacter cabsulatus Y NRRL B-11.201
Methylococcus capsulatus Texas ATCC 19069
Methylobacterium organophilum
sp.nov. ATCC 27886
Methylomonas sp. AJ-3670,

Ferm P-2400
Methylococcus 999 NCIB 11083
Methylomonas SM3 NCIB 11084

6. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass das Enzympriiparat eine zellfreie Teilchenfraktion der
mikrobiellen Zellen ist.

7. Verfahren nach einem der Anspriiche I bis 6, dadurch
gekennzeichnet, dass das Reaktionsmedium reduziertes Nico-
tin-amid-adenin-dinucleotid enthilt.

8. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass man zusiétzlich zu dem genannten Methylketon einen
sekundiren Alkohol erhilt.

9. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass man chargenweise arbeitet. .

. 10. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass man kontinuierlich arbeitet.

Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren
zur mikrobiologischen Umwandlung von Ci-Ce-n-Alkanen
oder C;~Ce-sec.-Alkoholen in C3-Cs-sec.-Alkohole der
C3-Ce-Methylketone, wobei das Alkan oder der sekundire

5 Alkohol oxydiert werden, indem man das Reaktionsmedium,
welches das genannte Alkan oder den genannten sec.-Alkohol
enthélt, unter aeroben Bedingungen mit mikrobiellen Zellen,
die Oxigenase- oder Dehydrogenase-Enzymaktivitiit aufwei-
sen, welche von einem methylotrophen Mikroorganismus

10 abgeleitet sind, oder mit einem Enzympriparat, das von die-
sen Zellen abgeleitet ist, in Beriithrung bringt. Bei der Durch-
fithrung des erfindungsgemissen Verfahrens ziichtet man die
Mikroorganismen unter aeroben Bedingungen in einem
Néhrmedium, das eine C:-Verbindung

15 enthilt.

Methan ist eine der billigsten Kohlenstoffquellen fiir das
Mikrobenwachstum. Bekanntlich gibt es viele Mikroorganis-
men, die auf einem Kulturmedium in Gegenwart von Methan
als Hauptkohlenstoffquelle wachsen kénnen. Nicht alle die-

20 ser Mikroorganismen haben jedoch gute Wachstumseigen-
schaften. Bekannt ist auch, dass mit Methan geziichtete
Mikroorganismen zur Umwandlung von Methan in Methanol
unter aeroben Bedingungen verwendet werden '
kdnnen.

Diese Methan-verwertenden Mikroorganismen sind im
allgemeinen als «Methylotrophe» bekannt. Das von R. Whit-
tenbury et al. [J. of Gen. Microbiology, 61, 205-218 (1970)]
vorgeschlagene Klassifikationssystem fiir Methylotrophe hat
die breiteste Anerkennung gefunden. In diesem System sind
die morphologischen Eigenschaften Methan oxydierender
Bakterien in fiinf Gruppen unterteilt: Methylosinus, Methylo-
cystis, Methylomonas, Methylobacter und Methylococcus.

Kiirzlich offenbarten Patt, Cole und Hansen [Internatio-

nal J. Systematic Bacteriology, 26 (2) 226-229 (1976)], dass
methylotrophe Bakterien solche Bakterien sind, die nichtau-
totroph unter Verwendung von Kohlenstoffverbindungen mit
einem oder mehreren Kohlenstoffatomen, aber ohne Kohlen-
stoff-Kohlenstoff-Bindungen, wachsen kdnnen. Patt et al.
haben vorgeschlagen, dass Methylotrophe als «obligat oder
zwingend» angesehen werden sollten, wenn sie nur Kohlen-
stoffverbindungen ohne Kohlenstoff-Kohlenstoff-Bindungen
(z.B. Methan, Methanol, Dimethylither, Methylamine usw.)
- als einzige Quellen fiir Kohlenstoff und Energie verwerten
kénnen, wihrend «fakultative» Methylotrophe solche Orga-
nismen sind, die sowohl Verbindungen ohne Kohlenstoff-
Kohlenstoff-Bindungen als auch Verbindungen mit Kohlen-
stoff-Kohlenstoff-Bindungen als Quellen fiir Kohlenstoff und
Energie verwerten konnen. In ihrer Veréffentlichung offen-
barten Patt et al. ein Methan oxydierendes Bakterium, das sie
als Methylobacterium organophilum sp. nov. (ATCC 27 886)
identifizierten. Dieses Bakerium unterscheidet sich vermut-
lich von allen zuvor beschriebenen Gattungen und Arten
Methan-oxydierender Bakterien aufgrund der Fihigkeit zur
Verwertung einer Vielzahl organischer Substrate mit Kohlen-
stoff-Kohlenstoff-Bindungen als Quellen fiir Kohlenstoff und

Energie.

Es ist jetzt anerkannt, dass es zwei Arten methylotropher
Mikroorganismen gibt, und zwar auf der Grundlage ihres
Wachstumsvermdgens auf kohlenstoffhaltigen Substraten.
Eine Art wurde als «Methan-Verwerter» und die andere als
«Methanol-Verwerter» bezeichnet. Die Methanol-Verwerter
sind nicht in der Lage, in Gegenwart von Methan als einziger
Kohlenstoff- und Energiequelle zu wachsen, wachsen aber in
Gegenwart von Methanol, Methylamin usw. Die Methan-Ver-
werter vermdgen auf zahlreichen Ci-Verbindungen, ein-
schliesslich Methan, Methanol, Dimethyldther usw. zu wach-
sen. Innerhalb der Gruppe der Methan-verwertenden Methy-
lotrophe und der Methanol-verwertenden Methylotrophe gibt
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es obligte und fakultative Arten methylotropher Mikroorga-
nismen. Die obligaten Methanverwertenden methylotrophen
Mikroorganismen wachsen nur auf Verbindungen des

Ci-Typs, z.B. Methan, Methanol, Dimethyldther, Methylfor-
miat, Methylcarbonat usw. Die fakultativen Methan-verwer-
tenden methylotrophen Mikroorganismen wachsen nicht nur
auf den vorgenannten Verbindungen des Ci-Typs, sondern
auch auf anderen organischen Verbindungen, wie Glucose.

Die obligaten Methanol-verwertenden Methylotrophen
Mikroorganismen wachsen auf Ci-Verbindungen, z.B. Metha- 1
nol, Methylamin, nicht aber auf Methan oder auf organischen
Verbindungen, wie Glucose. Die fakultativen Methanol-ver-
wertenden methylotrophen Mikroorganismen wachsen auf
den oben erwihnten Verbindungen des Ci-Typs (nicht aber
auf Methan) und verschiedenen anderen organischen Verbin-
dungen, wie Glucose.

Leadbetter und Foster [Arch. Microbiology, 30, 81-118
(1959) «Studies on Some Methane-Utilizing Bacteria»]
berichteten, dass aus Pseudomonas methanica (derzeit als
Methylomonas methanica bezeichnet) stammende Mikroben-
zellen n-Propan und n-Butan zu den entsprechenden Alkoho-
len, Ketonen und Carbonsduren oxydieren, wenn sie gleich-
zeitig in Methan als Wachstumssubstrat enthaltenden Wachs-
tumskulturen vorhanden sind. Leadbetter et al. stellen auf
Seite 103 fest «Propan oder n-Butan wurde nicht durch gewa- 2
schene Zellen oxydiert. Sie wurden jedoch oxydiert, wenn sie
gleichzeitig in Wachstumskulturen mit Methan als Wachs-
tumssubstrat vorlagen». Auf Seite 102 mutmassen Leadbetter
et al., dass der sec.-Alkohol ein Zwischenprodukt bei der
Umwandlung von Propan in Aceton ist. 3

Die Art des von Leadbetter et al. beschriebenen Verfah-
rens wurde als «Cooxydationstechnik» bezeichnet, da nicht
dem Wachstum dienende Kohlenwasserstoffe oxydiert wer-
den, wenn sie als Cosubstrate in einem Medium vorliegen, in
dem ein oder mehrere verschiedene Kohlenwasserstoffe fiir
das Wachstum vorliegen. Wie oben erértert, wandten Lead-
better et al. diese Technik an, wonach Pseudomonas metha-
nica auf Kosten von Methan geziichtet wurde, und eine Reihe
homologer Oxydationsprodukte wurde aus den Cosubstratga-
sen erhalten, z.B. entstand aus Athan Athanol, Acetaldehyd
und Essigsdure; aus Propan n-Propanol, Propionsiure und
Aceton; aus n-Butan n-Butanol, n-Buttersédure und 2-Buta-
non.

Mehrere Veroffentlichungen bezogen sich auf die Verof-
fentlichung von Leadbetter et al. beziiglich der Produktion 4
von Ketonen aus Alkanen in verschiedenen Versuchen zum
Verstindnis des Umwandlungsmechanismus (d.h., 1duft die
Umwandlung iiber eine sec.-Alkohol-Zwischenstufe?).

Dieser Stand der Technik beschreibt kein Verfahren, bei
dem «ruhende» Mikrobenzellen oder aus methylotrophen, 5
aerob auf Ci-Verbindungen (z.B. Methan, Methanol, Me-
thylamin usw.) geziichteten Mikroorganismen stammende
Enzympriparate Cs-Ce-Alkane oder C;—Ce-sec.-Alkohole in
die entsprechenden Methylketone iiberfiihren. Bekanntlich
sind «ruhende» Mikrobenzellen von «wachsenden» Mikro-
benzellen dadurch unterscheidbar, dass erstere nicht in einem
Wachstumsmedium gehalten werden, d.h. in einem Medium
mit einer Quelle fiir Kohlenstoff und Stickstoff, wihrend letz-
tere in einem Wachstumsmedium gehalten werden, wo sie
aktiv wachsen und sich vermehren kénnen. 6

Wihrend A.W. Thompson, J.G. O'Neill und J.F. Wilkin-
son [Arch. Microbiol., 109, 243-246 (1976) «Acetone Produc-
tion by Methylobacteria»] offenbarten, dass Aceton wihrend
des Stoffwechsels von Athan und Produkten der Athanoxyda-
tion durch gewaschene Suspensionen von methylotrophen 6
Mikroorganismen, wie Methylosinus trichosporium OB3b
und Methylomonas albus BG8, beobachtet wurde, offenbaren
Thompson et al. nicht die Produktion von Ketonen aus
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C3-Ce-Alkanen oder Cs-Ce-sec.-Alkoholen.

Hutchinson, Whittenbury und Dalton [J. Theor. Biol., 58,
325-335 (1976) «A Possible Role of Free Radicals in the Oxi-
dation of Methane by Methylococcus capsulatus»] und Colby
und Dalton [J. Biochem., 157, 495-497 (1976) «Some Proper-
ties of a Soluble Methane Mono-Oxygenase From Methylo-
coccus capsulatus, Stamm Bath»] berichteten, dass Athylen
durch die losliche Methan-Monooxygenase aus Methylococ-
cus capsulatus, Stamm Bath, oxydiert wird. Diese letzteren
Forscher berichteten, dass die «teilchenférmigen Membran-
préparate» von Methylococcus capsulatus, Stamm Bath,
keine Methan-Oxygenase-Aktivitdt hatten, bestimmt nach
dem Test des Brommethan-Verschwindens.

Cerniglia, Blevins und Perry [Applied and Environmental
Microbiology, 32 (6), 764-768 (1976) «Microbial Oxidation
and Assimilation of Propylene»] beschrieben die Oxydation
von Propylen durch Mikroorganismen zu den entsprechenden
Alkoholen und Carbonséuren.

In jiingster Zeit offenbarten Colby, Stirling und Dalton,
[J. Biochem., 165, 395-402 (August 1977) «The Soluble
Methane Mono-Oxygenase of Methylococcus capsulatus
(Bath) Its Ability to Oxygenate n-Alkanes, n-Alkenes, Ethers
and Alicyclic, Aromatic and Heterocyclic Compounds»]; dass
die 18sliche Fraktion von Methylococcus capsulatus, Stamm
Bath, eine sehr unspezifische Oxygenase ist, da sie Alkane zu
Alkoholen, Alkene zu 1,2-Epoxiden, Didthyléther zu Athanol
und Athanal, Styrol zu Styrolepoxid und Pyridin zu Pyridin-
N-oxid oxydiert.

Auf der Grundlage des '*0-Einbaus aus '*0: in die Zellbe-
standteile von Pseudomonas methanica vermuteten Leadbet-
ter und Foster [Nature, 184, 1428-1429 (1959) «Incorporation
of Molecular Oxygen in Bacterial Cells Utilizing Hydrocar-
bons For Growth»], dass am anféinglichen oxydativen Angriff
auf Methan eine Oxygenase beteiligt sei. Higgins und Quayle
[J. Biochem., 118, 201-208 (1970) «Oxygenation of Methane
by Methane-Grown Pseudomonas methanica and Methano-
monas methanooxidans»] isolierten CHs '*OH als das Pro-
dukt der Methanoxydation, wenn Suspensionen von Pseudo-
monas methanica oder Methanomonas methanooxidans
Methan in an 02 angereicherten Atmosphiren oxydieren
konnten. Die Folgebeobachtung einer Methan-stimulierten
NADH-Oxydation, katalysiert durch Extrakte von Methylo
coccus capsulatus, durch Ribbons [J. Bacteriol., 122,
1351-1363 (1975) «Oxidation of Ci-Compounds by Particu-
late Fractions Fiom Methylococcus capsulatus: Distribution
and Properties of Methane-Dependent Reduced Nicotina-
mide Adenine Dinucleotide Oxidase (methane hydroxylase)»]
und Ribbons und Michalover, FEBS Lett. 11, 41-44 (1970)
«Methane Oxidation by Cell-Free Extracts of Methylococcus
capsulatus» oder Methylomonas Methanica Ferenci (FEBS
Lett. 41, 94-98 (1974) «Carbon Monocide-Stimulated Respi-
ration in Methane-Utilizing Bacteria») vermuteten, dass das
fiir diese Oxydation verantwortliche Enzym eine Monooxyge-
nase ist. Diese Forscher stiitzten sich auf indirekte Enzym-
tests, in dem spektrophotometrisch Methan-stimuliertes
NADH-Verschwinden oder polarographisch Methan-stimu-
liertes O2-Verschwinden gemessen wurde. In jiingerer Zeit
wurden Methan-Monooxygenase-Systeme teilweise gereinigt
aus Methylosinus trichosporium OB3b [Tonge, Harrison und
Higgins, J. Biochem., 161, 333-344 (1977) «Purification and
Properties of the Methane-Monooxygenase Enzyme System
From Methylosinus trichosporium OB3b» und Tonge, Harri-
son, Knowles und Higgins, FEBS Lett., 58, 293-299 (1975)
«Properties and Partial Purification of the Methane-Oxidi-
zing Enzyme System From Methylosinus trichosporium»]
und aus Methylococcus capsulatus (Bath) [Colby und Dalton,
J. Biochem., 171, 461-468 (1978) «Resolution of the Methane
Mono-Oxygenase of Methylococcus capsulatus (Bath) Into
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Three Components» and Colby, Stirling und Dalton, J. Bio-
chem., 165, 395-402 (1977) «The Soluble Methane Mono-
Oxygenase of Methylococcus capsulatus (Bath), «Its Ability
to Oxygenate n-Alkanes, n-Alkenes, Ethers and Alicyclic,
Aromatic and Heterocyclic Compounds»}.

Die mikrobiologische Bildung von Methylketonen in Séu-
getieren, Bakterien und Fungi ist gut bekannt. Das Keton bil-
det sich jedoch durch Decarboxylierung einer p-Ketosdure
und hat daher ein Kohlenstoffatom weniger als die Vorstufe.
Andererseits stellt die bakterielle Bildung von Methylketonen
aus n-Alkanen, zuerst von Leadbetter und Foster [Arch.
Mikrobiol,, 35, 92-104 (1960)], eine einzigartige o-Oxydation
dar, ohne Veridnderung des Kohlenstoffskeletts. In diesem
letzteren Bericht wurde jedoch festgestelit, dass die Ketonbil-
dung eine Cooxydation in Gegenwart des Wachstumssub-
strats war, und gaben an, dass bei den ruhenden Zellen keine
Aktivitat gefunden wurde.

Phenazinmethosulfat-(PMS)-abhéngige Methanol-De-
hydrogenase aus vielen methylotrophen Bakterien ist einge-
hend beschrieben worden. Dieses Enzym oxydiert primére
Alkohole von Ci-Cio, oxydiert aber nicht sekundire Alko-
hole. Nicotinamid-adenin-dinucleotid (NAD)-abhéngige
Alkohol-Dehydrogenasen aus Leber und Hefe sind beschrie-
ben worden. Diese Alkoholdehydrogenasen oxydieren pri-
miire Alkohole und Acetaldehyd, zeigen aber bei Methanol
keine Aktivitit. Ausserdem oxydieren die Alkoholdehydroge-
nasen aus Hefe und Leber auch einige sekundire Alkohole
mit sehr geringer Geschwindigkeit (< 1% der Athanolaktivi-
tit). NAD(P)-abhingige Alkoholdehydrogenasen wurden
auch in Pseudomonas, E. coli und Leuconostoc beschrieben.
Diese Enzyme waren jedoch nur gegeniiber langkettigen pri-
miren Alkoholen oder Hydroxyfettsduren aktiv. In jiingerer
Zeit wurde ein NAD-gebundenes, Methyl-oxydierendes
Enzym in einem Heferohextrakt beschrieben [R.J. Mehta, J.
Bacteriol., 124, 1165-1167 (1975)]. Soweit bekannt, gibt és in
der Literatur keinen Bericht iiber ein sec.-Alkohol-spezifi-
sches Alkoholdehydrogenase-(SADH)-Enzym.

Da Qgata et al. [J. Ferm. Technol., 48, 389-396 (1970)]
zuerst von der Assimilierung von Methanol durch eine Hefe
berichteten, sind zahlreiche Methanol-verwertende Stamme
aus natiirlichen Quellen isoliert oder in Ausgangskultur-
sammlungen gefunden worden. Interesse an der Kultivierung
von Mikroorganismen auf billigen und reichlich zur Verfu-
gung stehenden Verbindungen, wie Methanol, ist als Folge
der méglichen Bedeutung mikrobiellen Proteins als Nah-
rungsmittel oder Futtermaterial stark gestiegen. Die Produk-
tion von Einzell-Protein (SCP) aus Methanol-geziichteten
Hefen ist in verschiedenen Ver6ffentlichungen erdrtert wor-
den. Es wurde gezeigt, dass die Oxydation von Methanol und
anderen priméiren Alkoholen in Hefen durch eine Alkohol-
oxydase katalysiert wird. Alkoholoxydase enthielt Flavin-
adenin-dinucleotid (FAD) als prosthetische Gruppe. Sekun-
dire Alkohole wurden durch diese Alkoholoxydase nicht
oxydiert.

Die Erfindung bezieht sich also auf ein Verfahren zur
mikrobiologischen Umwandlung eines organischen Substra-
tes der Gruppe der C3-Ce-n-Alkane oder C3-Ce-sec.-Alkohole
in C3—Cs-sec.-Alkohole oder C3-Ce-Methylketone, das
dadurch gekennzeichnet ist, dass man das die genannten
Ci-Ce-n-Alkane oder C;-Cs-sec. Alkohole enthaltendes Reak-
tionsmedium unter aeroben Bedingungen mit mikrobiellen
Zellen mit Oxigenase- oder Dehydroxygenase-Enzymaktivi-
tit, die von einem methylotrophen Mikroorganismus abgelei-
tet sind, oder mit einem Enzympriparat, das von den genann-
ten Zellen abgeleitet ist, in Berithrung bringt, wobei kein
Wachstumsmedium fiir die genannten Zellen vorhanden ist,
und man unter solchen Bedingungen arbeitet, dass minde-
stens ein Teil des Alkan- oder sec.-Alkoholmolekiils in isolier-

baren Mengen zu dem entsprechenden sec.-Alkohol oder
Methylketon durch die genannten Zellen oder das Enzympré-
parat oxydiert wird, und wobei der genannte Mikroorganis-
mus unter aeroben Bedingungen in einem N#hrmedium, das

5 eine Ci-Verbindung enthilt, geziichtet worden war.

Erfindungsgemiss kann man z.B. Aceton und 2-Butanon
herstellen, indem man ein entsprechendes Cs-Cs-Alkan oder
eine einen C3-Ce-sec.-Alkohol unter aeroben Bedingungen
mit Mikrobenzellen obligater oder fakultativer methylotro-

10 pher Mikroorganismen oder aus solchen Zellen stammenden
Enzympriparaten in Beriihrung bringt, wobei die Mikroorga-
nismen zuvor unter aeroben Bedingungen in einem Nédhrme-
dium, vorzugsweise einem mineralischen Ndhrmedium, kulti-
viert worden sind.

