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69 Verfahren zur Verminderung des Lipid- und Nucleinsiiure-Gehaltes in mikrobiellen Zellmassen.

@ Der Lipid- und Nucleinsiuregehalt in mikrobiellen

Zellmassen wird vermindert, indem man die Zellmas-
sen mit einer Extraktionsmischung aus Ammoniak oder
Ammoniumhydroxyd und einem organischen Lésungsmit-
tel der Formel I behandelt. Nach dem Abtrennen der Ex-
traktionsmischung wischt man den Riickstand der Zell-
masse mit Wasser und trennt die wissrige Phase ab. An-
schliessend wird der Riickstand - gegebenenfalls nach Ex-
traktion mit einem organischen Lésungsmittel der Formel
I - getrocknet.

Die Substituenten in der Formel I haben die im An-
spruch 1 angegebenen Bedeutungen.

Anstelle einer Verbindung der Formel I kann Isopro- ]
panol als organisches Lsungsmittel verwendet werden.

R{—(CHy)y —OR, @
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PATENTANSPRUCHE

1. Verfahren zur Verminderung des Lipid- und Nucleinséu-
regehaltes in mikrobiellen Zellmassen, dadurch gekennzeich-
net, dass man die Zellmassen mit einer Extraktionsmischung
aus Ammoniak oder Ammoniumhydroxyd und einem organi-
schen Losungsmittel der Formel I .

Ri-(CH2),-OR:2 O,
worin entweder R: und Rz Wasserstoff bedeuten und n fiir eins,
zwei oder drei steht, oder worin R: die Hydroxygruppe und Rz
Wasserstoff, Methyl oder Athyl bedeuten und n fiir zwei oder
drei steht, behandelt, und nach Abtrennen der Extraktionsmi-
schung den Riickstand der Zellmasse mit Wasser wéscht, die
wissrige Phase abtrennt und trocknet. 1

2, Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass man den Riickstand der Zellmasse nach der Abtrennung
der wiissrigen Phase und vor dem Trocknen einer Extraktion
mit einem organischen Losungsmittel der Formel I unterwirft.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeich-2
net, dass der Gesamt-Wassergehalt wihrend des Aufschlusses
0 bis 30 Gew.-%, vorzugsweise 0 bis 20 Gew.%, insbesondere 0
bis 10 Gew.-%, bezogen auf die eingesetzte Losungsmittel-
menge, betrdgt.
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4. Verfahren nach Anspruch 1 bis 3, dadurch gekennzeich- 25

net, dass der NHs-Gehalt wihrend des Aufschlusses 1 bis 10
Gew.-%, vorzugsweise 2 bis 8 Gew.%, insbesondere 3 bis 5
Gew.-%, bezogen auf die eingesetzte Losungsmittelmenge,
betrigt.

5. Verfahren zur Verminderung des Lipid- und Nucleinsiu- 30

regehaltes in mikrobiellen Zellmassen, dadurch gekennzeich-
net, dass man die Zellmassen mit einer Extraktionsmischung
aus Ammoniak oder Ammoniumhydroxyd und Isopropanol als
organisches Losungsmittel behandelt, und nach Abtrennen der

Extraktionsmischung den Riickstand der Zellmasse mit Wasser 35

wischt, die wissrige Phase abtrennt und trocknet.

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet,
dass man den Riickstand der Zellmasse nach der Abtrennung
der wissrigen Phase und vor dem Trocknen einer Extraktion
mit Isopropanol unterwirft.

7. Verfahren nach Anspruch 5 oder 6, dadurch gekennzeich-
net, dass der Gesamt-Wassergehalt wihrend des Aufschlusses
0 bis 30 Gew.-%, vorzugsweise 0 bis 20 Gew.-%, insbesondere 0
bis 10 Gew.-%, bezogen auf die eingesetzte Losungsmittel-
menge, betragt.

