N 1011VO D

199 DANMARK

PATENTDIREKTORATET
TAASTRUP

12 FREMLZEGGELSESSKRIFT (1161106 B

(21) Patentansagning n.: 1035/83 @G intcls €12 P 7/60
(22) Indieveringsdag: 28 feb 1983 /I C 12 N 1/20
(41) Aim. tilgeengelig: 06 sep 1983

(44) Fremiagt: 27 maj 1991

(88) International ansegning nr.: -

(30) Prioritet: 05 mar 1982 JP 35452/82 05 mar 1982 JP 35453/82 05 mar 1982 JP 35454/82

(71) Anseger: *Shionogi & Co., Ltd.; 12, 3-chome; Dosho-machi; Higashi-ku; Osaka, JP

(72) Opfinder: Takayasu *Sonoyama; JP, Shigeo *Yagi; JP, Bunji *Kageyama; JP

(74) Fuldmeegtig: Th. Ostenfeld Patentbureau A/S

(54) Fremgangsmade til fremstilling af 2-keto-L-gulonsyre

(56) Fremdragne publikationer

UsS pat. nr. 3959076

(57) Sammendrag:
1035~83

FremgangsmSde tii fermenterende eller enzymatisk fremstilling af
2-keto-L-gulonsyre ud fra 2,5-diketo-D-gluconsyre under anvendelse
af levende eller forarbejdede mutanter, der mangler evne til at meta-
bolisere 5-keto-D-gluconsyre og er ude af stand til at fremstille 2-
keto-D-gluconsyre. Mutanten ‘er afledt af 2-keto-l-gluconsyre pro-
ducerende mikroorganismer af siagten Corynebacterium. Fremstilling-
en gennemfgres i narvareise af nitrater og/eller hydrogendonorer i
et forud steriliserst fermenteringssubstrat, hvori en 2,5-diketo-D-
gluconsyre producerende mikroorganisme af slagten Gluconobacter
eller Erwinia er blevet dyrket.
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Den foreliggende opfindelse angar en fremgangsmade til fremstilling
af 2-keto-L-gulonsyre ud fra 2,5-diketo-D-gluconsyre i nervarelse af en
levende eller forarbejdet mikroorganisme, der er i stand til at produce-
re 2-keto-L-gulonsyre ud fra 2,5-diketo-D-gluconsyre, og som tilhgrer
sTegten Corynebacterium.

Opfinderne af den foreliggende opfindelse har tidligere fundet frem
ti1 forskellige mikroorganismer, der er i stand til at fremstille 2-ke-
to-L-gulonsyre ud fra 2,5-diketo-D-gluconsyre (herefter omtalt som 2-ke-
to-L-gulonsyre producerende stamme (I)), og opfundet fremgangsmader til
fremstilling af 2-keto-L-gulonsyre ved hjalp af disse mikroorganismer
(se fx. USA-patentskrift nr. 3.922.194 (RE 30.872), 3.959.076 og
3.963.574). Hver af disse stammer (I) fremstiller imidlertid ud over ho-
vedproduktet, 2-keto-L-gulonsyre, 2-keto-D-gluconsyre som et ugnsket bi-
produkt ud fra 2,5-diketo-D-gluconsyren. De har ogsad opfundet en blandet
dyrkningsfremgangsmide med det formal at hindre akkumulering af denne
ugnskede 2-keto-D-gluconsyre i mediet (se fx. USA-patentskrift nr.
3.998.697).

Det har nu overraskende vist sig, at mutanter tilhgrende slzgten
Corynebacterium, der i det vasentlige mangler evne til at metabolisere
5-keto-D-gluconsyre og i det vasentlige er ude af stand til at fremstil-
le 2-keto-D-gluconsyre, er i stand til at fremstille 2-keto-L-gulonsyre
ud fra 2,5-di-keto-D-gluconsyre uden vasentlig fremstilling af den ugn-
skede 2-keto-D-gluconsyre.