15 Beispiele fiir die im Nahrmedium enthaltene C:-Verbin-

dung sind Methan (im Falle Methan-verwertender methylo-

tropher Mikroorganismen), Methanol, Dimethyléther,

Methylamin, Methylformiat, Methylcarbonat usw.; es konnen

aber auch Athanol, Propanol, Butanol usw. im Nihrmedium

enthalten sein.

Die Mikrobenzellen oder Enzympriparate, die aus den
Zellen stammen, die bei der Umwandlung der C;-Cs-Alkane
in die entsprechenden sec.-Alkohole und Ketone verwendet
werden sollen, stammen bevorzugt aus obligaten oder fakuita-
tiven Methan-verwertenden methylotrophen Mikroorganis-
men, nicht aber aus den Methylotrophen Mikroorganismen
des Methanol-verwertenden Typs. Die Mikrobenzellen oder
Enzympriparate, die aus den bei der Umwandlung von
C3-Ce-sec.-Alkoholen in die entsprechenden Ketone zu ver-
30 wendenden Zellen stammen, kdnnen entweder aus den obli-

gaten oder fakultativen Methan- oder Methanol-verwerten-
den methylotrophen Mikroorganismen stammen.

Es wurde auch gefunden, dass methylotrophe Hefe-
stimme aerob auf einer Vielzahl von Methylreste liefernden

35 kohlenstoffhaltigen Verbindungen, wie Methanol, Methyl-
amin, Methylformiat, Methylcarbonat, Dimethylédther usw.,
geziichtet werden kdnnen, um Mikrobenzellen oder daraus
stammende Enzympriparate hervorzubringen, und sie vermo-
gen lineare C3-Cs-sec.-Alkohole in die entsprechenden

40 Methylketone aerob zu iiberfiihren.

Bei einer bevorzugten Ausfiihrungsform des erfindungs-
gemiissen Verfahrens enthélt das Reaktionsmedium reduzier-
tes Nicotinamid-adenin-dinucleotid (NAD + ). Dieses
Nucleotid wurde in zellfreien Extrakten verschiedener Koh-

45 lenwasserstoff-verwertender Mikroben, einschliesslich Bakte-
rien und Hefen, gefunden. Dieses Enzym findet sich auch in
mit Methanol geziichteten Zellen. Es oxydiert spezifisch und
stéchiometrisch sec.-C3-Ce-Alkohole zu ihren entsprechen-
den Methylketonen. Das genannte Enzym wurde 2600fach

50 gereinigt und zeigt eine einzelne Proteinbande bei der Acryl-
amidgel-Elektrophorese. Es hat ein Molekulargewicht von
95 0003000 p. Dieses bakterielle SADH besteht aus zwei
Untereinheiten von 48 000 1 und zwei Zinkatomen pro Mole-
kiil des Enzymproteins. Sie kann insbesondere sec.-Alkohole,

55 vor allem 2-Propanol und 2-Butanol, oxydieren, primére
Alkohole werden durch SADH nicht oxydiert.

Wie oben erértert, vermogen die obligaten Methan-ver-
wertenden methylotrophen Mikroorganismen auf einem
Medium, das hauptsdchlich Methan, aber auch Methanol und

60 zahlreichen Methylreste liefernden Verbindungen, z.B. Dime-
thyldther, Methylformiat, Methylcarbonat usw. enthélt, zu
wachsen. Die fakultativen Methan-verwertenden methylotro-
phen Mikroorganismen wachsen gewohnlich nicht nur auf
Methan, Methanol und verschiedenen Methylreste liefernden

65 Verbindungen, wie oben erwéhnt, sondern sie vermodgen auch
zusitzlich auf verschiedenen anderen organischen Verbin-
dungen, wie Glucose, zu wachsen.

Die obligaten Methanol-verwertenden methylotrophen
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Mikroorganismen kdnnen mit Methan nicht wachsen, aber
mit Methanol und anderen Methylreste liefernden Verbin-
dungen, wie Methylamin, Methylformiat, Methylcarbonat
usw. Die fakultativen Methanol-verwertenden methylotro-
phen Mikroorganismen, wie die obligaten Methanol-verwer-
tenden methylotrophen Mikroorganismen, vermégen mit
Methan nicht zu wachsen, aber mit Methanol, den oben
erwihnten methylhaltigen und anderen organischen Verbin-
dungen, wie C2-Cs-Alkoholen und Glukose. Fiir das erfin-
dungsgemisse Verfahren jedoch sollten die obligaten oder
fakultativen Methanol verwertenden Mikroorganismen auf
dem Alkoholdehydrogenase-induzierenden Substrat geziich-
tet werden, d.h. Methanol, Athanol, Propanol, Butanol,
Methylamin und Methylformiat usw.

Der Ausdruck «Mikroorganismus» wird hier in seinem
breitesten Sinne verwendet und umfasst nicht nur Bakterien,
sondern gewohnlich auch Hefen, fadenformige Fungi, Acti-
nomyceten und Protozoen. Vorzugsweise umfassen die
Mikroorganismen Bakterien und insbesondere bevorzugt die
Bakterien, die Methan- und Methylreste liefernde kohlen-
stoffhaltige Verbindungen zu oxydieren vermégen.

Der Begriff « Enzympraparat» wird hier als jede stoffliche
Masse umfassend verwendet, die die gewiinschte Oxygenase-
oder Dehydrogenase-Enzymaktivitit zeigt. Der Begriff
bezieht sich z.B. auf lebende ganze Zellen, getrocknete Zellen,
Zellextrakte und raffinierte konzentrierte, aus den Zellen
stammende Préparate, insbesondere gereinigte sec.-Alkohol-
dehydrogenase und deren NAD*-Cofaktor und Metallbe-
darf. Enzympriparate kdnnen entweder in trockener oder
fliissiger Form vorliegen. Der Begriff umfasst auch die immo-
bilisierte Form des Enzyms, z.B. die ganzen Zellen der mit
Methan Methylresten geziichteten Mikroorganismen oder
Enzymextrakte, die an eine unldsliche Matrix durch kova-
lente chemische Bindungen, Absorption und Einschluss des
Enzyms in ein Gelgitter mit geniigend grossen Poren fiir
freien Durchgang der Substratmolekiile des Produkts, aber
hinreichend kleinen Poren zum Zuriickhalten des Enzyms
unbeweglich gemacht oder gebunden worden sind. Der
Begriff « Enzympriparat» umfasst auch Enzyme, die in Hohl-
fasermembranen zuriickgehalten werden, z.B. wie von Rony,
Biotechnology and Bioengineering (1971) offenbart.

Der Begriff «Teilchenfraktion» bezieht sich auf die
Enzymaktivitit in dem ausgefiliten oder sedimentierten
Material, wenn die iiberstehende Fliissigkeit nach dem Zen-
trifugieren zerbrochener Zellen bei 10 000 g fiir 30 min 1 h bei
10 000 g oder mehr zentrifugiert wird.

Das von R. Whittenbury, K.C. Philips und J.F. Wilkinson
[J. Gen. Microbiology, 61, 205-218 (1970) (nachfolgend Whit-
tenbury et al.)] vorgeschlagene Klassifikationssystem Methan-
oxydierender Bakterien ist das am breitesten anerkannte,
heute verwendete System. In diesem Klassifikationssystem
sind Methan-verwertende Bakterien auf der Grundlage mor-
phologischer Eigenschaften in fiinf Gruppen unterteilt. Diese
sind: Methylosinus, Methylocystis, Methylomonas, Methy-
lobacter und Methylococcus. Bakterien dieser von Whitten-
bury et al. angegebenen fiinf Gruppen verwerten Methan,
Dimethyldther und Methanol fiir die Wachstumsenergie und
wurden alle als strikt aerob und gram-negativ geschildert.

Gemiiss einer speziellen Ausfithrungsform des erfindungs-
gemissen Verfahrens wurde gefunden, dass Cs-Cs-Methyl-
ketone gebildet werden, indem die entsprechenden
C3-Ce-Alkane oder C3-Cs-sec.-Alkohole unter aeroben
Bedingungen mit ruhenden Mikrobenzellen obligater oder
fakultativer methylotropher Mikroorganismen oder aus sol-
chen Zellen stammenden Enzympréparaten in Beriihrung
gebracht werden, wobei die Mikroorganismen zuvor unter
aeroben Bedingungen in einem methanhaltigen Ndhrmedium
geziichtet worden sind. Bei diesem Verfahren kénnen zusitz-
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lich auch sec.-Alkohole aus den Cs-Cs-Alkanen gebildet wer-
den.
Gemiiss einer weiteren speziellen Ausfithrungsform wurde
gefunden, dass C3-Cs-Methylketone gebildet werden konnen,
5 indem die entsprechenden Cs-Ce-sec.-Alkohole unter aeroben
Bedingungen mit Mikrobenzellen (vorzugsweise ruhenden
Mikrobenzellen) aus obligaten oder fakultativen methylotro-
phen Mikroorganismen oder aus solchen Zellen stammenden
Enzympriparaten in Beriihrung gebracht werden, wobei die

10 Mikroorganismen zuvor unter aeroben Bedingungen in einem

methanolhaltigen Nidhrmedium geziichtet worden sind.
Uberraschenderweise wurde gefunden, dass die Mikro-

benzellen oder ihre Enzympriparate, worin die Zellen zuvor

mit Methanol als hauptsichlicher Kohlenstoff- und Energie-

15 quelle geziichtet worden sind, Cs-Ce-sec.-Alkohole in die ent-

sprechenden Methylketone zu iiberfithren vermdgen, nicht
aber die C:-Cs-Alkane in die entsprechenden Methylketone.
Die mit Methan geziichteten Mikrobenzellen oder deren
Enzympriparate vermogen hingegen sowohl Cs-Ce-Alkane

20 als auch C;—Ce-sec.-Alkohole in die entsprechenden Methyl-

ketone zu tiberfithren.

Die beim erfindungsgemissen Verfahren verwendeten
n-C3-Ce-Alkane sind lineare n-Alkane, ndmlich Propan, n-
Butan, n-Pentan und n-Hexan, am meisten bevorzugt sind als

25 Alkane entweder Propan oder n-Butan. Die Cs-Ce-sec.-Alko-

hole stammen vorzugsweise von linearen Cs-Ce-Alkanen ab,
insbesondere bevorzugt sind 2-Propanol und 2-Butanol.

Zu einer weiteren besonders bevorzugten Ausfiihrungs-
_form des erfindungsgemissen Verfahrens gehort ein Verfah-

30 ren zur Umwandlung von linearen C3-Cs-sec.-Alkoholen in

die entsprechenden Methylketone, indem ein linearer
C3-Ce-sec.-Alkohol unter aeroben Bedingungen mit einem
Enzympriparat in Berithrung gebracht wird, das das neue
C3-Ce-sec.-Alkoholdehydrogenase(SADH)-Enzym (in Form

35 eines Rohextraktes, gereinigter oder immobilisierter Form) in

Kombination mit Nicotinamid-adenin-dinucleotid (NAD*)
enthdlt.

Zum erfindungsgemissen Verfahren gehoren die folgen-
den bevorzugten Merkmale: -

40 Suspensionen ruhender Zellen der neuen Ci-verwerten-

den Mikroben oxydieren (dehydrieren) C3-Ce-sec.-Alkohole
zu ihren entsprechenden Methylketonen. Die erhaltenen
Methylketone sammeln sich extrazellulir an. Von den
sec.-Alkoholen konnte 2-Butanol mit der hochsten Geschwin-

45 digkeit oxydiert werden.

Mit Succinat geziichtete Zellen der neuen fakultativen
methylotrophen Isolate wandeln sec.-Alkohole nicht in
Methylketone um.

Ein gewisser enzymatischer Abbau von 2-Butanon konnte

50 beobachtet werden. Das Produkt, ndimlich 2-Butanon,

hemmte die Umwandlung von 2-Butanol zum entsprechenden
2-Butanon nicht. Die Produktionsgeschwindigkeit fiir 2-Buta-
non war fiir die ersten vier Stunden Inkubation bei den gete-
steten Kulturen linear.

55 Eine Hefekultur hatte die hochste Produktionsgeschwin-

digkeit und ein hoheres Temperaturoptimum (40 °C), und bei
45 °C lag eine verniinftig hohe 2-Butanon-Produktionsge-
schwindigkeit vor (die Bakterien hatten ein Temperaturopti-
mum von 35 °C).

60 Metallchelatisierende Mittel hemmen die Produktion von

2-Butanon, was die Beteiligung von Metall(en) nahelegt.

Die sec.-Alkoholdehydrogenase-Aktivitit fand sich in
dem zellfreien 16slichen Extrakt der durch Schall aufgebro-
chenen Zellen mit Ci geziichteter Isolate. Das zellfreie System

65 braucht insbesonders einen Cofaktor, vorzugsweise NAD*,

fiir seine Aktivitit. Die neue sec.-Alkoholdehydrogenase oxy-
diert spezifisch und stochiometrisch Cs-Ce-sec.-Alkohole zu
den entsprechenden Methylketonen. Das Enzym wurde
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2600fach gereinigt und zeigt eine einzelne Proteinbande bei
der Acrylamidgel-Elektrophorese. Es hat ein Molekularge-
wicht von 95 000 p. Die bakterielle SADH besteht aus zwei
Untereinheiten von 48 000 p und zwei Zinkatomen pro Mole-
kiil des Enzymproteins. Primare Alkohole werden durch die
SADH nicht in Ketone iiberfiihrt. Die pH- und Temperatur-
optimalwerte fiir SADH sind 8 bis 9 bzw. 30 bis 35 °C. Die
berechnete Aktivierungsenergie betrigt ca. 82909 J. Acryl-
amidgel-Elektrophorese der gereinigten SADH-Fraktion, mit
Coomassie-Brilliantbtau und Aktivititsfarbe verfirbt, sowie
die rohen, l6slichen, zellfreien Extrakte aus verschiedenen
Arten von mit Methanol geziichteten Mikroben, mit Aktivi-
tétsfarbe verféarbt, wurden verglichen. Sowohl der Protein-
fleck als auch der Enzymaktivititsfleck der gereinigten
SADH zeigte eine einzelne Proteinbande. Die Beweglichkeit
bei der Gelelektrophorese der SADH aus den verschiedenen
Arten von mit Methanol geziichteten Bakterienzellen war
identisch. Hefe-SADH hatte eine grossere Mobilitit gegen-
iiber der Anode bei der Gelelektrophorese. Der Zusatz von
Substraten bei der SADH-Reaktion verlangt keine obligatori-
sche Folge. Die SADH-AKktivitit wird durch metallchelatisie-
rende Mittel, durch starke Thioreagentien und durch das Pro-
dukt 2-Butanon inhibiert.

Zellsuspensionen von auf Methylreste liefernden Verbin-
dungen (z.B. Methanol, Methylamin, Methylformiat usw.)
geziichteten Hefen katalysieren die Umwandlung von
sec.~Alkoholen in die entsprechenden Methylketone.

Im erfindungsgemissen Verfahren einsetzbare zellfreie
Extrakte, die aus mit Methylresten (z.B. Methanol) geziichte-
ten Hefen stammen, katalysieren vorzugsweise eine
NAD+*-abhingige Oxydation von C:—Cs-sec.-Alkoholen zu
den entsprechenden Methylketonen. Die gereinigte
NAD *-spezifische sec.-Alkoholdehydrogenase aus mit
Methanol geziichteter Hefe ist nach der Polyacrylamidgel-
Elektrophorese homogen. Das gereinigte Enzym katalysiert
bevorzugt die Umwandlung von sekundiren Alkoholen in die
entsprechenden Methylketone in Gegenwart von NAD* als
Elektronenakzeptor. Primire Alkohole wurden durch das ge-
reinigte Enzym nicht oxydiert. Der optimale pH-Wert fiir die
Umwandlung von sec.-Alkoholen durch das gereinigte, aus
Hefe stammende Enzym ist 8. Das Molekulargewicht der ge-
reinigten, aus Hefe stammenden SADH, durch Gelfiltration
bestimmt, ist 98 000 £ 3000, und die Grosse einer Unterein-
heit, bestimmt nach der Natriumdodecylsulfatgelelektropho-
rese, ist 48 000. Die Aktivitéit der gereinigten, aus Hefe stam-
menden SADH wurde durch Sulfhydrylinhibitoren und
Metall-bindende Mittel gehemmt.

C3-Ce-n-Alkane werden insbesondere in C3-Cs-sec.-Alko-
hole durch Zellsuspensionen der mit Methan geziichteten
Methylotrophe umgewandelt, und die sec.-Alkohole sammeln
sich gewdhnlich extrazelluldr an. Andere Mikroorganismen,
z.B. Hefen, Actinomyceten und Fungi, mit C:-Verbindungen
geziichtet, konnen die Cs-Ce-n-Alkane zu den entsprechen-
den sec.-Alkoholen oxydieren.

C3-Ce-n-Alkane werden in C3-Ce-sec.-Alkohole bevorzugt
durch zellfreie Teilchenfraktionen umgewandelt, die aus den
genannten methylotrophen Mikroorganismen stammen. Die
Reaktion erfordert vor allem Sauerstoff und reduziertes Nico-
tinamid-adenindinucleotid (NADH) als Elektronendonor.
Die Umwandlung der n-Alkane in die sec.-Alkohole kann
durch schwefelhaltige Verbindungen und metallbindende
Mittel, wie a,-Bipyridyl, Thiosemicarbazid, Thioharnstoff,
1,10-Phenanthrolin und 8-Hydroxychinolin, gehemmt werden
(dies ldsst die Beteiligung von Metallionen an der Oxydation
von C3-Ce-n-Alkanen zu sec.-Alkoholen vermuten). Die
Hydroxylierung von C3-Cs-n-Alkanen zu den entsprechenden
sec.-Alkoholen kann durch die Gegenwart von Propylen
gehemmt werden. Dies lisst vermuten; dass das Propylen und

n-Alkane (z.B. Propan) um dasselbe Enzymsystem(e) konkur-

rieren. Ascorbat und reduziertes nicotinamid-adenin-dinu-

cleotid-phosphat (NADPH) kdnnten auch als Elektronendo-

noren anstelle von NADH fiir die Hydroxylierung von n-

Alkanen zu den entsprechenden sec.-Alkoholen verwendet

werden.

Zu einer bevorzugten Gruppe von Methan-verwertenden
methylotrophen Mikroorganismen gehoren solche Mikroor-
ganismen, die aus den Gattungen Methylosinus, Methylocy-
stis, Methylomonas, Methylobacter, Methylococcus und
Methylobacterium stammen.

Zu einer bevorzugten Gruppe von Methanol-verwerten-
den methylotrophen Mikroorganismen gehéren solche
Mikroorganismen, die aus Gattungen Methanomonas, Pseu-
15 domonas, Bacterium, Hyphomicrobium, Achromabacter, Pro-
taminobacter, Vibrio, Rhodopseudomonas, Bacillus, Brevi-
bacterium, Candida und Hansenula stammen.

Das von R. Whittenbury, K.C. Phillips und J.F. Wilkinson
{J. Gen. Microbiology, 61, 205-218 (1970), nachfolgend Whit-
tenbury et al.] vorgeschlagene Klassifikationssystem Methan-
oxydierender Bakterien ist das am breitesten anerkannte, der-
zeit verwendete System. Bei diesem Klassifikationssystem
werden auf der Grundlage morphologischer Eigenschaften
Methan-verwertende Bakterien in fiinf Gruppen unterteilt.

25 Diese sind: Methylosinus, Methylocystis, Methylomonas,

Methylobacter und Methylococcus. Bakterien dieser fiinf von

Whittenbury et al. berichteten Gruppen verwerten Methan,

Dimethyléther, Methanol, Methylformiat und Methylcarbo-

nat zur Wachstumsenergie, und von allen wurde berichtet,

dass sie strikt aerob und gram-negativ seien. Sie zeichnen sich
auch dadurch aus, dass sie nicht-endosporen-bildend sind,

d.h., die Fahigkeit zur Bildung von Zysten und Exosporen mit

komplexer Feinstruktur und komplexer Innenstruktur haben.