8. Verfahren nach einem der Anspriiche 5 bis 7, dadurch
gekennzeichnet, dass der NHs-Gehalt wihrend des Aufschlus-
ses 1 bis 10 Gew.-%, vorzugsweise 2 bis 8 Gew.-%, insbesondere
3 bis 5 Gew.-%, bezogen auf die eingesetzte Losungsmittel-
menge, betrégt.

4

5

5
Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Verminderung der
Lipid- und Nucleinsiuremenge, die in Zellen von Mikroorganis-
men enthalten ist. Jede Zelle enthilt Kohlehydrate, Proteine,
Lipide und Nucleinsgure. Die Verwendbarkeit von mikrobiel-

len Zellmassen als Nahrungsmittel und Futtermittel wird durch 6o

einen Gehalt an Nucleinsiduren und Lipiden negativ beeinflusst.

Ein Nucleinsduregehalt ist bedenklich, da er zu pathologi-
schen Zustinden (Gicht, Harnsteine) fithrt. Lipide beschranken
die Lagerfihigkeit durch Ranzigwerden und beeintrichtigen
den Geschmack.

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es daher, den Lipid-
und Nucleinsiuregehalt in mikrobiellen Zellmassen zu senken.
Nach bekannten Verfahren werden die Lipide entweder aus
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Zellwand und Membran durch organische Losungsmittel her-
ausgelost oder durch Behandlung mit wassrigen Alkalien ver-
seift.

Ein bekanntes Verfahren zum Herauslésen der Lipide aus
Mikroorganismen arbeitet mit Gemischen aus Methanol und
Chloroform. Das Verfahren ist aufwendig und kann zu toxi-
schen Produkten fithren. Lipidextraktionen mit Alkohol-Was-
ser-Gemischen (nach DT-OS 2 405 593 oder DE-OS 21 37 038)
eignen sich schlecht fiir Bakterien und sind in der technischen
Ausfiihrung ebenfalls aufwendig.

Weitere bekannte Verfahren, mikrobielle Zellmassen
nucleinsdure- und lipidarm zu machen, verwenden den alkali-
schen Aufschluss bei erhdhten Temperaturen. Nachteilig ist
hierbei die Freisetzung der bei der Hydrolyse entstandenen
freien Fettsiuren, die sich zusammen mit dem Protein abschei-
den.

Ausserdem geht ein Teil der im Protein enthaltenen essen-
tiellen Aminosduren, z.B. Lysin, in einen vom Organismus nicht
verwertbaren Zustand iiber.

Es wurde nun ein Verfahren zur Verminderung des Lipid-
und Nucleinsduregehaltes in mikrobiellen Zellmassen gefun-
den, das dadurch gekennzeichnet ist, dass man die Zellmassen
mit einer Extraktionsmischung aus Ammoniak oder Ammoni-
umhydroxyd und einem organischen Losungsmittel der Formel
I

Ri-(CH2),~OR2 ),
worin entweder Ri1 und Rz Wasserstoff bedeuten und n fiir eins,
zwei oder drei steht, oder worin R: die Hydroxygruppe und Rz
Wasserstoff, Methyl oder Athyl bedeuten und n fiir zwei oder
drei steht, behandelt und nach Abtrennen der Extraktionsmi-
schung den Riickstand der Zellmasse mit Wasser wischt, die
wissrige Phase abtrennt und - gegebenenfalls nach Extraktion
mit einem organischen Losungsmittel der Formel I - trocknet.

Anstelle eines organischen Losungsmittels der Formel I
kann erfindungsgemiss auch [sopropanol verwendet werden.

Als mikrobielle Zellmassen werden vorzugsweise Mikroor-
ganismen, die z.B. durch Ziichtung auf Alkohol oder n-Paraffi-
nen in Gegenwart eines wissrigen Nahrmediums und eines
freien Sauerstoff enthaltenden Gases erzeugt sind, verwendet.
Bevorzugt als Mikroorganismen werden Bakterien, Hefen und
Pilze.

Beispiele fiir solche Mikroorganismen sind Methanol ver-
wertende Bakterien der Gattung Methylomonas, z.B. Methylo-
monas clara ATCC 31226, oder Hefen wie Candida lipolytica
ATCC 20383, die durch Ziichtung auf n-Paraffinen in Gegen-
wart eines wissrigen Nahrmediums erhalten werden kénnen.