Opfindelsen angar derfor en fremgangsmide af den indledningsvis om-
talte art, som er ejendommelig ved, at der som mikroorganisme tilhgrende
slzgten Corynebacterium anvendes en mutant, der (1) i det vasentlige
mangler evne til at metabolisere 5-keto-D-gluconsyre og (2) i det va-
sentlige er ude af stand til at fremstille 2-keto-D-gluconsyre.

Med udtrykket "levende eller forarbejdet mikroorganisme" er det
hensigten i beskrivelsen og kravene at indbefatte et hvilket som helst
forarbejdet produkt, der er fremkommet ved behandling af celler af mi-
kroorganismen sivel som voksende eller hvilende celler. Det forarbejdede
produkt kan fx. vere en cellesuspension, en celleekstrakt, et rat eller
renset enzym eller en cellemask, der er opndet ud fra mikroorganismen.
Udtrykket syre skal i forbindelse med alle de syrer, der indgar i frem-
gangsmaden, forstds siledes, at det ogsd indbefatter et hvilket som
helst salt eller en hvilken som helst ester af syren.

I en foretrukket udfgrelsesform af fremgangsmiden ifglige opfindel-
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sen gennemfgres dyrkningen af mutanten og omdannelsen af 2,5-diketo-D-
gluconsyre til 2-keto-L-gulonsyre i narvarelse af en hydrogendonor eller
et nitratsalt. Hydrogendonoren kan szttes til mediet sammen med den 2,5-
diketo-D-gluconsyre, der skal sattes til mediet, eller separat. Nitrat-
saltet kan sattes til mediet ved dyrkningens begyndelse og/eller ved be-
gyndelsen af 2,5-diketo-D-gluconsyretilsatningen eller pa et hvilket som
helst tidspunkt under denne.

(1) Frembringelse af mutanten (II)

Opfinderne af den foreliggende opfindelse har opndet en mutant (II)
afledt af en forzldremikroorganismestamme, der er i stand til at frem-
stille 2-keto-L-gulonsyre ud fra 2,5-diketo-D-gluconsyre (foraldrestamme
(I)) ved at behandle forazldrestamme (I) pa for mutation konventionel mi-
de. Denne mutant (II) er udvalgt sdledes, at den slet ikke eller nasten
ikke vokser pa 5-keto-D-gluconsyre, men vokser pa D-gluconsyre og har
vist sig at vare ude af stand til at fremstille 2-keto-D-gluconsyre.
Derfor defineres den her og vil senere blive omtalt som "en mutant, der
i det vaesentlige mangler evne til at metabolisere 5-keto-D-gluconsyre og
i det vaesentlige er ude af stand til at fremstille 2-keto-D-gluconsyre".
Nar mutanten (II) bringes i kontakt med 2,5-diketo-D-gluconsyre under
dyrkningsbetingelser, fremstilles 2-keto-L-gulonsyre nemlig og akkumule-
res i en kontaktblanding uden vasentlig ledsagende akkumulering af den

ugnskede 2-keto-D-gluconsyre.

Et hvilket som helst konventionelt middel til mutation kan anvendes
til effektivt at opna mutanten (II) ud fra (I), herunder eksponering for
bestraling med ultraviolette straler eller rgntgenstraler og behandling
med et mutagen, sasom N-methyl-N’-nitro-N-nitrosoguanidin (N.T.G.),
acriflavin, ethylmethansulfonat o.1.