Die von Whittenbury et al. (deren Offenbarung hiermit
35 einbezogen wird) geschilderten methylotrophen Mikroorga-
nismen kommen vor allem fiir die praktische Durchfithrung
der Erfindung in Betracht. Insbesondere kann man die in
Tabelle 4, Seite 214 der Veroffentlichung von Whittenbury et
al. aufgefiihrten Methan-verwertenden methylotrophen
Mikroorganismen verwenden, d.h. Mikroorganismen, die wie
folgt identifiziert sind: Methylosinus trichosporium, Methylo-
sinus sporium, Methylocystis parvus, Methylomonas metha-
nica, Methylomonas albus, Methylomonas streptobacterium,
Methylomonas agile, Methylomonas rubrum, Methylomonas
rosaceus, Methylobacter chrooccum, Methylobacter bovis,
Methylobacter capsulatus, Methylobacter vinelandii, Methy-
lococcus capsulatus [einschliesslich Methylococcus capsula-
tus, Stamm Bath, erwihnt von J. Colby and H. Dalton, J. Bio-
chem., 157, 495-497 (1976)] und Methylococcus capsulatus,
Stamm Texas, erwihnt von D.W., Ribbons, J. Bacteriol., 122,
1351-1363 (1975) und Methylococcus minimus. Diese methy-
lotrophen Mikroorganismen konnen in Form ihrer ganzen
Zellen, ihrer Enzymextrakte oder immobilisierter Priparate
solcher ganzer Zellen oder Enzymextrakte, z.B. durch Ver-

55 wendung von DEAE-Cellulose oder Ionenaustauscherharz
oder pordser Aluminiumoxidtriger, verwendet werden. In
den Fillen, in denen sich das oxydative Enzymsystem ansam-
melt oder mit der Zellmembran eng assoziiert, wird manch-
mal das Enzym in einer zellgebundenen Form bevorzugt ver-

60 wendet.

Subkulturen mancher methylotropher Mikroorganismen,
von Whittenbury et al. beschrieben, sind bei der amtlichen
Hinterlegungsstelle des United States Department of Agricul-
ture, Agriculture Research Service, Northern Regional Rese-

65 arch Laboratory, Peoria, Illinois, 61604, hinterlegt worden
und haben die nachfolgend angegebenen einzelnen NRRL-
Stammbezeichnungen von der Hinterlegungsstelle erhalten.
Diese Subkulturen sind nach den Vorschriften des Depart-
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ment of Agriculture ohne jede Beschrinkung hinterlegt wor-
den, so dass vermehrungsfihiges Material dieser Stimme der
Offentlichkeit zur Verfiigung steht. Hinterlegte Stamme
methylotropher Mikroorganismen sind nachfolgend angege-
ben:

Kultur Bezeichnung des USDA
Agricultural Research
Service

Methylosinus trichosporium OB3b NRRL B-11.196

Methylosinus sporium S NRRL B-11.197

Methylocystis parvus OBBP NRRL B-11.198

NRRL B-11.199
NRRL B-11.200
NRRL B-11.201

Methylomonas methanica S
Methylomonas albus BG8
Methylobacter capsulatus Y

Vermehrungsfihiges Material dieser Stdmme ist jeder-
mann auf Verlangen ohne Beschrankung der Verfiigbarkeit
zugénglich. Subkulturen der vorgenannten Stimme wurden
urspriinglich von R. Whittenbury, Department of Biological
Science, University of Warwick, Warwickshire, Coventry,
England, erhalten.

Die morphologischen und taxonomischen Merkmale und
Eigenschaften der vorerwéhnten methylotrophen Stimme
sind wie folgt:

Methylosinus trichosporium OB3b NRRL B-11.196
Bildet weisse Kolonien auf Salzagarplatten in Gegenwart
von Methan oder Methanol. Die Organismen sind beweglich,
stabchenférmig, gram-negativ und aerob. Hiufig werden
Rosetten gebildet. Besitzt eine Membranstruktur des Typs I1.

Methylosinus sporium 5 NRRL B-11.197

Bildet weisse Kolonien auf Salzagarplatten in Gegenwart
von Methan oder Methanol. Die Organismen sind beweglich,
stdbchenférmig, gram-negativ und aerob. Hiufig werden
Rosetten gebildet. Organismen bilden Exosporen, die wirme-
besténdig sind; Sporen keimen von den keine Flagellen tra-
genden Polen der Organismen weg, die Vibrio-Form annah-
men. Andere organische Verbindungen als Methan und
Methanol unterhalten das Wachstum nicht. Besitzt eine Mem-
branstruktur des Typs I1.

Methylocystis parvus OBBP NRRL B-11.198

Bildet schleimige weisse Kolonien auf Salzagarplatten in
Gegenwart von Methan oder Methanol. Die Organismen sind
unbeweglich, von der Gestalt eines Cocco-Bacillus, gram-
negativ und aerob. Organismen bilden Zysten, die austrock-
nungsbestdndig, aber nicht wirmebestindig sind. Wichst auf
Kosten von Methan oder Methanol. Andere organische Ver-
bindungen als Methan und Methanol unterhalten das Wachs-
tum nicht. Hat eine Membranstruktur des Typs II.

Methylomonas methanica Si NRRL B-11.199

Bildet rosa-farbene Kolonien auf Salzagarplatten in
Gegenwart von Methan oder Methanol. Die Organismen sind
beweglich, stabchenférmig, gram-negativ und aerob. Bildet
schleimige Kapseln. Sie wachsen auf Kosten von Methan und
Methanol. Andere organische Verbindungen als Methan und
Methanol unterhalten das Wachstum nicht. Besitzt eine Mem-
branstruktur des Typs L.

Methylomonas albus BG8 NRRL B-11.200
Bildet weisse Kolonien auf Salzagarplatten in Gegenwart

von Methan oder Methanol. Die Organismen sind beweglich,

stibchenférmig, gram-negativ und aerob. Bildet schleimige
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Kapseln. Wichst auf Kosten von Methan und Methanol.
Andere organische Verbindungen als Methan und Methanol
unterhalten das Wachstum nicht. Hat eine Membranstruktur
des Typs L.

Methylobacter capsulatus Y NRRL B-11.201

Bildet weisse bis braune Kolonien auf Salzagarplatten in
Gegenwart von Methan oder Methanol. Die Organismen sind
beweglich, stdbchenférmig, gram-negativ und aerob. Bildet
schleimige Kapseln. Wichst auf Kosten von Methan und
Methanol. Andere organische Verbindungen als Methan und
Methanol unterhalten das Wachstum nicht. Besitzt eine Mem-
branstruktur des Typs I.

Kiirzlich teilten Patt, Cole und Hanson [International J.
Systematic Bacteriology, 27 (2), 226-229 (1976)] mit, dass
methylotrophe Bakterien solche Bakterien sind, die nicht-
autotroph unter Verwendung von Kohlenstoffverbindungen
mit einem oder mehreren Kohlenstoffatomen, aber ohne
Kohlenstoff-Kohlenstoff-Bindungen wachsen kénnen. Patt et
al. schlugen vor, dass Methylotrophe als «obligat» angesehen
werden sollten, wenn sie nur Kohlenstoffverbindungen ohne
Kohlenstoff-Kohlenstoff-Bindungen (z.B. Methan, Methanol,
Dimethyldther, Methylamin usw.) als einzige Quellen fiir
Kohlenstoff und Energie zu verwerten vermdgen, wihrend
«fakultative» Methylotrophe solche Organismen sind, die
Verbindungen ohne Kohlenstoff-Kohlenstoff-Bindungen
sowie komplexe Verbindungen mit Kohlenstoff-Kohlenstoff-
Bindungen als einzigen Quellen fiir Kohlenstoff und Energie
zu verwerten vermogen. In ihrer Veroffentlichung offenbarten
Patt et al. ein Methan-oxydierendes Bakterium, das sie als
Methylobacterium organophilum sp. nov. (ATCC 27.886)
identifizierten. Dieses Bakterium unterscheidet sich vermut-
lich von allen zuvor beschriebenen Gattungen und Arten
Methan-verwertender Bakterien aufgrund seiner Fihigkeit,

eine Vielzahl organischer Substrate mit Kohlenstoff-Kohlen-

stoff-Bindungen als Quellen fiir Kohlenstoff und Energie zu
verwerten.

Nach einer weiteren Ausfithrungsform wurde gefunden,
dass dieser Mikroorganismus (Methylobacterium organophi-
lum sp. nov. ATCC 27.886) und andere mit Methan oder
Methanol geziichtete fakultative methylotrophe Mikroorga-
nismen auch Ci;-Ce-Alkane und C;-Cs-sec.-Alkohole zu oxy-
dieren vermdgen. Mit anderen Worten, sie besitzen oxydative
(und Alkoholdehydrogenase-)Enzymaktivitit, wenn sie in
Gegenwart von Methan oder Methanol (im Falle der Alko-
holdehydrierung) kultiviert worden sind. Wie oben, im Hin-
blick auf die Methan-verwertenden methylotrophen Mikroor-
ganismen von Whittenbury et al. erdrtert, kdnnen die fakulta-
tiven Methylotrophen in Form ihres léslichen Extrakts ver-
wendet oder immobil gemacht oder in zellgebundener Form
verwendet werden, wenn sie beim erfindungsgeméssen Verfa-
hen Verwendung finden.

Andere bekannte Methan-verwertende methylotrophe
Stdmme konnen beim erfindungsgeméssen Verfahren verwen-
det werden, z.B. Methylomonas sp. AJ-3670 (FERM P-2400),
erwihnt in der US-PS 3 930 947 als vom Fermentation Rese-
arch Institute, Agency of Industrial Science and Technology,
Ministry for Industrial Trade and Industry, Chiba, Japan, frei
verfiigbar, und Methylococcus 999, in der US-PS 4 042 458
mit der NCIB-Zugangsnummer 11083 erwdhnt, sowie Methy-
lomonas SM3 mit der NCIB-Zugangsnummer 11084
(beschrieben in der niederldndischen Patentanmeldung
74/16644). Gemische methylotropher und nichtmethylotro-
pher Mikroorganismen kdnnen verwendet werden, wie die in
den US-PSen 3 996 105 und 4 042 458 beschriebenen Systeme.

Im Stand der Technik sind verschiedene obligate und
fakultative Methanol-verwertende methylotrophe Mikroorga-
nismen beschreiben (d.h. solche Methylotrophen, die mit
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Methan nicht zu wachsen vermégen). Von diesen friiher
beschriebenen Mikroorganismen stammende Mikrobenzellen
und deren Enzympriparate, worin die Mikroorganismen mit
Methanol geziichtet worden sind, vermogen Cs—Ce-sec.-Alko-
hole in die entsprechenden Methylketone zu iiberfiihren. Spe-
zielle Methanol-verwertende methylotrophe Mikroorganis-
men, die frither beschrieben worden sind und fiir die prakti-
sche Durchfiihrung des erfindungsgemissen Verfahrens sind,
sind nachfolgend beschrieben.

An eine einzige Lebensbedingung gebundene (obligate)
Methanol-verwertende methylotrophe Mikroorganismen:

Methanomonas methylovora, ATCC 21.852 [K. Kouno et
al., J. Gen. and Appl. Microbiol., 19, 11 (1973)]. Die Organis-
men sind gram-negativ, beweglich, nicht-sporenbildend. Die
Organismen wachsen nur mit Methanol und Methylamin.
Methan unterhilt das Wachstum nicht.

Pseudomonas sp., ATCC 21.439. Die Organismen sind
weiss, gram-negativ und frei beweglich. Sie wachsen mit
Methanol und Methylamin, nicht aber mit Methan.

Pseudomonas wi [J.S. Dahl et al., J. Bacteriol., 109, 916
(1972)]. Die Organismen sind gram-negativ, beweglich, nicht-
sporenbildend. Die Organismen wachsen nur mit Methanol
und Methylamin. Methan unterstiitzt das Wachstum nicht.

Bacterium C:A: {J. Colby und L.J. Zatman, J. Biochem.,
132, 101 (1973)]. Die Organismen sind gram-negativ. Sie
wachsen nur mit Methanol und Methylamin. Methan unter-
hilt das Wachstum nicht.

Bacterium 4B6 [J. Colby und L.J. Zatman, J. Biochem.,
132, 101 (1973)]. Die Organismen sind gram-negativ und
beweglich. Sie wachsen nur mit Methylamin. Methan, Metha-
nol und andere organische Verbindungen unterstiitzen das
Wachstum nicht.

Hyphomicrobium sp. [N. Takada et al., Proc. Japan Soc.
for Ferment. Tech., S. 72 (1973)]. Die Organismen sind farb-
lose, gestielte Bakterien, die wachsen, indem sie von den
Enden der Hyphae wegknospen. Sie wachsen mit Methanol
und Methylamin. Methan unterhilt das Wachstum nicht.

Achromobacter sp. [S. Kubasawa et al., Proc. Japan Soc.
for Agricultural Chem., S. 344 (1970)]. Die Organismen sind
gram-negativ, nicht-sporenbildend und beweglich. Sie wach-
sen nur mit Methanol. Methan unterhilt das Wachstum nicht.

Fakultativ Methanol-verwertende methylotrophe Mikro-
organismen: ) .

Peudomonas sp. ATCC 21.438. Die Organismen sind rosa,
gram-negativ und beweglich. Sie wachsen mit Methanol,
Methylamin und anderen organischen Verbindungen, nicht
aber mit Methan.

Pseudomonas AM: [Peel und Ouayle, J. Biochem., 81, 465
(1961)]. Die Organismen sind gram-negativ, rosa, beweglich
und nicht-sporenbildend. Sie wachsen mit Methanol, Me-
thylamin, Methylformiat und anderen organischen Verbin-
dungen, nicht aber mit Methan.

Hyphomicrobium sp. [Hirsh und Conti, Arch. Mikrobiol.,
62, 289 (1968)]. Die Organismen sind farblose, gestielte Bakte-
rien, die wachsen, indem sie von den Enden der Hyphae her
knospen. Sie wachsen mit Methanol, Methylamin, Methylfor-
miat und anderen organischen Verbindungen, nicht aber mit
Methan.

Protaminobacter ruber {Stocks und McCleskey, J. Bacte-
riol., 88, 1065 (1964)]. Die Organismen sind rot, gram-negativ
und beweglich. Sie wachsen mit Methanol, Methylamin,
Methylformiat und organischen Verbindungen, nicht aber mit
Methan. :

Vibrio extorquens [Bassalik, Jb. Wiss Bot., 53, 255 (1913)].
Die Organismen sind rot, beweglich, gram-negativ. Sie wach-
sen mit Methanol, Methylformiat und anderen organischen
Verbindungen, nicht aber mit Methan.

Rhodopseudomonas acidophila [H. Sahm et al., J. Gen.
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Microbiol., 94, 313 (1976)]. Die Organismen sind gram-nega-
tiv. Sie wachsen anaerob in Gegenwart von Licht mit Metha-
nol und anderen organischen Verbindungen, nicht aber mit
Methan.

Pseudomonas MS ATCC 25.262 [H.F. Kung und C. Wag-
ner, Biochem. J., 116, 357 (1970)]. Die Organismen sind gram-
negativ, beweglich und nicht sporenbildend. Sie wachsen mit
Methanol, Methylamin und anderen organischen Verbindun-
gen, nicht aber mit Methan.

Achromobacter rufescens [T. Akiba et al., J. Fermentation
Technology, 48, 323 (1970)]. Die Organismen sind gram-nega-
tiv, beweglich und nicht-sporenbildend. Sie wachsen mit
Methanol und anderen organischen Verbindungen, nicht aber
mit Methan.

Bacillus soraceus [T. Akiba et al., J. Fermentation Techno-
logy, 48, 323 (1970)]. Die Organismen sind gram-positiv und
unbeweglich. Sie wachsen mit Methanol und anderen organi-
schen Verbindungen, nicht aber mit Methan.

Brevibacterium sp. [ver6ffentlichte japanische Patentan-
meldung 48-77083, Fukimbara et al. (1973)]. Die Organismen
sind gram-negativ und nicht-sporenbildend. Sie wachsen mit
Methanol und anderen organischen Verbindungen, nicht aber
mit Methan.

Pseudomonas M2 [C. Anthony und L.J. Zatman, Bio-
chem. J., 92, 609 (1964)]. Die Organismen sind gram-negativ,
beweglich und nicht-sporenbildend. Sie wachsen mit Metha-
nol, Methylamin, Methylformiat und anderen organischen
Verbindungen, nicht aber mit Methan.

Pseudomonas C [Y. Chalfan und R.1. Mateles, Appl.
Microbiol., 23, 135 (1972)}. Die Organismen sind gram-nega-
tiv, beweglich und nicht-sporenbildend. Sie wachsen mit
Methanol, Methylformiat und anderen organischen Verbin-
dungen, nicht aber mit Methan.

In fritheren Arbeiten wurden auch verschiedene fakultativ
Methanol-verwertende methylotrophe Hefen beschrieben
(d.h. Hefen sind nicht in der Lage, mit Methan zu wachsen.
Aus diesen friiher beschriebenen Hefen stammende Mikro-
benzellen und ihre Enzympriparate (insbesondere die zell-
freien Extrakte, die SADH-Enzymaktivitidt und NAD* ent-
halten), worin die Hefe-Mikroorganismen mit Methanol oder
einer dhnlichen Ci-Verbindung (d.h. einer Methylreste lie-
fernden Verbindung) geziichtet worden sind, vermdgen unter
aeroben Bedingungen C;-Cs-sec.-Alkohole in die entspre-
chenden Methylketone zu iiberfithren.

Spezielle Ci-Verbindungen verwertende methylotrophe
Hefen, die friiher beschrieben wurden und bei der prakti-
schen Durchfiihrung des erfindungsgeméssen Verfahrens
brauchbar sind, sind folgende: Candida utilis ATCC 26387;
Candida utilis NRRL Y-660; Hansenula polymorpha ATCC
26012; Hansenula polymorpha NRRL Y-2214; Hansenula
polymorpha NRRL Y-2267; Hansenula anomala NRRL'Y
336; Pichiapastoris NRRL Y-55; Pichia pastoris NRRL Y-
7556.

Ausserdem konnen die folgenden neu isolierten Hefen bei
der praktischen Durchfiihrung des Verfahrens verwendet wer-
den:

Stamm- ER&F- USDA-Agriculture
Bezeichnung Bezeichnung Research
Center-Bezeichnung
Pichia sp. CRL-72 NRRL Y-11.328
Torulopsis sp. A NRRE Y-11.415
Kloeckera sp. A NRRL Y-11.420

Diese neuen Hefe-Isolate haben die folgenden taxonomi-
schen Merkmale:



Pichia sp. CRL-72 (NRRL Y-11.328). Bildet schleimige,
weisse Kolonien auf Platten. Zellen sind gross und oval; man-
che haben Knospen. Reproduzieren sich durch Knospung
und wachsen aerob auf Ci-Ce-prim.-Alkoholen,
C1-Cs-prim.-Aminen, Methylformiat, Succinat und Néhr-
Agar. Sie wachsen nicht mit Methan. '

Torulopsis sp. Ai (NRRL Y-11.419) kann auf Methanol,
Methylformiat, Methylamin, Athanol, Propylamin und Néhr-
Agar wachsen. Wichst nicht mit Methan. Zellen sind gross
und oval und zeigen bei mikroskopischer Priifung vielseitige
Knospung.

Kloeckera sp. A2 (NRRL Y-11.420). Kann mit Methanol,
Methyiformiat, Methylamin, Athanol, Propylamin und Néhr-
Agar wachsen. Wichst nicht mit Methan. Zellen sind von
grossovaler Form und zeigen bipolares Knospen bei mikro-
skopischer Priifung.

Ausser den oben beschriebenen neu isolierten Hefen kdn-
nen bei der praktischen Durchfiihrung des erfindungsgemis-
sen Verfahrens die in der USSN 896 476 (vom 14.4.1978,
deren Offenbarung hiermit einbezogen wird) offenbarten und
beanspruchten neuen Bakterienstimme verwendet werden.