Pilztrockenmycelien kénnen ebenfalls verwendet werden.
Dieses Zellmaterial kann aus der Antibiotika-Gewinnung bei-
spielsweise aus Penicillinfermentationen entnommen werden,
nachdem das Antibiotikum extrahiert wurde.

Als Losungsmittel der Formel I kommen Alkohole wie Me-
thanol, Athanol, n-Propanol in Betracht. Bevorzugt sind Metha-
nol und Athanol, insbesondere Methanol.

Ausser den genannten Alkoholen eignen sich Glykole und
ihre Monoither der Formel I, namentlich Glykol und Mono-
methylglykol. Als organisches Losungsmittel eignet sich auch
Isopropanol.

Ammoniak kann den genannten Losungsmitteln gasformig
(NH3) oder als konzentrierte wissrige Losung (NH«OH) zuge-
setzt werden. Die Wahl erfolgt im allgemeinen nach Wasserge-
halt des Zelltrockenmaterials sowie nach Menge und Wasser-
gehalt des eingesetzten Losungsmittels. NH+OH eignet sichim
allgemeinen bei Zellmassen mit geringem Feuchtigkeitsgehalt
(0 bis 15%), NH: dagegen besser bei Zellmassen mit hoherem
Wassergehalt (10 bis 30%).

Der Anteil der Lipide, der durch die Extraktion mit Ammo-
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niak und Losungsmittel entfernt wird, hingt vom Gesamtwas-  Normaldruck durchgefiihrt. Bevorzugt sind Temperaturen von
sergehalt ab, der in Gew.% auf die verwendete Losungsmittel-  40-70 °C, besonders bevorzugt 50-60 °C. Die Extraktionsdauer
menge bezogen wird, und von der NHs-Konzentration in kann je nach Extraktionstemperatur und Wassermenge 5-120
Gew.%, bezogen auf das eingesetzte Losungsmittel. Minuten betragen, gute Ergebnisse erzielt man mit 25- bis

Besonders gute Versuchsergebnisse liessen sich bei einem 5 45miniitiger Extraktionszeit. Zur Trennung fester und fliissiger
Zellenmasse'Lésul:]'gsmittel'GeWiChtSVerhéltniS von 1:3bis 1:6 Bestandteile wird die Suspension, Vorzugsweise bei Temperatu.
bei Methanol und Athanol, und 1:8 bis 1:12 bei Propanol, Glka] ren von 10-30 °C’ m allgemeinen Zentrifugiert. Andere geeig.
und den Monoglykolithern erzielen. Die Ammoniakkonzentra-  pete Trennverfahren sind Sedimentation und Filtration.

tion, bezogen auf die Lésungsmittelmenge, betrug bevorzugt 1 Zur einfacheren Abtrennung der Zellmasse wird vorteilhaft
bis 10 Gew.%, besonders vorzugsweise 2 bis 8 Gew.%, insbe- 10 dem Wasser der zweiten Stufe bis zu 20 Gew.%, vorzugsweise
sondere 3 bis 5 Gew.%. Die Summe der Wassermengen, die 5-15 Gew.-%, eines niederen Alkohols wie Athanol, Methanol,
herrithren aus Zellmasse, Losungsmittel und gegebenenfalls vorzugsweise Methanol, zugesetzt.
aus wéissrigem Ammoniak, betrugen bevorzugt 0 bis 30 Gew. %, Die feste Phase wird nach géngigen Verfahren wie Gefrier-,
besonders bevorzugt 0 bis 20 Gew.-%, insbesondere 0 bis 10 Vakuum- oder Spriihtrocknung von Fliissigkeitsresten befreit.
Gew-%,bezogen auf die eingesetzte Losungsmittelmenge. 15 Das Produkt besitzt angenehme Geruchseigenschaften, eine
Beim Arbeiten im technischen Massstab kann auf eine hellere Farbe als das Ausgangsmaterial und ein besonders
Trocknung der Zellen nach der Fermentation bis auf einen gutes Wasserbindevermogen. Durch die Entfernung der Lipide
geringen Restwassergehalt von 4% oder niedriger verzichtet  ynd Nucleinséuren eignet es sich besonders zur Herstellung

werden. Es geniigt, die Zellmasse auf ein solches Zelltrockenge- von Nahrungs- und Futtermitteln.

wicht zu bringen, dass nach Zusatz der benétigten Lésungsmit- 20 So sind bei dem erfindungsgemiss hergestellten Produkt
telmenge der Gesamtwassergehalt im optimalen Bereich liegt;  gje Lipide im allgemeinen bis auf einen Restgehalt von 0,5 bis
gegebenenfalls wird man dem Losungsmittel gasformigesNHs 35 Gew.%, die Nucleinsduren im allgemeinen bis auf einen

zusetzen. Restgehalt von 0,5-4,5 Gew %, entfernt.

Das Losen der Fette aus den mikrobiellen Zellmassen wird Das Verfahren gemiss der Erfindung vermeidet die Nach-
im allgemeinen so durchgefiihrt, dass das Zellmaterial im orga- s teile der bekannten Verfahren wie Losungsmittelbehandlung
nischen Losungsmittel der Formel I suspendiert und NHsein-  oder alkalischer Aufschluss. Chlorierte Kohlenwasserstoffe
geleitet oder NH4OH zugegeben wird. Zweckmissig ist das werden nicht benétigt. Die Entfettung mit Ammoniak-Losungs-
Durchmischen der Suspension durch Riihren. Die Behand- mittel-Gemischen ist, insbesondere bei Bakterien, wesentlich

lungstemperaturen liegen im allgemeinen im Bereich von —20 vollstindiger als bei Behandlung der Zellmasse mit Losungs-
bis +60 °C, wobei ein Bereich von +5 bis +50 °C und insbeson- 3 mittel-Wasser-Gemischen. Extreme Temperatur- und
dere von +10° bis +30 °C bevorzugt ist. Die Behandlungsdauer ~ pH-Bereiche, die die Verwendbarkeit des Produktes herabset-

betrégt im allgemeinen 5 bis 120 Minuten und liegt vorzugs- zen, werden vermieden. Der Energieaufwand ist geringer als

weise bei 25-35 Minuten. Die Behandlung wird im allgemeinen  bei den bekannten alkalischen Aufschlussverfahren. Die Pro-

bei Normaldruck durchgefiihrt. teinanreicherung gelingt ohne das Anfallen grosser Mengen
Nach Beendigung der Losungsmittel-Ammoniak-Behand- 35 von Neutralisationssalzen.

lung wird das erhaltene Zellmaterial (Protein) nach beliebigen Die vom festen Zellmaterial abgetrennte wissrige Phase

Verfahren wie Zentrifugieren, Filtration und Sedimentation enthilt neben anderen wasserloslichen Bestandteilen die

vom Losungsmittel getrennt. Nucleinsduren, die nach bekannten Verfahren, z.B. durch Aus-

Bevorzugt wird die Filtration. Das erhaltene feste Zellmate- ~ fallen in sauren Medien, Ultrafiltration, Dialyse oder Enzymbe-
rial kann zur méglichst vollstandigen Entfernung der Lipide mit« handlung, gewonnen werden kénnen.

einem der genannten organischen Lésungsmittel nochmals Die Erfindung wird durch folgende Beispiele erlautert.
behandelt werden. )