Typische Bakterienstimme, die in dieser Anmeldung
offenart sind, sind folgende:

Methylotrophe Stamm- ER&E- Bezeichnung des USDA

Bezeichnung Bezeichnung Agriculture Research
Center

Methylosinus

trichosporium CRL-15 PMI NRRL B-11.202

Methylomonas

streptobacterium CRL-17 PM3 NRRL B-11.208

Methylomonas

agile CRL-22 PM9 NRRL B-11.209

Methylococcus

capsulatus CRL M1 NRRL B-11.219

Methylobacterium

organophilum CRL-26 R6 NRRL B-11.222

Die vorstehenden neuen Stimme sind beim United States
Department of Agriculture, Agriculture Research Service,
Northern Regional Research Laboratory (NRRL), Peoria,
Illinois 61604, hinterlegt worden und haben von NRRL die
einzelnen NRRL-Bezeichnungen erhalten, wie oben angege-
ben, gemiss Vertrag zwischen NRRL und der Exxon Rese-
arch and Engineering Company (ER&E). Der Vertrag mit
NRRL gewihrleistet stindige Verfiigbarkeit vermehrungsfi-
higen Materials dieser Stamme fiir die Offentlichkeit sowie
dass vermehrungsfahiges Material dieser Stimme Personen
zur Verfiigung steht, die vom U.S. Commissioner of Patents
and Trademarks als berechtigt geméss 35 USC 122 und den
zugehorigen Commissioner-Regeln (einschliesslich 37 CRF
1.14 unter besonderer Bezugnahme auf 886 OG 638) benannt
werden. Der Anmelder des vorliegenden Patents hat zuge-
stimmt, dass, wenn irgendeiner dieser Stimme wéhrend der
Hinterlegung und der tatsdchlichen Laufzeit des Patents
absterben oder zerstort werden sollte, er durch einen leben-
den Stamm des gleichen Organismus ersetzt werden wird.

Es versteht sich, dass Mutanten dieser Bakterien und
Hefen auch fiir die Produktion von Mikrobenzellen und aus
diesen Zellen stammenden Enzympréparaten verwendet wer-
den konnen. Die Haltung der Kulturen dieser neu entdeckten
und isolierten Stimme sollte sorgfiltig kontrolliert werden.
Die bevorzugten Massnahmen zur Haltung der Kulturen wer-
den nachfolgend beschrieben.
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Kulturhaltung

Die Organismen werden vorzugsweise alle zwei Wochen
auf mineralischen Salzagarplatten in einer Nebenkultur wei-
tergeziichtet, die das in Beispiel 1 beschriebene Medium ent-
halten. Im Falle von Hefezellen wird dem obigen Medium
Hefe-Stickstoffbase zugesetzt.

Diese Platten sollten in Glas-Exsikkatoren inkubiert wer-
den, die Deckel mit einem luftdichten Verschluss und dusse-
ren Ansitzen mit einer Schlauchverbindung aufweisen. Die
Exsikkatoren sind zu evakuieren und mit einem Gasgemisch
aus Methan und Luft (1:1 Vol./Vol) zu fiillen. Die Inkubation
sollte bei 30 °C erfolgen. Kulturen iiberleben in diesen Exsik-
katoren 3 Monate bei 4 °C. Doch ist hiufig Uberfithrung von
Kulturen bevorzugt.

Bei kommerziellen Vermehrungsprozessen fiir Mikroorga-
nismen muss im allgemeinen in Stufen vorgegangen werden.
Diese Stufen konnen einige wenige oder zahlreich sein, je
nach der Art des Verfahrens und den Eigenschaften der
Mikroorganismen. Gewdhnlich beginnt die Vermehrung
durch Einimpfen von Zellen einer Schrégkultur in ein vorste-
rilisiertes Ndhrmedium, das sich gewdhnlich in einem Kolben
befindet. In dem Kolben wird das Wachstum der Mikroorga-
nismen durch verschiedene Massnahmen geférdert, z.B.
durch Schiitteln zur griindlichen Durchliiftung und Halten
bei geeigneter Temperatur. Dieser Schritt oder diese Stoffe
wird ein- oder mehrmals in Kolben oder Behiltern wieder-
holt, die das gleiche oder gréssere Volumina an Nédhrmedium
enthalten. Diese Stufen kénnen angebrachterweise als Kultur-
entwicklungsstufen bezeichnet werden. Die Mikroorganismen
mit oder ohne begleitendes Kulturmedium aus der letzten
Entwicklungsstufe werden in einen Fermentator grossen
Massstabs eingefiihrt oder eingeimpft, um kommerzielle
Mengen der Mikroorganismen oder deren Enzyme zu produ-
zieren.

Die Griinde fiir das Ziichten von Mikroorganismen in
Stufen sind vielfiitig, hingen aber in erster Linie von den
Bedingungen ab, die fiir das Wachstum der Mikroorganismen
und/oder die Produktion ihrer Enzyme notwendig sind. Dazu
gehoren die Stabilitdt der Mikroorganismen, geeignete Nahr-
medien, der pH, osmotische Beziehungen, der Grad der
Beliiftung, die Temperatur und das Einhalten reiner Kultur-
bedingungen wihrend der Fermentation. Um beispielsweise
maximale Ausbeuten an Mikrobenzellen zu erhalten, konnen
die Fermentationsbedingungen in der Endstufe etwas gegen-
iiber denen geindert werden miissen, die zur Erzielung von
Wachstum der Mikroorganismen in den Kulturentwicklungs-
stufen praktiziert werden. Die Erhaltung der Reinheit des
Mediums ist auch ein dusserst wichtiger Gesichtspunkt, ins-
besondere, wo die Fermentation unter aeroben Bedingungen
erfolgt, wie im Falle der methylotrophen Mikroorganismen.
Wird die Fermentation anfangs in einem grossen Fermentator
gestartet, ist eine verhdltnisméssig lange Zeit erforderlich, um
eine erhebliche Ausbeute an Mikroorganismen und/oder
deren oxydativen und Dehydrogenase-Enzymen zu erreichen.
Dies steigert natiirlich die Mdglichkeit der Verunreinigung
des Mediums und einer Mutation der Mikroorganismen.

Die fiir das Wachstum der methylotrophen Mikroorganis-
men und das Induzieren des oxydativen Enzymsystems ver- -
wendeten Kulturmedien setzen sich bevorzugt aus anorgani-
schen Phosphatsalzen, Sulfaten und Nitraten sowie aus Sau-
erstoff und einer Quelle von Ci-Verbindungen zusammen.
Die Fermentation erfolgt im allgemeinen bei Temperaturen
im Bereich von 5 bis etwa 50 °C, vorzugsweise bei Tempera-
turen im Bereich von etwa 25 bis 45 °C. Der pH-Wert des
Kulturmediums sollte auf einen Wert im Bereich von etwa 4
bis 9 und vorzugsweise etwa 5,5 bis 8,5, insbesondere bevor-
zugt 6,0 bis 7,5 eingeregelt werden. Die Fermentation kann
bei Atmosphédrendriicken erfolgen, wenngleich héhere
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Driicke bis zu etwa 5 bar (5 at) und dariiber angewandt wer-
den konnen.

Typischerweise werden fiir das Wachstum der methylotro-
phen Mikroorganismen und zum Induzieren der Oxygenase-
und Dehydrogenase-Enzyme die Mikroorganismen in das
Medium eingeimpft, das das Substrat fiir Enzym-induzieren-
des Wachstum und Energie (z.B. Methan, Methanol, Me-
thylamin usw.) und Sauerstoff enthilt. Ist Methan das indu-
zierende Wachstumssubstrat, kann es in Form von Naturgas
zugefiihrt werden. Fiir kontinuierliche Stromungskultur kon-
nen die Mikroorganismen in jedem geeigneten, angepassten
Fermentationsbehilter wachsen gelassen werden, z.B. in
einem gerithrten und mit Praliflichen ausgestatteten Fermen-
tator oder einem gespiilten Turmfermentator, der entweder
mit Innenkiihlung oder einer dusseren Riickfiihrkiihischieife
ausgestattet ist. Frisches Medium kann kontinuierlich in die
Kultur mit Geschwindigkeiten entsprechend 0,02 bis 1 Kul-
turvolumen pro Stunde gepumpt werden, und die Kultur
kann in solchem Umfang entfernt werden, dass das Kulturvo-
lumen konstant bleibt. Das Ausléser-Wachstumssubstrat-Sau-
erstoff-Gemisch und méglicherweise Kohlendioxid oder
andere Gase wird bzw. werden mit dem Medium vorzugs-
weise durch kontinuierliches Durchblasen durch einen Sprin-
kler am Boden des Behiilters in Beriihrung gebracht. Die Sau-
erstoffquelle fiir die Kultur kann Luft, Sauerstoff oder mit
Sauerstoff angereicherte Luft sein. Verbrauchtes Gas kann
oben am Behilter entfernt werden. Das verbrauchte Gas kann
entweder durch eine Aussenschleife oder intern mit Hilfe
eines Gaseinfithrgeblases riickgefiihrt werden. Die Gasstrome
und die Riickfiihrung sollten so gestaltet sein, dass sich maxi-
males Wachstum des Mikroorganismus und maximale Ver-
wertung des induzierenden Wachstumssubstrats ergibt. Ist
Methan oder Methanol dieses Substrat, liegt die Menge an
Methan oder Methanol im Bereich von 0,2 bis etwa 2% auf
Volumenbasis. Im Falle anderer induzierender Wachstums-
substrate, wie Methylamin, liegt die Menge bei etwa 0,4% auf
Volumenbasis.

Die Mikrobenzellen kénnen aus dem Wachstumsmedium
nach irgendeiner der iiblicherweise verwendeten Standard-
techniken geerntet werden, z.B. durch Flockung, Sedimenta-
tion und/oder Fillung, mit nachfolgendem Zentrifugieren
und/oder Filtrieren. Die Biomasse kann auch getrocknet wer-
den, z.B. durch Gefrier- oder Spriihtrocknen, und kann in
dieser Form zur weiteren Verwendung bei dem oxydativen
und/oder Alkoholdehydrogenase-Umwandlungsprozess ver-
wendet werden. Wird ein oxydatives Enzymsystem erhalten
(d.h., Methan-induzierte Zellen), hdngt das Enzym im allge-
meinen eng an den Zellmembranen, und es kann wiinschens-
wert sein, die Mikrobenzellen als Enzymquelle zu verwenden.
Im Falle des Alkoholdehydrogenase-Enzymsystems kann
man bequemerweise das Enzym in Form des 1slichen
Extrakts verwenden (das gegebenenfalls an einem inerten
Trager unbeweglich gemacht sein kann). Anders ausgedriickt,
kann man im Falle des Erhalts des Oxygenase-Enzymsystems,
das aus den Methan-induzierten Zellen (nicht Methanol,
Methylamin usw.) zur Verwendung fiir die aerobe Umwand-
lung niedriger Alkane in sec.-Alkohole und Methylketone
erhiltlich ist, die intakten Zellen selbst oder die zellfreie Teil-
chenfraktion der Zellen verwenden. Die letztere zellfreie Teil-
chenfraktion ist das Material, das ausfillt, wenn die iiberste-

_hende Fliissigkeit nach dem Zentrifugieren zerbrochener Zel-
len bei 10 000 g fiir 30 min 1 h lang bei 10 000 g oder dariiber
zentrifugiert wird. Soll andererseits die sec.-Alkohol-De-
hydrogenase (SADH)-Enzymfraktion erhalten werden, bricht
man zuerst die Zellen auf, z.B. durch Schallbehandlung usw.,
entfernt dann die Zellbruchstiicke, z.B. zentrifugiert etwa 20
min mit 10 000 g, und das gewonnene rohe SADH-Enzym
kann danach weiter durch milde Wiarmebehandlung, Sdulen-
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chromatographie usw. gereinigt werden, wie in den folgenden
Beispielen beschrieben. Das SADH-Enzym tritt in der iiber-
stehenden Fraktion der zentrifugierten, zerbrochenen Zellen
auf, wihrend das Oxygenaseenzym (d.h., die durch Methan
induzierten Zellen) in der Teilchenfraktion, wie oben
beschrieben, auftritt.

Zur praktischen Durchfiihrung des erfindungsgemissen
Verfahrens wird das oxydative und/oder Alkoholdehydroge-
nase-Enzymsystem beispielsweise wie oben. beschrieben
erhalten, wobei die Mikrobenzellen aus den methylotrophen
Mikroorganismen stammen, die aerob in einem Nihrmedium
mit dem induzierenden Wachstumssubstrat oder den daraus
stammenden Enzympréparaten geziichtet worden sind. Die
Enzymquelle ist nicht kritisch, vorzugsweise wird aber ein
solches Priparat aus einem der oben beschriebenen induzier-
ten obligaten oder an eine einzige Lebensbedingung gebunde-
nen oder fakultativen methylotrophen Mikroorganismen

- erhalten. Das Nahrmedium, fiir das die Mikroorganismen
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induziert und geziichtet werden, kann das von Whittenbury et
al. oder noch bevorzugter das von Foster und Davis, J. Bacte-
riol., 91, 19241931 (1966) beschriebene Kulturmedium sein.
Sind die Mikroorganismen einmal eingefiihrt und geziichtet,
werden die Mikrobenzellen vorzugsweise geerntet, gewaschen
und die erhaltenen ruhenden Mikrobenzellen oder das anfal-
lende Enzympréparat kénnen dann als solches zur Umwand-
lung von C3-Cs-Alkanen in die entsprechenden sec.-Alkohole
oder Methylketone oder zur Umwandlung von Ci-Ce-sec.-
Alkoholen in die entsprechenden Methylketone unter aero-
ben Bedingungen (in Gegenwart von Sauerstoff) in einer
bevorzugt gepufferten Losung verwendet werden. Das
Gemisch aus Substratmaterial und induzierten, ruhenden
Mikrobenzellen oder Enzympriparat in der gepufferten
Losung wird in der Regel inkubiert, bis der gewiinschte
Umwandlungsgrad erreicht ist. Danach kann das Oxydations-
produkt auf herkémmliche Weise, z.B. durch Destillation
usw., gewonnen werden. Zur Erméglichung des notwendigen
wirksamen Kontakts von Sauerstoff und Enzymsystem
(gleich, ob es ein Enzympriparat als solches oder aus den
induzierten methylotrophen Mikroorganismen stammende
Mikrobenzellen sind) wird zur Erzielung bester Ergebnisse
vorzugsweise ein starker, fein verteilter Luftstrom in eine
kriftig geriihrte Dispersion des Substrats (C3—Cs-Alkan oder
C3-Cs-sec.-Alkohol im Oxydationsmedium verwendet, das im
allgemeinen Wasser und einen Puffer enthilt und in dem das
Enzympréparat oder das induzierte Mikrobenzellsystem
suspendiert ist. Das Enzympriparat oder das induzierte
Mikrobenzellsystem kann dann vom fliissigen Medium abge-
trennt werden, vorzugsweise durch Filtration oder Zentrifu-
gieren. Das erhaltene Keton kann dann im allgemeinen erhal- -
ten werden.

Das erfindungsgemésse Verfahren kann chargenweise,
halbkontinuierlich, kontinuierlich, im Gleichstrom oder im
Gegenstrom durchgefiihrt wérden. Gegebenenfalls wird die
das Enzympréparat oder methylotrophe Mikroorganismen
und Pufferlésung enthaltende Suspension nach unten unter
kraftigem Durchmischen im Gegenstrom zu einem in einem
Rohrreaktor aufsteigenden Luftstrom gefiihrt. Die obere
Schicht wird vorzugsweise aus der abwirts fliessenden
Suspension entfernt, wihrend Kulturbestandteile und solche
der verbliebenen Pufferldsung zumindest teilweise mit weite-
rem oxydativem Substrat und unter Zusatz von frischem
Enzympriparat oder induziertem Mikrobenzellsystem, je
nach Bedarf, riickgefiihrt werden kénnen.

Das Wachstum der methylotrophen Mikroorganismen
und das Oxydationsverfahren kénnen bequemerweise durch
gleichzeitige, aber getrennte Durchfiihrung und unter Anwen-
dung einer viel héheren Durchliiftung im Oxydationsprozess
gekoppelt werden (beispielsweise ein Luftiiberschuss von



wenigstens dem Zweifachen dessen, der fiir das Wachstum
erforderlich ist, vorzugsweise wenigstens die fiinffache
Durchliiftung). Der Wachstumsprozess, der oxydative oder
dehydrierende Prozess konnen im gleichen Reaktor nachein-
ander oder gleichzeitig durch alternierende Anwendung nor-
maler und starker Durchliiftung durchgefiihrt werden.

Die Erfindung wird durch die folgenden Beispiele weiter
veranschaulicht. Alle Teile und Prozentsitze, sofern nicht
ausdriicklich anders angegeben, sind auf das Gewicht bezo-
gen.

Beispiel 1

Ein Ndhrmedium, wie von Foster und Davis, J. Bacteriol.,
91, 1924-1931 (1966) beschrieben, mit folgender Zusammen-
setzung pro Liter wurde hergestellt:

Na:HPO4 021g
NaH:POa 009g
NaNO:; 200g
MgSO4-7H=0 020¢g
KCl 0,04 g
CaCl2 0,015g
FeSO4-7H:0 1,00 mg
CuS04-5H20 0,01 mg
H3BO4 0,02 mg
MnSQs-5H20 0,02 mg
ZnSO04 0,14 mg
MoO:s 0,02 mg

Der pH-Wert des Nihrmediums wurde auf 7,0 durch
Zusatz von Siure oder Base eingestellt, und 50-ml-Proben des
Nihrmediums wurden in eine Reihe von 300-ml-Schiittelko-
blen gebracht. Die Schiittelkolben wurden mit einer Inokula-
tionsschleife von Zellen von einer Agarplatte mit homogenen
Kolonien der Mikroorganismen auf der Platte beimpft (die
Reinheit der Isolate wurde durch mikroskopische Priifung
bestiitigt). Die Isolate waren auf Methanol (0,4% Vol./Vol.)
Agarplatten oder auf Agarplatten unter einer Atmosphére aus
Methan und Luft mit einem 1:1 Vol./Vol.-Gasverhiltnis
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gehalten, die alle zwei Wochen iibertragen worden waren.
Zum Wachstum mit Methanol wurde das Medium mit 0,4%
Methanol erginzt. Zum Wachstum mit Methan wurde die  *
Gasphase der beimpften Kolben durch ein Gasgemisch aus

5 Methan und Luft mit einem Verhéltnis von 1:1 auf Volumen-
basis ersetzt. Die beimpften Kolben wurden luftdicht ver-
schlossen und auf einem Rotationsschiittler mit einem Orbi-
talradius von 2,5 cm bei 250 UpM und bei 30 °C 2 Tage inku-
biert, bis im Medium Triibung entstanden war. Die Zellen
wurden durch Zentrifugieren bei 10 000 g und 4 °C fiir 30
min geerntet. Der Zellkuchen wurde zweimal mit einem 0,05
m Phosphatpuffer bei einem pH von 7,0 (mit 0,02 m MgClz)
gewaschen. Die gewaschenen Zellen wurden dann in einem
0,05 m Phosphatpuffer bei pH 7,0 suspendiert.

15 Eine 0,5-ml-Probe einer jeden gewaschenen Zellsuspen-
sion (2 mg Zellen) wurde in 10-ml-Réhrchen bei 4 °C
gebracht, die mit einer Gummikappe verschlossen wurden.
Die Gasphase der Rohrchen wurde abgesaugt und dann
durch ein Gasgemisch des reagierenden Substrats (d.h. Alkan
oder sec.-Alkohol) und Sauerstoff im Volumenverhiltnis 1:1
ersetzt (im Falle eines fliissigen Substrats, d.h. eines
sec.-Alkohols, wurden 10 pul des Substrats in die 10-ml-Réhr-
chen gebracht). Die Réhrchen wurden dann bei 30 °C auf
einem Rotationsschiittler bei 300 UpM inkubiert. Produkt-
proben (I bis 3 ul) wurden mit einer Mikrospritze periodisch
entnommen und die Produkte gaschromatographisch (Ionisa-
tionsflammendetektorsdule) analysiert.