Der Riickstand kann zur Entfernung von Lésungsmittelre- Beispiel 1
sten und Ammoniak getrocknet werden. Zweckmissig wird Methylomonas clara ATCC 31226 wurde in einer Nihrl6-
dies unter vermindertem Druck, vorzugsweise 80-150 Torr, 45 sung enthaltend Methanol als einzige Kohlenstoffquelle,
und erhdhter Temperatur, vorzugsweise 40-50 °C, durchge- Ammoniak als einzige Stickstoffquelle, Phosphat, Eisen-,

fiihrt. Das so entfettete und getrocknete Produkt ist geruchlos. Magnesiumsalze und andere iibliche Spurenelemente unter
Die nach dem vorstehend genannten Verfahren vom festen  aeroben Bedingungen geziichtet. Die dabei erzeugte Bakterien-
Zellmaterial abgetrennte fliissige Phase enthdlt Ammoniak und  zellmasse wurde von der Losung abgetrennt und der Spriih-

geloste Lipide. Das eingesetzte Losungsmittel kann durch s0 trocknung unterworfen.
Vakuumdestillation von den Fetten abgetrennt und wieder ein- 100 g dieser Zellmasse wurden mit 300 g Methanol versetzt.
gesetzt werden. Unter Riihren der Suspension wurden 10 g NH3-Gas eingeleitet

Anschliessend werden die entfetteten und gegebenenfalls  und gelst. Durch Kiihlen wurde die Temperatur wihrend des
getrockneten Zellmassen in Wasser aufgenommen. Bevorzugt  Einleitens auf 25-35 °C gehalten, Das Gemisch aus Methanol,
sind Wassermengen, die zur Zellmasse im Gew.-Verhiltnis 1:1 ss Ammoniak und Zellmasse wurde 30 Minuten bei 20 °C geriihrt.

bis 30:1, insbesondere 5:1 bis 15:1, stehen. Die Wassermenge Zur Trennung der festen und fliissigen Phase wurde filtriert
wird im allgemeinen mindestens so bemessen, dass ein Rilhren  und der feste Riickstand einmal mit 300 ml Methanol gewa-
der Suspension moglich ist. schen. Nach erneuter Filtration wurden beide Filtrate ver-

Der pH-Wert wihrend der Wasserbehandlung soll im allge-  einigt. Diese braune Lésung enthielt die Lipide der eingesetz-
meinen im Bereich von 5-8,5, bevorzugt 6-7,5, liegen und wird 60 ten Ausgangssubstanz. Methanol und Ammoniak wurden durch
gegebenenfalls auf diesen Bereich eingestellt. Dies ist insbeson-  Vakuumdestillation (100 Torr, 40 °C) entfernt. Der Riickstand,

dere dann notwendig, wenn nicht oder nicht vollstandig der 9,5 Gew.-% des eingesetzten Zellenmaterials betrug, war
getrocknete Zellmassen aus der ersten Stufe verwendet wer- eine dunkelbraune, iibelriechende Paste, die aus freien Fettsiu-
den, die dann auch noch Restmengen an Ammoniak enthalten,  ren, Glyceriden, Phospholipiden und Sekundéirmetaboliten
was zu einem zu hohen pH-Wert fithren kann. 65 bestand.

Diese Extraktion der Nucleinséuren, Salze, Polysaccharide Der bei der Filtration erhaltene feste Riickstand der extra-

und wasserloslichen Sekunddrmetabolite mit Wasser wird im hierten Zellmasse wurde im Vakuum (100 Torr) bei 40 °C
allgemeinen in einem Temperaturbereich von 30-95 °C bei 5 Stunden getrocknet. Es konnten so 90 g entfettete Zellmasse
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erhalten werden, die geruchlos war und eine hellere Farbe als
das Ausgangsmaterial besass.

Zur Verminderung des Nucleinsduregehaltes wurde diese
Zellmasse in 900 ml Wasser suspendiert. Der pH-Wert der
durch Rithren homogenisierten Suspension betrug 6,9.

Nach Erhohung der Temperatur auf 55 °C wurde noch 20
Minuten weitergeriihrt, auf 30 °C abgekiihlt und durch Zentrifu-
gieren in feste und fliissige Phase getrennt. Das erhaltene Sedi-
ment wurde erneut mit 900 ml Wasser vermischt und 10 Minu-
ten bei 20 °C geriihrt. Danach wurde erneut zentrifugiert und
das Sediment unter vermindertem Druck getrocknet.

Die Ausbeute betrug 65 g. Der Nucleinsauregehalt war von
urspriinglich 11,2% auf 1,5% gesunken. Das Produkt war in trok-
kenem Zustand geruchlos, mit Wasser befeuchtet besass es
einen sympathischen Geruch.

Das Ergebnis dieses und der weiteren Beispiele sind in den
nachfolgenden Tabellen Ia und Ib zusammengefasst.

Beispiel 2

Als Ausgangsmaterial diente die gleiche Bakterienzell-
masse wie in Beispiel 1 verwendet. Sie wurde den gleichen Ver-
fahrensschritten und Bedingungen unterworfen, doch wurden
statt gasformigem NHs 30 ml konzentriertes NH«OH (33%ig)
als Reagenz verwendet. .

Beispiel 3
Es wurde wie in Beispiel 2 verfahren, jedoch wurden 60 ml
konz. NH+OH (33%ig) eingesetzt.

Beispiel 4
Bei einer Verfahrensweise wie in Beispiel 2 wurde statt
Methanol Athanol als Losungsmittel verwendet.

Beispiel 5

Bei sonst gleicher Verfahrensweise wie in Beispiel 3 wurde
statt Methanol Glykolmonomethyldther als Losungsmittel ver-
wendet.

Beispiel 6
Es wurde verfahren wie in Beispiel 2. Statt Methanol wurde
i-Propanol als Lésungsmittel eingesetzt.

Beispiel 7

Als Ausgangsmaterial wurde eine Zellmasse aus Methylo-
monas clarus wie in Beispiel 1 beschrieben verwendet. 100 g
des spriihgetrockneten Produkts wurden wie in Beispiel 1
beschrieben aufgeschlossen und entfettet (15 g NHs). Jedoch
wurde auf die vollstindige Trocknung des Riickstandes ver-
zichtet. Der griindlich abgesaugte Filterkuchen mit einem Fett-
stoffgehalt von 85% wurde in 900 ml Wasser suspendiert. Der
pH-Wert stellte sich auf 8,9 ein, bedingt durch den in der feuch-
ten Biomasse verbliebenen Ammoniak.

Die Temperaturen der Suspension wurde unter Rithren auf
65 °C erhoht und nach 5 Minuten der pH-Wert durch Zugabe
von HCl auf 7,2 eingestelit. Danach wurde noch 15 Minuten bei
65 °C weitergeriihrt, dann auf 40 °C abgekithlt und zentrifu-
giert. Das erhaltene Sediment wurde getrocknet.

Beispiel 8

Ein K ohlenwasserstoffe verwertender Stamm der Hefe
Candida lipolytica ATCC 20383 wurde auf n-Paraffinen in
Gegenwart eines wissrigen Ndhrmediums und eines Sauerstoff
enthaltenden Gases kultiviert. Die Hefezellmasse wurde von
der Nihrlosung abgetrennt und getrocknet.

100 g der trockenen Hefezellmasse wurden bei Raumtem-
peratur unter Normaldruck in 300 g Methanol suspendiert und
dieser Mischung im Verlauf von 15 Minuten 10 g NHs-Gas
zugefiihrt. Dabei wurde die Temperatur der Suspension durch

Kiihlung auf 15 °C gehalten. Nach Einleiten des Gases wurde
noch 20 Minuten bei 22 °C weitergeriihrt und anschliessend
{iber eine Saugfritte filtriert. Der Filterkuchen wurde einmal
mit 300 ml Methanol auf der Fritte durchmischt und anschlies-
5 send abgesaugt. Die beiden Filtrate wurden vereinigt. Die

Lasung war gelb und enthielt die Lipide des eingesetzten Zell-
materials. Methanol und NHs wurden bei vermindertem Druck
(14 Torr) entfernt.

Der nach der zweiten Filtration verbliebene Riickstand, der

10 aus den zerstorten und entfetteten Zellen des Mikroorganismus

bestand, wurde im Vakuumtrockenschrank bei 40 °C (100 Torr)

5 Stunden getrocknet. Das so erhaltene Produkt hatte eine hel-

lere Farbe als die anfangs verwendete Hefezellmasse und war

geruchlos.