Tabelle I zeigt die Umwandlungsgeschwindigkeiten fiir
die Umwandlung von n-Propan, n-Butan, n-Pentan und n-
Hexan in Aceton, 2-Butanon, 2-Pentanon bzw. 2-Hexanon
durch induzierte ruhende (gewaschene) Mikrobenzellsuspen-
sionen verschiedener Mikroorganismen, von denen Stimme
mit Methan nach der oben beschriebenen Versuchsarbeits-
weise geziichtet worden waren. Aus diesen Daten ist zu erse-
35 hen, dass die ruhenden (gewaschenen) Zellen der mit Methan

geziichteten Mikroorganismen Cs-Cs-n-Alkane in die entspre-
chenden Methylketone umzuwandeln vermdgen.
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Tabelle I
Umwandlungsgeschwindigkeiten fiir die Oxydation von Kohlenwasserstoffen in Ketone durch Zellsuspensionen von mit
Methan geziichteten Methylotrophen

Methylotropher Mikroorganismus, Stammbezeichnung ®

Umwandlungsgeschwindigkeiten 2, uMol/h/mg Protein

n-Propan n-Butan n-Pentan n-Hexan

— Aceton - 2-Butanon — 2-Pentanon — 2-Hexanon
Methylosinus trichosporium OB3b (NRRL B-11.196) 1,5 1,2 0,72 0,05
Methylosinus sporium 5 (NRRL B-11.197) 2,1 0,58 - -
Methylocystis parvus OBBP (NRRL B-11.198) 1,8 1,0 0,51 0,04
Methylomonas methanica SI (NRRL B-11.199) 2,5 0,30 0,28 0,02
Methylomonas albus BG8 (NRRL B-11.200) 2,7 0,60 - -
Methylobacter capsulatus Y (NRRL B-11.201) 1,6 1,1 0,68 0,07
Methylococcus capsulatus Texas (ATCC 19069) 1,2 0,52 0,42 0,09
Methylobacterium organophilum XX 2,8 2,0 0,58 0,09

a Die Produkte wurden gaschromatographisch durch Vergleiche der Retentionszeit mit authentischen Standardproben identifi-
ziert. Die Analyse zeigte auch, dass keine weitere Oxydation der Produkte erfolgte.
b Das Trockengewicht der Zellen betrug etwa 0,2 g/100 ml Kulturbriihe.

Beispiel 2
Mikrobiologische Umwandlung von sec.-Alkoholen in
Ketone

Die Arbeitsweise des Beispiels 1 wurde wiederholt, wobei
eine Vielzahl von Methan-verwertenden methylotrophen
Mikroorganismen jeweils aerob in einem Nédhrmedium mit
Methan als das Alkoholdehydrogenase-Enzym induzierend
und als Hauptkohlenstoff- und Energiequelle fiir das Wachs-

tum geziichtet wurden. Die Zellen wurden geerntet und gewa-
schen, wie in Beispiel 1 beschrieben. Die ruhenden Mikro-
benzellen der induzierten, mit Methan geziichteten, Methan-
verwertenden methylotrophen Mikroorganismen wurden

65 dann mit C;-Cs-sec.-Alkoholen in einer gepufferten Losung
nach der Arbeitsweise des Beispiels | in Beriihrung gebracht.
Die Ergebnisse dieser Versuchsserie sind in Tabelle II wieder-
gegeben.
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Tabelle IT

12

Umwandlungsgeschwindigkeiten fiir die Oxydation von sec.-Alkoholen in Ketone durch Suspensionen ruhender Zellen von
mit Methan geziichteten Methylotrophen

Methylotropher Mikroorganismus, Stammbezeichnung b

Umwandlungsgeschwindigkeiten 2, uMol/h/mg Protein

2-Hexanol

2-Propanol 2-Butanol 2-Pentanol

— Aceton — 2-Butanon — 2-Pentanon — 2-Hexanon
Methylosinus trichosporium OB3b (NRRL B-11.196) 0,25 3,7 2,7 0,07
Methylosinus sporium 5 (NRRL B-11.197) 0,30 3,0 - -
Methylocystis parvus OBBP (NRRL B-11.198) 0,32 11 0,80 0,076
Methylomonas methanica S (NRRL B-11.199) 0,40 0,39 0,25 0,01
Methylomons albus BG8 (NRRL B-11.20) 1,3 3,5 - -
Methylobacter capsulatus Y (NRRL B-11.201) 0,15 0,84 0,5 0,1
Methylococcus capsulatus, Texas (ATCC 19069) 0,80 0,60 - 2,5 1,0
Methylobacterium organophilum XX (ATCC 24886) 0,5 2,5 0,82 0,12

4 Die Produkte wurden gaschromatographisch durch Vergleich der Retentionszeiten mit authentischen Standardproben identi-

fiziert. Die Analyse zeigte auch, dass keine weiter Oxydation der Produkte eintrat.
b Das Trockengewicht der Zellen betrug etwa 0,2 g/100 ml Kulturbriihe.

Beispiel 3
Mikrobiologische Umwandlung von sec.-Alkoholen in
Ketone

In diesem Beispiel wurde die Arbeitsweise des Beispiels |
wiederholt, mit der Ausnahme, dass eine Vielzahl Methanver-
wertender methylotropher Mikroorganismen jeweils aerob in
einem methanolhaltigen Ndhrmedium anstelle eines methan-
haltigen Mediums geziichtet wurden. Die Néhrstoffe in dem
Medium waren die gleichen, wie in Beispiel 1 angegeben, mit
der Ausnahme, dass 0,4 Vol./Vol.-% Methanol als Alkohol-

dehydrogenase-Induktor und Hauptquelle fiir Kohlenstoff
und Wachstumsenergie verwendet wurden. Nach dem

25 Wachstum wurden die Zellen geerntet und gewaschen, wie in
Beispiel 1 beschrieben. Die ruhenden Zellen der induzierten,
mit Methanol geziichteten methylotrophen Mikroorganismen
wurden dann mit sec.-Alkoholen in einer gepufferten Lésung
nach der in Beispiel 1 beschriebenen Arbeitsweise in Beriih-

30 rung gebracht. Die Ergebnisse dieser Versuchsserie sind in
Tabelle 111 wiedergegeben.

Tabelle I11
Umwandlungsgeschwindigkeiten fiir die Umwandlung von sec.-Alkoholen in Ketone durch Zellsuspensionen von mit
Methanol geziichteten Methylotrophen

Methylotropher Mikroorganismus, Stammbezeichnung ®

Umwandlungsgeschwindigkeiten 2, uMol/h/mg Protein

2-Propanol 2-Butanol 2-Pentanol 2-Hexanol

— Aceton — 2-Butanon — 2-Pentanon — 2-Hexanon
Methylosinus trichosporium OB3b (NRRL B-11.196) 0,30 4,1 29 0,9
Methylosinus sporium 5 (NRRL B-11.197) 045 35 - -
Methylocystis parvus OBBP (NRRL B-11.198) 0,25 1,0 0,82 0,05
Methylomonas methanica S1 (NRRL B-11.199) 0,35 0,40 0,45 0,04
Methylomonas albus BG8 (NRRL B-11.200) 1,5 3,0 - -
Methylobacter capsulatus Y (NRRL B-11.201) 0,52 1,5 0,60 0,12
Methylococcus capsulatus, Texas (ATCC 19069) 0,75 0,70 3,5 1,3
Methylobacterium organophilum XX (ATCC 27886) 0,70 2,8 0,9 I,1

* Die Produkte wurden gaschromatographisch durch Vergleiche der Retentionszeit mit authentischen Standardproben identifi-
ziert. Die Analyse zeigte auch, dass keine weitere Oxydation der Produkte erfolgte.
b Das Trockengewicht der Zellen betrug etwa 0,2 g/100 ml Kulturbriihe.

Beispiel 4
Mikrobiologische Umwandlung von sec.-Alkoholen in
Ketone

Bei diesem Beispiel wurden Mikrobenzellen Methanol-
verwertender methylotropher Mikroorganismen, mit Metha-
nol geziichtet, zur Umwandlung von sec.-Alkoholen in
Methylketone verwendet.

Die Arbeitsweise des Beispiels | wurde wiederholt, mit
der Ausnahme, dass eine Vielzahl von Methanol-verwerten-
den methylotrophen Mikroorganismen jeweils aerob in einem
methanolhaltigen Ndhrmedium anstelle eines methanhaltigen
Mediums geziichtet wurden. Die Nihrstoffe in dem Medium
waren die gleichen, wie in Beispiel 1 angegeben, mit der Aus-

55
nahme, dass 0,4 Vol./Vol.-% Methanol als Alkoholdehydro-

genase-Induktor und als Hauptquelle fiir Kohlenstoff und
Energie fiir das Wachstum verwendet wurden. Die Zellen
wurden gewonnen und gewaschen, wie in Beispiel | beschrie-

0 ben. Die ruhenden Mikrobenzellen der induzierten, mit
Methanol geziichteten, Methanol-verwertenden methylotro-
phen Mikroorganismen wurden dann in einer gepufferten
Loésung nach der Arbeitsweise des Beispiels 1 mit
Ci-Ce-sec.-Alkoholen in Berithrung gebracht. Die Reaktions-

o5 produkte wurden gaschromatographisch analysiert, und es
zeigte sich, dass sie 2-Ketone enthielten, wie in Tabelle IV
angegeben. Die Ergebnisse dieser Versuchsserie sind in
Tabelle IV wiedergegeben.
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Tabelle IV
Umwandlungsgeschwindigkeiten fiir die Umwandlung von sec.-Alkoholen in Ketone durch Zellsuspension von mit Methanol
geziichteten, obligat und fakultativ Methanol-verwertenden Methylotrophen

Methylotropher Mikroorganismus, Stamm-Bezeichnung ® Umwandlungsgeschwindigkeiten 2, pMol/h/mg Protein

2-Propanol 2-Butanol 2-Pentanol 2-Hexanol

— Aceton — 2-Butanon — 2-Pentanon — 2-Hexanon
Pseudomonas MS ATCC 25262 (fakultativ) 0,80 3,5 2,1 0,80
Pseudomonas sp. ATCC 21438 (fakultativ) 0,45 3,2 2,7 0,7
Pseudomonas sp. ATCC 21439 (obligat) 7,4 4,7 0,05 0,03
Methanomonas methylovora ATCC 21852 (Obligat) 0,28 2,5 2,1 . 1,0

a Die Produkte wurden gaschromatographisch durch Vergleiche der Retentionszeit mit authentischen Standardproben identifi-
ziert. Die Analyse zeigte auch, dass keine weitere Oxydation der Produkte erfolgte.
b Das Trockengewicht der Zellen betrug etwa 0,2 g/100 ml Kulturbriihe.

Beispiel 5 in dem Medium waren die gleichen wie in Beispiel I angege-

Mikrobiologische Umwandlung von sec.-Alkoholen in ben, mit der Ausnahme, dass 0,4 Vol./Vol.-% des Alkoholdeh-

Ketone ydrogenase-Induktor-Wachstumssubstrats als Hauptquelle
Bei diesem Beispiel wurden Mikrobenzellen beider 2 fiir Kohlenstoff und Energie verwendet wurden. Die Zellen

Methan- und Methanol-verwertender methylotropher Mikro- ~ wurden geerntet und gewaschen, wie in Beispiel 1 beschrie-
organismen (sowohl des nur an eine einzige Lebensbedingung  ben. Die ruhenden Mikrobenzellen wurden dann mit

gebundenen oder obligaten und des fakultativen Typs) zur C3-Ce-sec.-Alkoholen in einer gepufferten Losung nach der

Umwandlung von sec.-Alkoholen in Methylketone verwen- Umwandlungsarbeitsweise des Beispiels 1 in Beriihrung

det. 25 gebracht. Tabelle V zeigt die Umwandlungsgeschwindigkei-
Die Arbeitsweise in Beispiel 1 wurde wiederholt, mit der ten der sec.-Alkohole in die Ketone fiir die mit Methylamin

Ausnahme, dass die methylotrophen Mikroorganismen geziichteten Mikrobenzellsuspensionen und Tabelle VI zeigt

jeweils aerob in einem Alkoholdehydrogenase-induzierenden  die Umwandlungsgeschwindigkeiten fiir die sec.-Alkohole in

Wachstumsmedium mit Methylamin oder Methyiformiat als Ketone fiir die mit Methylformiat geziichteten Mikrobenzell-

Alkoholdehydrogenaseenzym-Induktor und Wachstumssub- 3 suspensionen.
strat anstelle von Methan geziichtet wurden. Die Nahrstoffe

Tabelle V
Umwandlungsgeschwindigkeiten fiir die Umwandlung von sec.-Alkoholen in Ketone durch Zellsuspensionen von mit
Methylamin geziichteten, an eine einzige Lebensbedingung gebundenen (obligaten) und fakultativ Methanol-verwertenden

Methylotrophen
Methylotropher Mikroorganismus, Stammbezeichnung ® Umwandlungsgeschwindugkeiten 2, uMol/h/mg Protein
2-Propanol 2-Butanol 2-Pentanol 2-Hexanol
— Aceton - 2-Butanon — 2-Pentanon - 2-Hexanon
Methanomonas methylovora ATCC 21852 (obligat) 0,82 3,2 1,0 0,09
Pseudomonas sp. ATCC 21438 (fakultativ) 1,0 2,1 0,82 0,07

a Die Produkte wurden gaschromatographisch durch Vergleiche der Retentionszeit mit authentischen Standardproben identifi-
ziert. Die Analyse zeigte auch, dass keine weitere Oxydation der Produkte erfolgte.
b Das Trockengewicht der Zellen betrug etwa 0,2 g/100 ml Kulturbriihe.

Tabelle VI
Umwandlungsgeschwindigkeiten fiir die Umwandlung von sec.-Alkoholen in Ketone durch Zellsuspensionen von mit
Methylformiat geziichteten, obligat und fakultativ Methan- und Methanol-verwertenden Methylotrophen

Methylotropher Mikroorganismus, Stammbezeichnung ® Umwandlungsgeschwindigkeiten 2, uMol/h/mg Protein
2-Propanol 2-Butanol 2-Pentanol 2-Hexanol
— Aceton — 2-Butanon - 2-Pentanon — 2-Hexanon

Methylosinus trichosporium OB3b

(obligat Methan-Verwerter) 0,95 4,5 1,5 0,72
Methylobacterium organophilum XX ATCC 27886

(fakultativ Methan-Verwerter) 0,48 3,5 1,0 0,70
Methanomonas methylovora ATCC 21852 .

(obligat Methanol-Verwerter) 0,62 2,1 1,5 0,60
Pseudomonas sp. ATCC 21438 :

(fakultativ Methanol-Verwerter) 0,52 3,2 2,0 0,80

a Die Produkte wurden gaschromatographisch durch Vergleiche der Retentionszeit mit authentischen Standardproben identifi-
ziert. Die Analyse zeigte auch, dass keine weitere Oxydation der Produkte erfolgte.
b Das Trockengewicht der Zellen betrug etwa 0,2 g/100 ml Kulturbrithe.
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Wie oben gezeigt, wurde ein Verfahren gefunden, durch
das Methylketone erhalten werden, indem C; -Cs-n-Alkane
oder lineare C;~Ce-sec.-Alkohole mit ruhenden Mikrobenzel-
len (oder daraus stammenden Enzympriparaten), die in
Gegenwart einer Oxygenase und/oder eines Alkoholdehydro-
genaseenzym-Induktors als Hauptkohlenstoff- und Energie-
quelle geziichtet worden sind, in Beriihrung gebracht werden.
Die methylotrophen Mikroorganismen konnen entweder obli-
gat, d.h. an eine einzige Lebensbedingung gebunden, oder
fakultativ sein. In jedem Falle sind, wenn die methylotrophen
Mikroorganismen aerob in einem den Enzyminduktor,
Methan, enthaltenden Nidhrmedium aerob geziichtet werden,
die erhaltenen ruhenden Mikrobenzellen oder ihre Enzym-
praparate in der Lage, entweder die C3-Ce-Alkane oder die
Ci-Ce-sec.-Alkohole in die entsprechenden Methylketone
umzuwandeln. Im Falle entweder der obligaten oder der
fakultativen methylotrophen Mikroorganismen, die aerob in
einem Nidhrmedium, das Methanol, Methylamin oder
Methylformiat als Alkoholdehydrogenaseenzym-Induktor
enthilt, geziichtet worden sind, vermégen die erhaltenen
ruhenden Mikrobenzellen oder ihre Enzympréiparate nur
Cs-Ce-sec.-Alkohole in die entsprechenden Methylketone
umzuwandeln. Diese induzierten Enzyme kénnen nicht die
Cs-Cs-Alkane in die entsprechenden Methylketone iiberfiih-
ren. In keinem Falle wurde weitere Reaktion des Keton-Pro-
dukts beobachtet. In Ansatzversuchen unter Verwendung der
ruhenden, mit Methan, Methanol, Methylamin oder Methyl-
formiat geziichteten Mikrobenzellen verlief die Umwand-
fungsreaktion wenigstens 4 h linear.

Das oxydative und/oder Alkoholdehydrogenase-Enzym-
system der aerob induzierten methylotrophen Mikroorganis-
men ist induzierbar, und das Ketonprodukt sammelt sich
extrazellular an (d.h., nach der Reaktion und dem Zentrifu-
.gieren des Reaktionsgemischs findet sich das Keton-Produkt
in der iiberstehenden Fraktionen und nicht im Zellkuchen).

Es hat sich gezeigt, dass einige der Stimme methylotro-
pher Mikroorganismen Zellen oder Enzympréparate mit
hoherem Umwandlungsvermdégen fiir sec.-Alkohole in
Ketone als andere hervorbringen. Beispielsweise produzierten
Mikrobenzellen aus Methylosinus trichosporium OB3b die
grosste Menge an Methylketonen aus sec.-Alkoholen (z.B. 15
uMol/2 mg Protein nach 2 Stunden).

Wie aus den folgenden Beispielen zu entnehmen ist, besit-
zen die mit Methan geziichteten Mikrobenzellen und ihre
Enzympriparate (einschliesslich zellfreie Extrakte) sowohl
Oxygenase- als auch Alkoholdehydrogenase-Enzym-Aktivi-
tit. Vermutlich induziert das Methan selbst die Oxygenase-
Enzym-Aktivitdt und das Methanol aus der Oxydation von
Methan durch den methylotrophen Mikroorganismus wih-
rend des Wachstums das Alkoholdehydrogenase-Enzym. Das
induzierte Oxygenase-Enzym ist verantwortlich fiir die
Umwandlung des C3-Ce-Alkans in ein Oxydationszwischen-
produkt den sekundiren Alkohol, wihrend das induzierte
Alkoholdehydrogenase-Enzym den sekundiren Alkohol zum
entsprechenden Methylketon dehydriert.

Wie auch in den folgenden Beispielen gezeigt, konnen
zusitzlich zu den methylotrophen Bakterien andere Mikroor-
ganismen zur Durchfiihrung der Umwandlung der
C3-Ce-Alkane oder der Umwandlung der C;-Cs-sec.-Alko-
hole in die entsprechenden Methylketone verwendet werden.
Dazu gehoren Bakterien, Fungi und Hefen, die mit kurzketti-
gen Alkanen wachsen, z.B. Methan, oder mit Alkoholen, wie
Methanol usw.

Alkohol-Oxydationssysteme

Wie oben (Tabellen I und III) gezeigt und erértert, oxy-
dierten (dehydrierten) Zellsuspensionen von mit Methan und
Methanol geziichteten Mikrobenzellen C;-Ce-sec.-Alkohole

14

zu ihren entsprechenden Methylketonen. Die Produkt-
Methylketone sammelten sich extrazellulidr an, bestimmt
durch Analyse der iiberstehenden Fliissigkeit des zentrifugier-
ten Reaktionsgemischs. Kontrollversuche mit durch Wirme

5 abgetdteten Zellen zeigten an, dass die Methylketone enzyma-
tisch erzeugt waren. Bei diesen Tests fand sich sec.-Alkohol-
dehydrogenase (SADH)-Aktivitit in allen getesteten Ci-Ver-
wertern. Weitere Tests haben gezeigt, dass die SADH-Aktivi-
tat in Zellsuspensionen von mit Methanol oder Methylamin

10 geziichteten Mikroorganismen zu finden war. Die SADH
scheint jedoch kein konstitutives Enzym zu sein, da die
SADH-Enzym-Aktivitit nicht in mit Succinat geziichteten
fakultativen Ci-Verwertern gefunden wurde.

Zur Herstellung des zellfreien sec.-Alkoholdehydroge-

15 nase-(SADH)-Systems wurden die gewaschenen Zellen mit
einem Ultraschallwellenoszillator, Modell W201 (Wave
Energy System, Inc., Newtown, Pa.) aufgebrochen und 30
min bei 20 000 g zentrifugiert. Die klare iiberstehende Fliissig-
keit enthielt die SADH-Aktivitit. Die Enzymaktivitit wurde

20 mit einem Fluoreszenz-Spektrophotometer (Perkin Elmer,
Modell MPF 44A) durch Verfolgen der Bildung von reduzier-
tem NAD (Ex 340 nm, Em 460 nm) gemessen. Die Bildung
von reduziertem NAD wurde auch mit einem Absorptions-
spektrophotometer bei 340 nm verfolgt. Das Testsystem (3 ml)

25 enthielt: Kaliumphosphatpuffer, pH 7,0; 150 uMol; NAD |
uMol; eine gegebene Menge eines Enzympriiparats und
sec.-Alkohol, 10 uMol. Die Reaktion wurde durch Zusatz des
Substrates gestartet. Eine Einheit Enzymaktivitit entspricht
der Reduktion von 1 uMol NAD pro Minute. Proteinkonzen-

30 trationen wurden nach der Methode von Lowry bestimmt [J.
Biol. Chem., 193, 255-275 (1951)].

Nachfolgend sind Tests zusammengefasst, die zu den
Optimalbedingungen fiir die Produktion von Methylketonen
aus C3-Ce-sec.-Alkoholen durchgefiihrt wurden. Es versteht

35 sich, dass dies die gefundenen Optimalbedingungen waren
und die Erfindung nicht an sie gebunden sein soll. Umwand-
lungen kénnen noch durch Abweichen von dem nachfolgend
angegebenen Optimum erzielt werden, aber mit geringeren
Ausbeuten und Umwandlungen.

40

Zeitverlauf

Die Produktion von 2-Butanon aus 2-Butanol erreicht
nach 14 h Inkubation bei Ansatzversuchen mit allen geteste-
ten Mikroorganismen ein Maximum. Die Menge an 2-Buta-
non fiel nach 30 h Inkubation nicht ab. Die 2-Butanon-Pro-
duktionsgeschwindigkeit war fiir die ersten 4 h linear. Daher
wurde die Produktion von 2-Butanon innerhalb dieses Zeit-
raums gemessen, wenn der Einfluss einer Variablen unter-
5, Sucht wurde.

45

pH
Der Einfluss des pH-Wertes auf die Produktion von
2-Butanon wurde mit Tris(hydroxymethyl)aminomethan-

55 HC1-Puffer (0,05 m) fiir pH-Werte von 8,0 bis 10,0 und mit

0,05 m Kaliumphosphatpuffer fiir Werte von 5,0 bis 8,0 unter-
sucht. Ein pH-Wert um 8,0 erwies sich als Optimum fiir die
2-Butanon-Bildung bei allen untersuchten Mikroorganismen.
Von den neuen Stimmen zeigte Methylobacterium organo-

60 philum CRL 26 (NRRL B-11.222) hohe Aktivitéit sowohl bei

pH 8 als auch 9. Die Hefezellen schienen durch den pH bei
der Bildung von 2-Butanon weniger beeintréchtigt zu werden.

65 Temperatur

Das Temperaturoptimum fiir die Produktion von 2-Buta-
non durch Zellsuspensionen war etwa 35 °C, ausgenommen
die Hefekultur, die ein Optimum von etwa 40 °C hatte.



Substratkonzentration

2-Butanol wurde in verschiedenen Konzentrationen zu
Zellsuspensionen von Hefe und des Stammes Pseudomonas
sp. ATCC 21.439 gegeben. Nach 35 min Inkubation wurde
die 2-Butanon-Produktion getestet. Die gebildete Menge des
2-Butanons hing von der anfangs zugesetzten Substratmenge
ab. Eine 2-Butanol-Konzentration von etwa 50 uMol lieferte
maximale 2-Butanon-Produktion.

Zellkonzentration

Die Zellkonzentration hat auch einen Einfluss auf die
Geschwindigkeit der 2-Butanon-Produktion. Die nach 2 h
Inkubation angesammelte Menge an 2-Butanon stieg linear
mit bis auf etwa 12 mg/0,5 ml fiir Hefe und fiir Methylococ-
cus capsulatus CRL M1 (NRRL B-11.219) und etwa 17 mg/
0,5 ml fiir die Stimme Methylobacterium organophilum CRL
26 (NRRL B-11.222), Methylosinus trichosporium OB3b
(NRRL B-11.196) und Pseudomonas sp. ATCC 21.439 erhoh-
ter Zellkonzentration an.

Produkthemmung und weitere Oxydation

Die Untersuchung des Zeitablaufs der Produktion von
2-Butanon zeigte, dass die Geschwindigkeit nach 4 h Inkuba-
tion abnahm, was unter anderen Moglichkeiten entweder eine
Produkthemmung oder weitere Oxydation von 2-Butanon
vermuten ldsst. Zur Untersuchung dieser Moglichkeiten wur-
den 8 uMol 2-Butanon lebensfdhigen oder durch Wéarme
abgetodteten Zellsuspensionen zugesetzt und unter den oben
fiir die Erzeugung von 2-Butanon beschriebenen Bedingun-
gen inkubiert. In allen durch Wirme abgetéteten Zellsuspen-
sionen wurde kein Absinken in der 2-Butanon-Konzentration
beobachtet, aber 2-Butanon verschwand langsam in Gegen-
wart lebensfihiger Zellen aller untersuchter Stdmme. Wurde
2-Butanol (5 ul/0,5 ml Reaktionsgemisch) zu lebensfahigen
Zellsuspensionen zusammen mit dem von aussen zugefiihrten
2-Butanon zugesetzt, wurde eine Nettozunahme der 2-Buta-
non-Produktion festgestellt. Die Reaktionsgeschwindigkeiten
waren identisch mit denen, bei denen der sekundire Alkohol
anfangs in das Methylketon iiberfiihrt wurde, und wurden
durch die Gegenwart des von aussen zugefiihrten 2-Butanons
nicht beeinflusst. Diese Daten zeigen, dass es bei der Produk-
tion von 2-Butanon keine Produkthemmung gibt. Eine wei-
tere Oxydation von 2-Butanon in geringer Menge durch
lebensfihige Zellsuspension wurde beobachtet. Das Absinken
der 2-Butanon-Produktionsgeschwindigkeit nach 4 h Inkuba-
tion kann auf der Erschopfung weiterer Erfordernisse, z.B.
eines oder mehrerer Cofaktoren, beruhen.

Hemmuntersuchungen

Die Produktion von 2-Butanon aus 2-Butanol durch Zell-
suspensionen der getesteten Stdmme wurde durch mit Metal-
len Chelate bildende Miitel, wie 1,10-Phenanthrolin und
a,a-Bipyridyl, gehemmt. Die Aktivitit wurde jedoch nicht
durch Natriumcyanid oder Thioharnstoff gehemmt, was fiir
das Enzym die Beteiligung von Metall vermuten lasst. Die
Ergebnisse der Hemmtests sind in Tabelle VII gezeigt.
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Tabelle VII
Einfluss von mit Metall Chelate bildenden Mitteln und
anderen Inhibitoren auf die Produktion von 2-Butanon durch
Zellsuspensionen von mit Methanol geziichtetem
Methylococcus capsulatus CRL M1 (NRRL B-11.219)

Metallchelatbildner Konzentration Hemmung (%)
Natriumcyanid | mMol 0
Natriumazid 1 mMol 10

ADTA 1 mMol 70
1,10-Phenanthrolin 1 mMol 95
o,0-Bipyridyl 1 mMol 75
Thioharnstoff 1 mMol 0
Substratspezifitat

Die Substratspezifitit fiir die Oxydation von
C3-Ce-sec.-Alkoholen durch die Stimme der Ci-Verwerter
wurde untersucht. Unter den sekundéren Alkoholen wurden
2-Propanol und 2-Butanol mit hheren Geschwindigkeiten
oxydiert; 2-Pentanol, 2-Hexanol und 2-Heptanol wurden mit
viel geringerer Geschwindigkeit oxydiert. Die Oxydationspro-
dukte dieser sekunddren Alkohole waren die entsprechenden
Methylketone, bestimmt durch Vergleich gaschromatographi-
scher Retentionszeiten mit authentischen Standardproben.

Zellfreies System

Zellfreie 16sliche Extrakte aus mit Schall aufgebrochenen
Zellen neuer Stdmme und bekannter Stdmme oxydierten auch
2-Butanol zu 2-Butanon. Diese Ergebnisse sind in Tabelle
XVII wiedergegeben. Alle untersuchten zellfreien Systeme
brauchten jedoch den Zusatz eines Cofaktors, NAD, fiir ihre
Aktivitdt. Andere untersuchte Cofaktoren (einschliesslich
NAD(P)H, NADP, Phenazinmethosulfat, GSH, FAD, Kali-
umferricyanid und Dichlorphenolindophenol) waren nicht
wirksam. Die Stéchiometrie fiir den Verbrauch von 2-Buta-
nol, die Reduktion von NAD und die Bildung von 2-Butanon
wurde fiir Pseudomonas sp. ATCC 21.439 erhalten, wie in
Tabelle IX gezeigt. Dies ist der erste Bericht iiber eine NAD-
abhingige sec.-Alkohol-Dehydrogenase.

Die experimentelle Arbeitsweise fiir die in Tabelle VIII
angegebenen Tests war wie folgt: | mg Protein des Rohex-
trakts wurde in 10-ml-Rohrchen in 0,5 ml eines 0,05 m
Phosphatpuffers (pH 7,0) gegeben. | uMol NAD und 10
uMol 2-Butanol wurden zugesetzt und die R6hrchen wurden
mit einer Gummikappe verschlossen, um ein Verdampfen
minimal zu halten. Das Reaktionsgemisch wurde bei 30 °C
auf einem Wasserbad inkubiert. Nach 15 min Inkubation
wurde eine 3-pl-Probe mit einer Spritze entnommen und
durch Gas/Fliissigkeits-Chromatographie getestet. Die kata-
lytische Aktivitdt wurde auch durch Fluoreszenzspektropho-
tometrie getestet. Die aus diesen beiden Tests erhaltenen
Daten stimmten miteinander iiberein. Vergleichbare
Umwandlungen (wie in Tabelle VIII angegeben) fiir Extrakte,
die aus mit CH3NH2 und HCOOCH: geziichteten Mikroben
stammten, wurden, wie in Tabelle I1I gezeigt, auch erhalten.
Tabelle VIIa zeigt dhnliche Umwandlungen von 2-Propanol,
2-Butanol und 2-Pentanol in die Methylketone mit den zell-
freien Extrakten von SADH.
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Tabelle VIII
Oxydation von 2-Butanol zu 2-Butanon durch zellfreie losliche Extrakte von Ci-verwertenden Mikroben 2

Mikroben Wachstumssubstrat Umwandlungsgeschwindigkeit
(nMol/min/mg Protein)

obligate Methylotrophe
Membranstruktur Typ I

Methylosinus trichosporium OB3b (NRRL B-11.196) CHa 45
dito CH:OH 2,4
dito CHs;NH: 2,5
dito HCOOCH; 2,0
Methylosinus sporium 5 (NRRL B-11.197) CH: 1,5
Methylocystis parvus OBBP (NRRL B-11.198) CHa 1,2
Membranstruktur Typ 11

Methylomonas methanica Si1 (NRRL B-11.199) CHa 0,5
Methylomonas albus BG 8 CHa4 2,5
Methylomonas streptobacterium CRL 17 (NRRL B-11.208) CH. 1,8
Methylomonas agile CRL 22 (NRRL B-11.209) CHa 1,4
Methylococcus capsulatus CRL M1 (NRRL B-11.219) CHs 3,2
dito CHiOH 2.0
dito CH:NH: 1,8
dito HCOOCH: 2,0
Methylococcus capsulatus Y (NRRL B-11.201) CHa. 0,8
Fakultative Methan-Verwerter

Methylobacterium organophilum CRL 26 (NRRL B-11.222) CHa 1,3
dito CH;OH 2,5
dito CH:3NH: 2,0
dito HCOOCH: 2,0
Methylobacterium organophilum XX (ATCC 27.886) CHa 2,6
Obligate Methanol-Verwerter

Pseudomonas sp. CRL 75 (ATCC 21.439) CH:OH 25,0
Methylomonas methylovora (ATCC 21.852) CH;OH 2,0
Fakultative Methanol-Verwerter

Pseudomonas sp. CRL 74 (ATCC 21.438) CH;0OH 3,0
Pseudomonas Ms. (ATCC 25.262) CH;OH 5,0
Hefen

Candida utilis (ATCC 26.387) CHi:OH 2,4
Candida utilis (NRRL Y-660) CH;OH 15,0
Hansenula polymorpha (ATCC 26.012) CH:;OH 23,2
dito CH:3;NH: 20,0
dito HCOOCH:; 16,0
Hansenula polymorpha (NRRL Y-2214) . CH;0H 1,5
Hansenula polymorpha (NRRL Y-2267) CH:OH 2,0
Hansenula anomala (NRRL Y-336) CHi;OH 1,8
Pichia pastoris (NRRL Y-55) CHsOH 2,2
Pichia pastoris (NRRL Y-7556) CH;OH 1,6

a Die Zellen wurden, wie oben beschrieben, aufgebrochen, und die beim Zentrifugieren mit 10 000 g iiberstehende Fliissigkeit
wurde fiir den Enzymtest verwendet.

Tabelle VIIIa
Oxydation von sec.-Alkoholen durch §sliche Rohextrakte von mit Methanol geziichteten Ci-Verwertern

Oxydationsgeschwindigkeit (nMol/min/mg Protein)

2-Propanol 2-Butanol 2-Pentanol 2-Hexanol
Ci-Verwerter-Mikroorganismen — Aceton ~ 2-Butanon — 2-Pentanon — 2-Hexanon
Methylosinus trichosporium OB3b (NRRL B-11.196) 2,0 24 0,1 0
Methylococcus capsulatus CRL M1 (NRRL B-11.219) 1,7 2,0 0,1 0
Methylobacterium organophilum CRL 26
(NRRL B-11.222) 2,1 2,5 0,1 0

Pseudomonas sp. (ATCC 21.439) 21,2 25,0 1,2 0
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Tabelle IX
Stochiometrie der Produktion von 2-Butanon aus 2-Butanol durch zellfreie Extrakte des Stammes ATCC 21.439
Versuch 2-Butanol verbraucht (nMol) NAD verbraucht ® (nMol) 2-Butanon 2 verbraucht (nMol)
1 260 270 250
2 530 540 520

Die Reaktionsgemische, 3 ml (1,0 mg Protein), wurden bei 30 °C 10 min (Versuch 1) und 20 min (Versuch 2) in Gegenwart von
1,0 uMol NAD und 10 pMol 2-Butanol inkubiert.

@ Gaschromatographisch bestimmt.

b Fluoreszenzspektrophotometrisch bestimmt. Endogener Verbrauch von NAD wurde korrigiert.

Reinigung und Eigenschaften von sec.-Alkohoi-Dehydro- 15 rial wurde auf eine DEAE-Cellulose-Siule (3 x 35 cm) aufge-
genase bracht, die mit Puffer A ins Gleichgewicht gebracht worden
sec.-Alkohol-Dehydrogenase (SADH) aus einem obliga- war. Die sec.-Alkohol-Dehydrogenase-Aktivitdt wurde im
ten Methanol-Verwerter, Pseudomonas sp. ATCC 21.439, Leervolumen eluiert. Dieses DEAE-Cellulose-Eluat wurde
wurde wie folgt gereinigt: Die Zellen, die mit Methanol als durch Ammoniumsulfatfraktionierung konzentriert. Das sich
Kohlenstoffquelle geziichtet worden waren, wie in den vor- 2 zwischen 30 und 50% Ammoniumsulfat-Sittigung ausschei-
hergehenden Beispielen beschrieben, wurden in 300 ml 0,05 dende Material wurde durch Zentrifugieren gesammelt und

m Natriumphosphatpuffer, pH 7,0, mit 0,5 mMol Dithiothre-  i{iber Nacht gegen A dialysiert. Diese Fraktion wurde weiter
tol (Puffer A) suspendiert und durch Schallbehandlung (5 x 1 gewaschen und durch eine Amicon-Einheit mit XM-50-Mem-
min) aufgebrochen. Der Rohextrakt wurde durch Zentrifugie-  bran filtriert. Die konzentrierte Fraktion (6 ml) in der Ami-

ren abgetrennt. Er wurde 10 min in einem Wasserbad bei 25 con-Einheit wurde auf eine Affi-Gel Blue-Saule (0,8 x 18 cm)
50 °C wirmebehandelt. Der erhaltene Niederschlag wurde aufgebracht, die mit Puffer A zur Affinitétschromatographie
abzentrifugiert. Der iiberstehenden Losung wurden 25 ml ins Gleichgewicht gebracht worden war. Die Sdule wurde

Protaminsulfatldsung (2%ige Losung in 0,1 m Tris-Base) unter  iiber Nacht mit Puffer A (0,18 ml/min) gewaschen und dann
standigem Riihren zugetropft. Nach 30 min Stehen wurde der  mit Puffer A mit 5 mMol NAD eluiert. Jede 1-ml-Fraktion
Extrakt zentrifugiert. Die iiberstehende Lésung wurde mit 30 wurde aufgefangen. Die SADH-Aktivitdt wurde in den R6hr-
festem Ammoniumsulfat fraktioniert. Das zwischen 30 und chen 8 bis 12 lokalisiert. Eine Zusammenfassung der Reini-
60% Sittigung ausfallende Material wurde gesammelt und gungsschritte ist in Tabelle X wiedergegeben.

iiber Nacht gegen Puffer A dialysiert. Das dialysierte Mate- -

Tabelle X
Reinigung von sec.-Alkohol-Dehydrogenase aus Pseudomonas sp. ATCC 21.439

Massnahmen Volumen Protein Sp. Aktivitéit Einheiten Ausbeute

(ml) (mg) {Einheiten/mg Protein) insgesamt %)
Rohextrakt 250 2698 25 67450 100
Wirmebehandlung 245 949 67,5 64080 95
Protaminsulfat 260 526 103,8 54640 81
{NH4)2504 (30-60% Sittigung) 30 232 200 46450 69
DEAE-Cellulose-Séule 150 422 875 37160 55
Amicon-Filtration (XM-50) 6 22,0 1500 33050 . 49
Affi-Gel Blue-Saule 5 0,34 65600 22300 33

Das gereinigte sec.-Alkohol-Dehydrogenase-Enzym durch Weglassen der Warmebehandlung erreicht werden

(SADH) kann direkt zur Umwandlung von C3;-Ce-sec.-Alko- (eine spezifische Aktivitit von 45 Einheiten SADH/mg Pro-
holen in die entsprechenden Methylketone nach den oben tein aus Pseudomonas sp. ATCC 21.439 wurde erhalten). Die
beschriebenen Arbeitsweisen verwendet werden; dem Reak- Gegenwart eines Reduktionsmittels, wie Dithrothretol, im
tionsmedium muss jedoch eine Quelle fiir NAD* zugesetzt 55 Dialysepuffer hat sich als wiahrend der Dialyse des zwischen
werden. Man kann die an NAD gebundene sec.-Alkohol- 30 und 60% (NHa4):SOs-Séttigung ausgefiliten Materials
Dehydrogenase-Aktivitdt mit einem Fluoreszenzspektropho- wesentlich erwiesen. Bei einem speziellen Experiment wurde

tometer (Perkin Elmer, Modell MPF 44A) durch Verfolgen die Atii-Gel-Blue-Siule auf eine Grésse von 2,5 x 25 cm

der Bildung von reduziertem NAD (Ex 340 nm, Em 460 nm) erhoht. Aus 10 | Rohextrakt mit 200 g Protein wurde eine
bestimmen. Das Probensystem (3 ml) enthilt typischerweise ¢, reine 45-mg-SADH-Fraktion mit einer spezifischen Aktivitat
Natriumphosphatpuffer, pH 7,0, 150 uMol; NAD 1,0 pMol; von 65.600 SADH-Einheiten/mg Protein (33% Riickgewin-
eine gegebene Menge Enzympriparat und 20 uMol sec.-Alko-  nung) erhalten.

hol. Die Reaktion wird durch Zusatz von sec.-Alkohol gestar- Eine Metallanalyse der gereinigten SADH-Enzyme wurde

tet. Eine Einheit der SADH-Enzymaktivitit entspricht der nach der Rontgenstrahlenfluoreszenztechnik mit einem halb-

Reduktion von 1 nMol NAD pro min. 5 automatischen Vakuumspektrographen (Phillips PW 1220C)
Die in Tabelle X angefiihrte Arbeitsweise zur Reinigung durchgefiihrt. Dabei wurde das gereinigte SADH zuerst

kann dadurch abgewandelt werden, dass man die Wirmebe- griindlich mit entionisiertem, destilliertem Wasser gewaschen

handlung weglisst. Eine hohere spezifische Aktivitit kann und dann gleichmissig auf einer Amicon-XM-50-Ultrafiltra-
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tionsmembran getrocknet. Diese Membran wurde dann mit
der Rontgenstrahlenfluoreszenztechnik gepriift. Kontrollver-
suche erfolgen mit Ultrafiltrationsmembranen als Blindprobe.
Die Mindestmenge an qualitativ und quantitativ nachweisba-
rem Metall nach dieser Methode sind > 0,02 ug bzw.
>0,5/cm?2 Metallanalysen an den gereinigten, von Bakterien
stammenden SADH-Enzymen nach dieser Technik zeigten
0,7 ug Zink/cm? der Ultrafiltrationsmembran. Dies entspricht
2 Mol Zink pro Mol SADH-Enzym oder 1 Zink pro Unterein-
heit. Kein weiteres Metall wurde festgestellt.