Zur Verminderung des Nucleinsduregehaltes von urspriing-
lich 7,5 Gew-%, bezogen auf das Ausgangsmaterial, wurden
100 g der entfetteten und getrockneten Hefe in einer Losung
aus 1 Liter destilliertem Wasser und 100 m! Methanol suspen-
diert. Unter Riihren wurde die Mischung bei dem sich einstel-

20 lenden pH-Wert von 6,8 fiir 15 Minuten auf 50 °C gebracht und
durch Zentrifugieren in ein Sediment, das das Hefeprotein ent-
hielt, und in eine fliissige Phase, die 16slich gemachte Nuclein-
sdure enthielt, getrennt, Das Sediment wurde nach einer noch-
maligen Wische bei Raumtemperatur der Gefriertrocknung

25 unterworfen.

Der Nucleinsduregehalt des getrockneten Materials war
von urspriinglich 7,5 Gew.% auf 0,4 Gew.% gesunken.

15

Beispiel 9

_ Beieinem Verfahren wie in Beispiel 8 wurde statt Methanol
A'thanol und statt 10 g NHs-gasférmig 60 ml NH«OH (33%ig)
eingesetzt.

30

Beispiel 10

Penicillium chrysogenum ATCC 10238 wurde in einer
Nihrlosung enthaltend Lactose, Cornsteep fliissig, Phosphat,
Carbonat und Magnesiumsulfat nach iiblichen Methoden aerob
geziichtet. Nach Abtrennung des produzierten Penicillins ver-
blieb das Mycel, das getrocknet als Ausgangsmaterial diente.

Das Verfahren wurde wie in Beispiel 8 beschrieben durch-
gefithrt. Statt NHs wurde NH«OH 33%ig eingesetzt. Das entfet-
tete Trockenmycel wurde bei 33 °C mit Wasser gewaschen.

35

40

Beispiel 11 :

Als Ausgangsmaterial diente die gleiche Zellmasse wie in
Beispiel 10 beschrieben. Statt Methanol wurde Athanol ver-
wendet. Die Temperatur wihrend der Wasserextraktion wurde
auf 85 °C erhoht und 15 Minuten dabei gehalten.

In den folgenden Tabellen Ia und Ib sind die Ergebnisse der
s0 Beispiele 1-11 aufgefiihrt.

45
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60

65
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Tabelle Ia Tabelie Ib
Entfernung der Lipide Entfernung der Nucleinsduren
100 g eingesetzte Zellmasse Waschwasser Erhaltene Zellmasse
Bei- Art Fett  Nuclein- Losungs- NH;: (g) bzw. Bei- Menge pH Temp. Menge Fette Nucleinsaure
spiel Gew. % sdure mittel NH.OH 5 spiel () (°C) (®) Gew% Gew%
Gew-% 300g (33%ig, ml)
1 09 69 55 65 08 1,5
1 Methylo- 7 11,2 Methanol NH; 10 2 09 69 60 67 1,3 1,2
monas 0w 3 09 70 65 63 2,0 1,1
2 dito 7 11,2 Methanol NH«OH 30 4 09 69 50 67 2,2 1,5
3 dito 7 11,2 Methanol NH«OH 60 5 09 7,1 55 63 28 23
4 dito 7 11,2 Athanol NH.OH 30 6 09 70 60 64 34 4,0
5 dito 7 11,2 Glykolmon- NH«OH 60 7 09 72 65 62 1,2 14
omethyl- s 8 L0 68 50 68 14 04
dther 9 08 65 45 67 1,8 0,7
6 dito 7 11,2 i-Propanol NH«OH 30 g 09 6,5 75 78 1,1 0,5
7 dito 9,6 154 Methanol NH; 15 11 09 65 85 79 13 0,8
8 Candida 82 75 Methanol NH; 10
lipolytica
9 dito 82 75  Athanol NH:«OH 607
10 Trocken- 35 2,6 Methanol NH:OH 30
mycel .
11 dito 35 26 Athanol NH«OH 30
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