Das Molekulargewicht des gereinigten SADH wurde
durch Acrylamidgelelektrophorese unter Verwendung von
7,5% Gel und eingefirbt sowohl mit Coomassie-Brilliantblau
als auch mit Nitroblau-tetrazolium-Aktivititsfarbe bestimmt.
Natriumdodecylsulfat-Gelelektrophorese in einem 10% Gel-
system und die Dissoziation des Enzymproteins erfolgten
unter Verwendung von SDS-PAGE-Standards. Sowohl der
Proteinfleck als auch der Enzymaktivitatsfleck der getesteten
gereinigten SADH-Enzyme zeigte eine einzige Proteinbande.
Die Beweglichkeit des SADH aus den verschiedenen Arten
mit Methanol geziichteter Bakterienzellen bei der Gelelektro-
phorese war identisch. Aus Hefe stammendes SADH hatte
eine grossere Beweglichkeit zur Anode bei der Gelelektropho-
rese. Die Molekulargewichte verschiedener aus Bakterien und
Hefen stammender und gereinigter SADH-Enzyme hatten
jeweils ein identisches Molekulargewicht von 95.000 Dalton,
festgestellt mit einer Biogelagarose A-1,5-Saule. SDS-Gel-
elektrophorese der gereinigten Enzyme zeigte zwei identische
Untereinheiten von 48.000 Dalton.

Die fiir die Aktivitiit des gereinigten SADH optimalen
Werte von pH und Temperatur waren 8 bis 9 bzw. 30 bis
35 °C, wenngleich grossere Bereiche des pH und der Tempe-
ratur die Enzymaktivitit nicht wesentlich beeinflussten. Die
Aktivierungsenergie fiir SADH, berechnet nach der Arrheni-
usschen Darstellung der Geschwindigkeit gegen den Rezi-
prokwert der absoluten Temperatur, betrdgt 19,8 kcal. Das
Absorptionsspektrum der gereinigten SADH-Fraktion zeigte
keinen Peak im sichtbaren Bereich.

Die Michaelis-Konstanten (K.,) des SADH, berechnet aus
dem Lineweaver-Burk-Diagramm, war 1,1 x 10~5 m fiir NAD.
Ahnliche Reaktionsgeschwindigkeiten wurden erhalten, ob
nun SADH entweder mit NAD oder mit 2-Butanol 10 min
vorinkubiert wurde. Dies zeigt an, dass die Zugabe von Sub-
straten zur SADH-Reaktion nicht eine zwangsldufige Reihen-
folge ist, sondern vielmehr ein statistischer oder Zufallsme-
chanismus. Wihrend der Reaktion wurde kein Verbrauch an
gelostem Sauerstoff beobachtet.

Der Einfluss mit Metallen Chelate bildender Mittel und
Thioreagentien auf die Aktivitit des gereinigten SADH-
Enzyms wurde untersucht. Die SADH-Aktivitdt wurde wie
folgt inhibiert (% Hemmung, Aktivitit spektrofluorometrisch
gemessen und jeder Inhibitor mit einer Endkonzentration von
1 mMol zugesetzt): Jodessigsiure, 0%; N-Athylmaleimid, 6%:;
p-Hydroxymercuribenzoat, 100%; 5,5'-Dithiobis(2-nitroben-
zoesdure), 100%; Natriumcyanid, 0%; Natriumazid, 10%;
ADTA, 63%; 1,10-Phenanthrolin, 95%; o,a-Bipyridyl, 70%;
Thioharnstoff, 0%; Kupfer(11), 25%: Eisen(111), 35%;
Eisen(II), 50%; Nickel, 20% und Zn++, Co*+, Mn* * oder
Mg+ *, 0%. Trotz der Tatgsache, dass SADH 2 Mol Zink pro
Mol Enzym enthiilt, regte die Zugabe von von aussen zuge-
fithrtem Zink die Aktivitit nicht an. Die Mglichkeit der
Hemmung durch Athanol oder n-Propanol wurde untersucht.
Trotz der strukturellen Ahnlichkeit beim Konkurrieren mit
2-Butanol fiir die Alkylbindungsstelle(n), hemmen beide die
SADH-AKktivitit nicht.

Die Substratspezifitit gereinigter SADH war fiir 2-Pro-
panol und 2-Butanol am hochsten. Es oxydierte auch mit
geringerer Geschwindigkeit 2-Pentanol; 2-Hexanol, Acetal-
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dehyd, Propanol, Cyclohexanol, Butan-1,3-diol und Butan--

2,3-diol. Primére Alkohole waren keine Substrate fiir gerei-

nigtes SADH. Fiir die Enzymaktivitit scheint ein hydropho-

ber Kohlenstoffrest nahe dem sekndéren Alkohol erforderlich
5 zu sein. .

Das gereinigte SADH-Enzym wurde auf Aminosduren mit
einem Aminosdureanalysator (Beckman Modell 120B) nach
Sdurehydrolyse des Enzyms analysiert. Die Ergebnisse der
Aminoséureanalyse sind in Tabelle XI zusammengefasst. Die

10 Werte sind als Durchschnittszahl der Reste pro Molekiil,
erhalten aus 24-, 48- und 72stiindiger Sdurehydrolyse, ausge-
driickt unter der Annahme eines Molekulargewichts von
95.000. Nur zwei Cysteinreste wurden festgestellt.

Tabelle XI
Aminosiurezusammensetzung von gereinigter SADH #
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Aminoséure Zahl der Reste/95 000 Dalton
2 Lysin 52
Histidin 14
Arginin 26
Cysteinsdure 2
R Asparaginsdure 78
Threonin 26
Serin 14
Glutamin 76
Prolin 32
” Glycin 72
Alanin 92
Valin 68
Methionin 6
Isoleucin 54
Leucin 74
Tyrosin 6
Phenylalanin 28
Tryptophan 28

40 * Das sec.-Alkohol-Dehydrogenase-Enzym wurde aus der
Pseudomonas sp. ATCC 21.439, aerob mit Methanol geziich-
tet, stammenden Zellen gereinigt.

Aus Hefe stammende SADH
Wie zuvor angegeben, iiberfithren sowohl Zellsuspensio-
nen als auch zellfreie Extrakte von mit Ci-Verbindungen
geziichteten Hefen enzymatisch C;-Cs-sec.-Alkohole in die
entsprechenden Methylketone. Ferner wurde speziell gefun-
den, dass Zellsuspensionen der Hefen Candida utilis ATCC
50 26.387; Hansenula polymorpha ATCC 26.012; Pichia sp.
NRRL Y-11.328; Torulopsis sp. Stamm A: NRRL Y-11.419
und Kloeckera sp. Stamm A: NRRL Y-11.420, mit verschie-
denen Ci-Verbindungen (z.B. Methanol, Methylamin,
Methylformiat), Athanol und Propylamin geziichtet, die Oxy-
s5 dation von C3-Cs-sec.-Alkoholen zu den entsprechenden
Methylketonen katalysierten.

Die Zellen wurden wihrend des exponentiellen Wachs-
tums durch |Sminiitiges Zentrifugieren mit 12 000 g geerntet.
Der Zellkuchen wurde zweimal mit 50 mMol Phosphatpuffer,

60 pH 7, gewaschen. Der endgiiltige Kuchen wurde im gleichen
Puffer erneut suspendiert. Zellsuspensionen von mit Athanol,
Methylamin und Methylformiat geziichteten Hefen wurden,
wie oben beschrieben, unter Verwendung von 0,4 Vol./Vol.
Athanol, 10 mMol Methylamin und 10 mMol Methylformiat

65 als einziger Quelle fiir Kohlenstoff und Energie hergestellt.

Eine 1-ml-Menge jeder gewaschenen Zellsuspension von
mit verschiedenen Kohlenstoffquellen geziichteten Hefen
wurde in 10-ml-Rhrchen bei 40 °C gebracht. 10 pl sec.-Alko-

45



hol (2-Propanol, 2-Butanol, 2-Pentanol und 2-Hexanol) wur-
den in einem unabhingigen Rohrchen den Zellsuspensionen
zugesetzt. Die R6hrchen wurden bei 30 °C auf einem rotie-
renden Wasserbadschiittler bei 200 UpM inkubiert. Das Oxy-
dationsprodukt sekundirer Alkohole wurde durch Vergleich
gaschromatographischer Retentionszeiten und gleichzeitige
Chromatographie mit authentischen Standardproben nachge-
wiesen. Wie in Tabelle XII gezeigt, katalysieren die Zellsu-
spensionen von Hefen die Umwandlung von Isopropanol,
2-Butanol, 2-Pentanol und 2-Hexanol in die entsprechenden
Methylketone, Die Oxydationsprodukte der sec.-Alkohole
sammelten sich extrazelluldr an, und gaschromatographische
Analyse zeigte keine weitere Oxydation der Produkte
(Methylketone). Ahnliche Umwandlungen von 2-Butanol in
2-Butanon erfolgten mit Zellsuspensionen der Hefen Candida
boidinii NRRL Y-2332: Hansenula anomala NRRL Y-336;
und Pichia pastoris NRRL Y-55. Die Umwandlungsge-
schwindigkeiten (uMol/h/mg Protein) waren 6,0, 5,5 bzw.
5.8.

Zellfrie Extrakte dieser Hefen katalysierten die
NAD+-abhingige Oxydation der C3-Cs-sec.-Alkohole zu den
entsprechenden Methylketonen. Die Gegenwart von NAD+
als Elektronenakzeptor war wesentlich im Falle des zellfreien
Extrakts dieser aus Hefe stammenden Enzyme. Primére Alko-
hole wurden durch dieses gereinigte Enzym nicht oxydiert.
Das Molekulargewicht des gereinigten, aus Hefe stammenden
SADH-Enzyms war 98.000 Dalton, bestimmt durch Gelfiltra-
tion, und die Grosse der Untereinheit war nach der Natrium-
dodecylsulfat-Gelelektrophorese 48.000.

Zu bemerken ist, dass das Molekulargewicht des gereinig-
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ten SADH etwa 95 000 £ 3000 (nach der Biogel-Sdulenchro-
matographie) ist, ob aus Hefe oder Bakterien stammend, aber
aufgrund von Reinigungsarbeitsweisen und Versuchsfehlern
variieren kann.

Die Aktivitit des gereinigten, aus Hefe stammenden
SADH wurde durch Sulfhydryl-Inhibitoren und metallbin-
dende Mittel gehemmt. Der optimale pH des gereinigten
Enzyms wurde zu etwa 8 bestimmt.

Ein typisches, aus Hefe stammendes SADH-Enzym wurde
wie folgt hergestellt:

Die Hefen wurden bei 30 °C in einem 2,8-1-Kolben mit
700 ml Mineralsalzmedium (spéter beschrieben) mit 0,1%
Hefeextrakten und 0,4 Vol./Vol.-% Methanol geziichtet.

Hefe-Wachstumsmedium #

KH:PO4 250g
NH:NO: 2,50g
MgSQ0s4-7H:20 030g
KClI 0,04 g
CaCl: 0,015¢g
FeSOs-7TH:0 1,00 mg
CuS0s4-5H:0 0,01 mg
H;BO: 0,02 mg
MnSQOs4.5H20 0,04 mg
ZnSOs 0,14 mg
MoOs 0,02 mg
Hefeextrakt 1,00 g
Methanol 4,00 ml

4 Die Zusammensetzung giit fiir 1 1.

Tabelle XI1I
Oxydation von sec.-Alkoholen zu Ketonen durch Zellsuspensionen von Hefen #

Umwandlungsgeschwindigkeit (uMol/h/mg Protein)

Organismus Wachstumssubstrat Isopropanol 2-Butanol 2-Pentanol 2-Hexanol
— Aceton — 2-Butanon — 2-Pentanon — 2-Hexanon
Candida utilis Methanol 6,2 6,8 1,5 0,80
ATCC 26387 Athanol 5,2 5,2 1,0 0,72
Methylamin 5,0 5,0 1,2 0,61
Methylformiat 5,6 6,2 1,3 0,75
Propylamin 4,2 4,2 0,9 0,52
Hansenula poly- Methanol 5,9 5,8 1,4 0,72
morpha Athanol 5,0 4,8 1,1 0,54
ATCC 26012 Methylamin 5,2 4,5 1,2 0,62
Methylformiat 5,6 5,2 1,3 0,70
Propylamin 4,1 4,0 0,82 0,48
Pichia sp. Methanol 52 6,8 1,2 0,50
NRRL-Y-11328 Athanol 4,5 6,2 1,0 0,28
Methylamin 4,2 5,1 0,72 0,31
Methyiformiat 49 6,9 0,98 0,48
Propylamin 32 2,1 0,60 0,21
Torulopsis sp. Methanol 4,5 4,9 1,0 0,21
Stamm A« (NRRL-Y- Athanol 42 4,7 1,2 0,20
11.419) Methylamin 43 4,5 09 0,12
Methylformiat 4,5 4,9 1,1 0,25
Propylamin 32 38 0,62 0,10
Kloeckera sp. Methanol 4.8 5,9 1,2 0,25
Stamm A2 (NRRL-Y- Athanol 4,5 57 1,0 0,12
11.420) Methylamin 4,0 5,4 1,0 0,10
Methylformiat 49 59 1,2 0,28
Propylamin 4,0 42 0,92 0,11

a Die Oxydationsprodukte wurden durch Vergleich der gaschromatographischen Retentionszeit und durch gemeinsame Chro-
matographie mit authentischen Standardproben identifiziert. Die Analyse zeigte auch, dass keine weitere Oxydation der Pro-

dukte (Methylketone) erfolgte.
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Zellsuspensionen (2 g Nassgewicht) gepackter Zellen in
10 ml 50 mMol Natriumphosphatpuffer, pH 7,0, bei 4 °C
wurden durch Schallbehandlung mit einer Megason-Ultra-
schallzerstorung aufgebrochen. Die schallbehandelten Zellsu-
spensionen wurden 15 min bei 30 000 g zentrifugiert. Die
iberstehende Fliissigkeit wurde als Rohextrakt bezeichnet.

Reinigung von aus Hefe stammender sec.-Alkohol-Dehydro-
genase

Grosse Kulturen von Pichia sp. NRRL Y-11.328 wurden
unter Beliiftung bei 30 °C in einem 14-I-New Brunswick f-
Fermentator in einem Mineralsalzmedium mit Methanol (0,4
Vol./Vol.-%) als einziger Kohlenstoffquelle geziichtet. Die
Zellen (200 g Nassgewicht) wurden in 50 mMol Natrium-
phosphatpuffer, pH 7,0, mit | mMol Dithiothreitol (Puffer A)
suspendiert, und Rohextrakte wurden hergestellt, wie zuvor
beschrieben. Die Rohextrakte wurden mit 18 ml Protaminsul-
fatlosung (2%ige Losung in 0,1 m Tris(hydroxymethyl)amino-
methan, (Tris)-Base) unter kontinuierlichem Riihren tropfen-
weise versetzt. Nach 30miniitigem Stehen wurden die
Extrakte 60 min bei 20 000 g zentrifugiert. Die iiberstehende
Loésung wurde mit festem Ammoniumsulfat fraktioniert. Die
Extrakte wurden auf 50% Sattigung Ammoniumsulfat durch
Zusatz von 313 g des Salzes pro | Extrakt gebracht. Ausge-
fallte Proteine wurden abzentrifugiert, und 137 g Ammo-
niumsulfat wurden pro | der iiberstehenden Fliissigkeit zuge-
setzt, um sie auf 70% Séttigung zu bringen. Zwischen 50 und
70% Sattigung ausgefilltes Material wurde durch Zentrifugie-
ren gesammelt und in Puffer A geldst. Dieses Priparat wurde
tiber Nacht gegen.Puffer A dialysiert, und das dialysierte
Material wurde auf eine DEAE-Cellulose-Sédule (5 x 40 cm)
aufgebracht, die mit Puffer A ins Gleichgewicht gebracht
worden war. Die Probe wurde mit 200 ml Puffer A gewaschen
und mit 2 | Puffer A eluiert, die NaCl mit linearem Gradien-
ten von einer Konzentration von 0 bis 0,5 m enthielten. 15-ml-
Fraktionen wurden aufgefangen. Fraktionen mit sec.-Alko-
hol-Dehydrogenase-Aktivitdt wurden gesammelt und als
DEAE-Cellulose-Eluat bezeichnet. Das DEAE-Cellulose-
Eluat wurde durch Ammoniumsulfatfraktionierung konzen-
triert. Zwischen 50 und 70% Ammoniumsulfatsittigung aus-
fallendes Material wurde durch Zentrifugieren gesammelt
und in Puffer A gelost. Dieses Priparat wurde iiber Nacht
gegen Puffer A dialysiert, und 4-ml-Proben wurden durch
eine Biogel-Agarose A-1,5-Sdule (2,5 x 100 cm) gefiihrt, die

20

Das Reaktionsgemisch, insgesamt in 3,0 ml, enthieit 50
mMol Phosphatpuffer, pH 7,0, 20 uMol NAD+, Zellextrakte
(1 ml). Die Reaktionen wurden durch Zugabe von 50 Mol
sec.-Alkohol (Isopropanol, 2-Butanol, 2-Pentanol, 2-Hexanol)
s gestartet und die Produktionsgeschwindigkeit von Methylke-
tonen (Aceton, 2-Butanon, 2-Pentanon, 2-Hexanon) wurde
gaschromatographisch gemessen.
Das aus der Oxydation von sec.-Alkoholen durch Zellex-
trakte von Organismen erhaltene Ketonprodukt wurde durch
10 Flammenionisations-Gaschromatographie unter Verwendung
einer rostfreien Stahlsdule (3,65 m x 3,2 mm bzw. 12
Fuss x % Zoll), gepackt mit 10% Carbowax 20M auf #%0
Chromosorb W (Perkin-Elmer Corp., Norwalk, Conn.) ermit-
telt. Die Sdulentemperatur wurde isotherm bei 130 °C gehal-
15 ten, der Tragergasstrom war 30 ml Helium/min. Die verschie-
denen Ketonprodukte (Aceton, 2-Butanon, 2-Pentanon,
2-Hexanon) wurden durch Vergleich der Retentionszeiten
und gleichzeitige Chromatographie mit authentischen Stan-
dardproben identifiziert. Der Proteingehait der Zellsuspen-
20 sionen wurde nach der Methode von Lowry et al. bestimmt.
Die sec.-Alkohol-Dehydrogenase-Aktivitit wurde spek-
trophotometrisch bei 340 nm mit einem NAD als Elektro-
nenakzeptor gemessen. Das Reaktionsgemisch in insgesamt
3,0 ml enthielt 50 mMol Phosphatpuffer, pH 8,0, 5 uMol
25 NAD*, Rohextrakte, und Substrat. Die Reaktionen wurden
durch Zugabe von 100 ul 0,1 m Substrat gestartet und die
Geschwindigkeit der NAD *-Reduktion wurde gemessen. Die
Proteinkonzentration wurde nach der Methode von Lowry et
al. bestimmt.

Zellfreie Extrakte, die aus Hefen, Candida utilis ATCC
26.387, Hansenula polymorpha ATCC 26.012, Pichia sp.
NRRL Y-11.328, Torulopsis sp. Stamm A: NRRL Y-11.419
und Kloeckera sp. Stamm A: NRRL Y-11.420, mit Methanol
geziichtet, stammten, katalysierten eine NAD+*-abhiingige
35 Oxydation von sec.-Alkoholen (Isopropanol, 2-Butanol,

2-Pentanol, 2-Hexanol) zu den entsprechenden Methylketo-
nen (Aceton, 2-Butanon, 2-Pentanon, 2-Hexanon). Die
Geschwindigkeit der Produktion von Methylketonen aus
sec.-Alkoholen ist in Tabelle X111 wiedergegeben. Oxydation
40 von sec.-Alkoholen wurde auch spektrophotometrisch durch
Messen der Reduktion von NAD* abgeschitzt. Die spezifi-
schen Aktivitdten (nMol reduzierten NAD*+/min/mg Pro-
tein) von 78, 85, 105, 62 bzw. 90 wurden mit Extrakten aus
Candida utilis ATCC 26.387, Hansenula polymorpha ATCC

30

mit Puffer A ins Gleichgewicht gebracht worden war. Fraktio- 45 26.012, Pichia sp. NRRL Y-11.328, Torulopsis sp. NRRL Y-

nen mit konstanter spezifischer Aktivitit des Enzyms wurden
vereinigt und durch Amicon-Ultrafiltration unter Verwen-
dung eines XM-50-Filters konzentriert.

11.419, Stamm A, bzw. Kloeckera sp., Stamm A2 NRRL Y-
11.420 unter Verwendung von 2-Butanol als Substrat erhalten.

Tabelle XI1I
Oxydation von sec.-Alkoholen zu Methylketon durch Zellextrakge von Hefen

Umwandlungsgeschwindigkeit 2, uMol/h/mg Protein

Organismus Isopropanol 2-Butanol 2-Pentanol 2-Hexanol

— Aceton — 2-Butanon — 2-Pentanon — 2-Hexanon
Candida utilis ATCC 26.387 4,5 4,92 0,82 0,45
Hansenula polymorpha ATCC 26.012 4,8 5,2 1,0 0,51
Pichia sp. NRRL-Y-11.328 5,5 6,2 1,2 0,60
Torulopsis sp. Stamm Ai1 NRRL-Y-11.419 4,5 49 1,0 0,21
Kloeckera sp. Stamm A NRRL-Y-11.420 4.8 59 1,2 0,25

4 Die Reaktionen wurden durchgefiihrt, wie oben beschrieben. Die Oxydationsprodukte der sec.-Alkohole wurden gaschroma-

tographisch identifiziert und bestimmt.
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Das SADH-Enzym wurde aus einer DEAE-Cellulosesdule  [,3-Butandiol wurden durch das gereinigte Enzym nicht oxy-

bei 0,08 m NaCl-Konzentration eluiert. Die insgesamt diert.

60fache Reinigung wurde aus Rohextrakten erreicht. Die Das gereinigte Enzym brauchte NAD* als Elektronenak-

Reinheit des Enzympriparats wurde durch Polyacrylamid- zeptor. NADP, Phenazinmethosulfat, Kaliumferricyanid,

Gelelektrophorese gepriift. Die gereinigten Enzympréparate 5 Cytochrom, 2,6-Dichlorphenolindophenol, Flavin-adenin-

wanderten als einzelne Proteinbande bei der Elektrophorese dinucleotid konnten nicht als Elektronentrager wirken.

auf Polyacrylamidgel. Tabelle X1V gibt eine Zusammenfas- Verschiedene, durch sec.-Alkohol-Dehydrogenase nicht

sung der Reinigungsschritte und eine Analyse der Produkte oxydierte primédre Alkohole wurden als potentielle Inhibito-

am Ende jeder Stufe wieder. ren der Enzymaktivitit untersucht. Die Enzymaktivitdt wurde
Die Substratspezifitdt der gereinigten sec.-Alkohol-De- 10 nicht durch primére Alkohole bei 10-* m gehemmt. Von ver-

hydrogenase wurde spektrophotometrisch gepriift. Unter ver-  schiedenen untersuchten Sulfhydryl-Inhibitoren und metall-
schiedenen getesteten sec.-Alkoholen katalysierte das Enzym bindenden Verbindungen wirkten p-Hydroxymercuribenzoat,

die Oxydation von Isopropanol, 2-Butanol, 2-Pentanol und Glutathion, Imidazol und 1,10-Phenanthrolin stark hemmend
2-Hexanol. auf die sec.-Alkohol-Dehydrogenase-Aktivitit. Die Enzym-
2-Heptanol, 2-Octanol, Methanol, Athanol, Propan-1-ol, 15 Aktivitdt wurde auch durch Schwermetalle, wie Silbernitrat,
Butan-1-ol, Pentan-1-ol, I,2-Propandiol, 1,2-Butandiol und Quecksilber(I1)-thiocyanat und Kupfer(Il)sulfat, gechemmt.
Tabelle X1V
Reinigung von sec.-Alkohol-Dehydrogenase aus Pichia sp. NRRL Y-11.328 2
Stufe Volumen Protein Einheiten Sp. Aktivitiit (Einheiten/ Ausbeute
(ml) (mg) mg Protein) (%)
1. Rohextrakte 875 21.875 2391375 109 100
2. Protaminsulfat-Behandlung 890 21.360 2370960 Il ) 99
3. Ammoniumsulfat-Fraktionie-
rung (50-70% Séttigung) 117 3.090 1820010 589 76
4. DEAE-Cellulose-Eluat 55 200 706800 3534 29
5. Biogelchromatographie 19 52 312624 6012 ) 13

4 Die sec.-Alkohol-Dehydrogenase-Aktivitit wurde spektrophotometrisch ermittelt, wie oben beschrieben, unter Verwendung
von 2-Butanol als Substrat. Die spezifische Aktivitit wurde als nMol an reduziertem NAD+/min/mg Protein ausgedriickt.

Aceton und 2-Butanon wurden als Produkt der Oxydation ~ Das Alkan-Oxydationssystem
von Isopropanol bzw. 2-Butanol durch das gereinigte Enzym 45 Sowohl Zellsuspensionen (Teilchenfraktion) als auch zell-

nachgewiesen. Die Menge an reduziertem NAD+ und gebil- freie Teilchenfraktionen von mit Methan geziichteten methy-
detem Produkt steht im Einklang mit der quantitativen Oxy- lotrophen Mikroorganismen vermdgen die Umwandlung von
dation beider Substrate. Diese Ergebnisse sind in Tabelle XV C3-Ce-n-Alkanen in die entsprechenden Alkohole, ein-
wiedergegeben. schliesslich sec.-Alkohole zu katalysieren. Die Bedingungen
5o fiir die Herstellung der Zellsuspensionen oder die zellfreien
Tabelle XV Teilchenfraktionen aus mit Methan geziichteter methylotro-
Stochiometrie der Oxydation von Isopropanol und phen Mikroorganismensind die gleichen wie oben beschrie-
sec.-Butanol durch die gereinigte ben. Die zellfreie Teilchenfraktion erfordert die Anwesenheit
sec.-Alkohol-Dehydrogenase von Sauerstoff und NADH als Elektronendonor. Die
Substrat (uMol) NAD* reduziert* gebildetes Produkt s Umwandlung des Alkohol.s‘wurde durch met.allbindenfle Mit-
(uMol) (uMol) tel gehemmt, was die Bete}hgung von Metallion(en) bei der
y Umwandlung der Alkane in sekundire Alkohole vermuten
Isopropanol 57 5.4 Aceton 55 lasst. Propylen erwies sich auch als die Umwandlung hem-
2-Butanol 60 59 »-Butanon 57 mend, was vermuten ldsst, dass das Propylen und das n-

o Alkan (z.B. Propan) um dasselbe bzw. dieselben Enzymsy-
] steme konkurrieren. Ascorbat und reduziertes Nicotinamid-
2 Die Ermittlung des reduzierten NAD* erfoigte durch spek- adenin-dinucleotid-phosphat (NADPH) kénnten auch als

trophotometrische Messung bei 340 nm. Elektronendonor anstelle von NADH fiir die Umwandlung
® Die Ermittlung der Produke erfolgte gaschromatographisch,  verwendet werden. Die Tabellen XVI und XVII zeigen die
wie bei den Verfahren beschrieben. ¢s Umwandiung von Ci~Cs-n-Alkanen zu den entsprechenden

sekundiren Alkoholen unter Verwendung von Zellsuspensio-
nen bzw. zellfreien Teilchenfraktionen von mit Methan
geziichteten methylotrophen Mikroorganismen.
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Tabelle XVI
Umwandlung von n-Alkanen in sec.-Alkohole durch Mikroorganismen *

Umwandlungsgeschwindigkeit (tMol/h/5 mg Protein)

Mikroorganismus Wachstumssubstrat n-Propan n-Butan n-Pentan n-Hexan
- 2-Propanol , — 2-Butanol — 2-Pentanol - 2-Hexanol

Methylosinus

trichosporium

(OB3b, NRRL-B-11.196) Methan 2,5 1,5 0,06 0,01

Methylococcus capsulatus

(Texas, ATCC 19.069) Methan 1,1 1,0 0,032 0,01

Methylobacter capsulatus

(Y, NRRL-B-11.201) Methan 0,20 0,09 - -

Methylosinus sp. :

(CRL-15, NRRL-B-11.202) Methan - 2,1 1,2 - -

Methylobacterium sp.

(CRL-26, NRRL-B-11.208) Methan 1,4 0,80 0,01 0,007

Methylomonas sp.

(CRL-17, NRRL-B-11.209) Methan 1,6 1,2 - - -

2 Die Produkt-sec.-Alkohole wurden durch Vergleich der gaschromatographischen Retentionszeit und gleichzeitig Chromato-
graphie mit authentischen Standardproben identifiziert und ermittelt.

Tabelle XVII
Hydroxylierung von n-Alkanen zu sec.-Alkoholen durch die P(40) *-Teilchenfraktion von Methylotrophen

Umwandlungsgeschwindigkeit (uMol/h/2,0 mg Protein)

n-Propan — 2-Propanol

n-Butan — 2-Butanol

Organismen
Methylosinus sp. (CRL-15, NRRL-B-11.202) 1,5
Methylococcus capsulatus (Texas, ATCC 19.069) 1,2

Methylosinus trichosporium (OB3b, NRRL-B-11.196) 1,32
Methylobacterium sp. (CRL-26, NRRL-B-11.222) 1,0

0,89
0,92
0,79
0,61

2 Die P(40)-Teilchenfraktion wurde wie folgt hergestellt: Zellsuspensionen bei 4 °C wurden durch eine Franzdsische Druck-
zelle zerstort und 15 min bei 4000 g zentrifugiert, um nicht-aufgebrochene Bakterien zu entfernen. Die iiberstehende Lésung
wurde dann 30 min bei 4 °C mit 40 000 g zentrifugiert, was die Teilchenfraktionen P(40) und die I8sliche Fraktion S(40) lie-
ferte. Die Produkte wurden gaschromatographisch und durch gleichzeitige Chromatographie mit authentischen Standardpro-

ben identifiziert.

Die Tabelle X VIII zeigt, dass die Zellsuspensionen von
mit Methan geziichteten methylotrophen Mikroorganismen
Ci-Cz-Alkane in die entsprechenden Alkohole iiberfiihren
und Propan und Butan in eine Vielzahl von Oxydationspro-
dukten iiberfithrt werden, darunter primire und sekundéire
Alkohole, Methylketone und Aldehyde.

Tabelle XVIII
Umwandlung von n-Alkanen in Oxydationsprodukte #

Umwandlungsgeschwindigkeit
(uMol/h/mg Protein)

Substrat Produkte Methylosinus Methylococcus
trichosporium capsulatus
OB3b NRRL CRL MI NRRL
B-11.196 B-11.219

Methan Methanol 1,5 2,5

Athan Athanol 1,3 2,0

Propan [-Propanol 0,4 0,5

Propan 2-Propanol 0,6 0,7

Propan Aceton 0,2 0,3

Butan I-Butanol 0,3 0,4

Butan 2-Butanol 0,4 0,5

Butan 2-Butanon 0,1 0,2

Butan n-Butanol 0,1 0,2

4 Zellsuspensionen von mit Methan geziichteten methylotro-
phen Mikroorganismen in 0,15 m Phosphatpuffer, pH 7,0,
inkubiert in den Aikanen, wie angegeben, bei 3 °C. Die Oxy-
dationsprodukte wurden durch Gas/Fliissigkeitschromato-
graphie bestimmt.
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Leadbetter und Foster [Archiv fiir Mikrobiologie, 35,
92-104 (1960)] berichteten, dass mit Methan geziichtete Pseu-
domonas methanica Propan und Butan gemeinsam zu ihren
entsprechenden Methylketonen oxydierten. Sie stellten fest,
dass ruhende Zellsuspensionen von mit Methan geziichteten
Zellen jedoch nicht Propan oder Butan oxydierten. Spiter
berichteten Lukins und Foster [J. Bacteriol. 85, 1074 bis 1086
(1963)], dass mit Propan geziichtete Mycobacterium smegma-
tis 422 n-Alkane zu ihren entsprechenden Methylketonen
oxydierten. Nun wurde gefunden und gezeigt, dass ruhende
Zellsuspensionen von mit Methan geziichteten Zellen
Cs-Ce-Alkane zu ihren entsprechenden sec.-Alkoholen und
Methylketonen in Abwesenheit von Wachstumssubstraten
oxydieren. Ausserdem wurde erstmals die Umwandlung von
C3-Ce-sec.-Alkoholen in ihre entsprechenden Methylketone
durch ruhende Zellsuspensionen (Teilchenfraktion) von mit
Alkan oder Alkohol geziichteten Zellen nachgewiesen. Mit
Succinat geziichtete Zellen haben keine SADH-AKktivitit, was
nahelegt, dass entweder Alkan oder Alkohol zum Induzieren
des Enzyms erforderlich ist.

Wie oben gezeigt, oxydierten Zellsuspensionen dieser
neuen Kulturen sowie bekannte Ci-Verwerter, entweder mit
Methan oder mit Methanol geziichtet, sekundire Alkohole zu
ihren entsprechenden Methylketonen. Die getesteten Kultu-
ren wurden aus verschiedenen Gattungen ausgewihlt und
hinsichtlich ihrer optimalen Bedingungen bei der Produktion
von 2-Butanon verglichen. Diese Kulturen waren Methylosi-
nus trichosporium OB3b (NRRL B-11.196) (ein obligater
Methan-Verwerter des Typs 1); Methylobacterium organophi-
lum CRL 26 (NRRL B-11.222) (ein fakultativer Methan-Ver-



werter); Hansenula polymorpha ATCC 26012; und Pseudo-
monas sp. ATCC 21439 (ein obligater Methanol-Verwerter).
Die Geschwindigkeit der 2-Butanon-Produktion war fiir die
ersten 4 Stunden Inkubation fiir alle fiinf getesteten Kulturen
linear. Die Hefekultur hatte die hochste Produktionsge-
schwindigkeit. Die Optimaltemperatur fiir die Produktion
von 2-Butanon war 35 °C fiir alle getesteten Bakterien. Die
Hefekultur hatte ein hoheres Temperaturoptimum (40 °C),
und eine sinnvoll hohe 2-Butanon-Produktionsgeschwindig-
keit wurde fiir diese Hefe auch bei 45 °C beobachtet. Die Pro-
duktion von 2-Butanon wurde durch die Substratkonzentra-
tion und die Zellkonzentration beeinflusst. Die Hemmung der
Produktion von 2-Butanon durch mit Metall Chelate bildende
Mittel lisst die Beteiligung von Metall(en) vermuten. Keine
Produkt(2-Butanon)-Hemmung wurde in irgendeiner der
Zellsuspensionen aus allen fiinf getesteten Kulturen beobach-
tet. :

Nun wurde gefunden, dass zellfreie 16sliche Extrakte aus
durch Schall aufgebrochenen Zellen auch 2-Butanol zu
2-Butanon oxydieren. Das zellfreie System erfordert den
Zusatz eines Cofaktors, insbesondere NAD, fiir seine Aktivi-
tét. Eine der Erkldrungen fiir die Abnahme der Geschwindig-
keit der 2-Butanon-Produktion nach 4 h Inkubation mag
daher in der Erschépfung von NAD in den Zellsuspensionen
liegen.

Es stellte sich heraus, dass Nicotinamid-adenin-dinucleo-
tid (NAD) eine Voraussetzung fiir die Oxydation von
C;s-Ce-sec.-Alkoholen in dem zellfreien SADH-System war.
Andere getestete Cofaktoren (einschliesslich PMS, GSH,
FAD, Kaliumferricyanid, Dichlorphenolindophenol und
NADP) waren unwirksam.

Das Molekulargewicht des reinen SADH, ermittelt durch
eine Biogelagarose A-1,5-Siule, ist 95 000 Dalton. Acrylamid-
gelelektrophorese der gereinigten SADH-Fraktion aus der
Affinitdtschromatographie zeigte eine einzige Proteinbande.
Die Km-Werte fiir 2-Butanol und NAD sind 0,25 mMol bzw.
0,011 mMol. Das pH-Optimum fiir die SADH-Aktivitit lag
um 8 bis 9 (0,05 m Natriumphosphatpuffer fiir pH 5-8; 0,05
m Natriumpyrophosphatpuffer fiir pH 8-11).

SADH oxydiert C3~Ce-sec.-Alkohole mit den folgenden
relativen Prozentsédtzen: 2-Propanol (85%), 2-Butanol (100%),
2-Pentanol (5%), 2-Hexanol (2%), Acetaldehyd (4%), Propanal
(2%), Cyclohexanol (4%), Butan-1,3-diol (2%) und Butan-
2,3-diol (2,5%). Die folgenden untersuchten Verbindungen
wurden durch SADH nicht oxydiert: 2-Heptanol bis 2-Deca-
nol, Formaldehyd, Butanol bis Decanal, Benzaldehyd,
Methanol bis n-Decanol, Isobutanol, Phenol, Butan-1,2-diol
und Bernsteinsdure. Es scheint, dass ein hydrophober Koh-
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lenstoffrest nahe dem sekundiren Alkohol fir die Enzymakti-
vitdt notwendig ist.

Die SADH-Aktivitit wurde durch mit Metall Chelate bil-
dende Mittel in folgender Folge (% Hemmung) gehemmt:
1,10-Phenanthrolin (95%), a,a-Bipyridyl (70%), ADTA (63%)
und Natriumazid (10%). Dies lést eine mdgliche Metallbeteili-
gung vermuten. Die Aktivitit wurde jedoch nicht durch
Natriumcyanid oder Thioharnstoff gehemmt. Die Enzymakti-
vitdt wurde auch durch starke Thioinhibitoren, wie Hydroxy-
mercuribenzoat (100%) und 5,5'-Dithiobis(2-nitrobenzoe-
sidure) gechemmt und wurde nicht gehemmt durch weniger
starke Thioinhibitoren, wie Jodessigsiure oder N-Athylmalei-
mid. Die physiologische Bedeutung dieser SADH in methylo-
trophen sowie anderen Verwertern gasformigen Kohlenwas-
serstoffs ist unbekannt. Dieses Enzym zu besitzen ist jedoch
von grossem Vorteil fiir den Organismus, da dessen Wachs-
tumsausbeute beim Wachsen mit gasformigen Alkanen als
einziger Quelle fiir Kohlenstoff und Energie ausschliesslich
NAD(P)H-abhingig sein kénnte. Sekundire Alkohole sind
Zwischenstufen bei der Oxydation von n-Alkanen durch
Pseudomonas oder Mycobacterium.

Die Methanmonooxygenase aus Methylococcus capsula-
tus (Bath) oxydiert auch n-Alkane sowohl zu priméren als
auch zu sekundiren Alkoholen. Die Tatsache, dass SADH
auch in mit Methanol geziichteten Zellen vorliegt, zeigt an,
dass das Enzym nicht durch n-Alkane induziert wird.

Der Stoffwechsel der obligaten Methylotrophe ist in ein-
zigartiger Weise abhiingig von einer Verbindung mit einem
Kohlenstoff (Formaldehyd) fiir die Biosynthese bestimmter
essentieller Zellbestandteile. Diese Verbindung kann aus
Methan und Methanol erhalten werden, ist aber nicht aus den
nicht-wachstumsunterhaltenden Verbindungen zu erhalten.

NAD-abhingige Alkoholdehydrogenase und PMS-abhin-
gige Methanoldehydrogenase sind gut charakterisierte
Enzyme. Beide Dehydrogenasen haben eine breite Spezifitit
gegeniiber priméren Alkoholen. Kiirzlich berichtete Metha [J.
Bacteriol., 124, 1165-1167 (1975)] von einer an NAD gebun-
denen Alkohol-Dehydrogenase aus einer mit Methanol
geziichteten Hefe. Diese prim.-Alkohol-Dehydrogenase oxy-
diert auch 2-Propanol. Ausserdem stellte der Bericht fest,
dass diese Alkohol-Dehydrogenase sehr instabil war, dass sie
ihre gesamte Enzymaktivitdt innerhalb 24 h nach 4facher Rei-
nigung verlor. Ergebnisse eigener vorlaufiger Untersuchun-
gen jedoch zeigen an, dass die vorliegend beschriebene
sec.-Alkohol-Dehydrogenase ein sec.-Alkohol-spezifisches
Enzym mit héchster Aktivitit bei 2-Propanol und 2-Butanol
ist und keine Aktivitdt gegeniiber priméren Alkoholen hat.
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