I en udfgrelsesform fortyndes en suspension af den behandlede stam-
me (I) forst med steriliseret fysiologisk saltvandsoplgsning til en pas-
sende koncentration efter eventuel senere inkubation, og en portion
(0,5-1 m1) af den fortyndede suspension spredes pa et minimum (agar) me-
dium indeholdende 0,5-2% D-gluconsyre (samt vitaminer og sporstoffer,
der er essentielle for mikroorganismens vekst) og dyrkes derpa. Kolonier
dyrket pa mediet overfgres til et andet minimum (agar) medium indehold-
ende 0,5-2% 5-keto-D-gluconsyre ved replikaspredningsmetoden, og koloni-
er, som er ude af stand til at vokse med 5-keto-D-gluconsyre, udvalges
dernazst. Cellerne i de udvalgt kolonier mangler fuldstendig den evne til
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at udnytte 5-keto-D-gluconsyre, som foraldrestammen (I) havde, eller ev-
nen er reduceret til mindre end en tiendedel i forhold til foraldrestam-
men (I).

Det bekraftes yderligere, at hver mutant (II) fremstiller 2-keto-L-
gulonsyre uden vesentlig biproduktion af 2-keto-D-gluconsyre under dyrk-
ningsbetingelser i nervarelse af 2,5-diketo-D-gluconsyre.

Som eksempler pd mutanter (II), der er opnaet pa den ovenfor be-
skrevne made, kan nzvnes en mutant FERM-BP 108, der er afledt af en for-
2ldrestamme (I), Corynebacterium sp., FERM-P 2770, ATCC nr. 31.090, og
en mutant FERM-BP 107, der er afledt af en anden (I), Corynebacterium
sp., FERM-P 2687, ATCC nr. 31.081 (tabel 1). Detaljerede taksonomiske
beskrivelser af disse forzldrestammer (I) findes i USA-patentskrifterne
nr. 3.959.076 og 3.998.697. Mutanterne FERM-BP 107 og FERM-BP 108 er de-
poneret i overensstemmelse med Budapest-traktatens bestemmelser.

Tabel 1

(2-keto-L-gulonsyre producerende mikroorganismer (forazldre) sat over for

mutanter, der i det vasentlige mangler evne til at metabolisere 5-keto-

D-gluconsyre og i det vasentlige er ude af stand til at fremstille 2-ke-
to-D-gluconsyre (mutanter) afledt af ferstnavnte).

Foraldre Mutanter
Corynebacterium sp. FERM-P 2770 FERM-BP 108
ATCC nr. 31.090

Corynebacterium sp. FERM-P 2687 FERM-BP 107

ATCC nr. 31.081

Den ovenfor beskrevne kendsgerning, at fjernelse eller bemerkelses-
vardig formindskelse af 2-keto-D-gluconsyre produktionsaktivitet udvir-
kes ved fjernelse af 5-keto-D-gluconsyre metaboliseringsaktivitet fra
foraldrestammen, er fzlles for alle 2-keto-L-gulonsyre producerende mi-
kroorganismer, der tilhgrer Coryneform bakteriegruppen (iht. den i
Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology, 8. udgave, givne defini-
tion). Eventuelle yderligere mutanter eller varianter af mutanten (II)
kan ogsa anvendes til udgvelse af den beskrevne fremgangsmade, for sa
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vidt som de har denne evne. Endvidere kan enhver mikroorganisme, hvori
det gen, der udtrykker denne egenskab ved mutanten (II), der er frem-
stillet ved genkloning, transformation eller cellefusion, anvendes.

(2) Omdannelse af 2,5-diketo-D-gluconsyre til 2-keto-L-gulonsyre i

narverelse af mutanten (II)

Enhver af de kendte konventionelle betingelser, der anvendes til
dyrkning af forzldrestamme (I), behandling af det dyrkede substrat og
udvinding af 2-keto-L-gulonsyre fra substratet som fx. beskrevet i USA-
patentskrifterne nr. 3.922.194, 3.959.076 og 3.963.574, kan ligeledes
anvendes til dyrkning af mutanten (II) og til de efterfgligende trin, med

nogle abenlyse modifikationer.

Der bgr ikke legges sarlige begrensninger pa sammensztningen af det
neringsmedium, der anvendes til dyrkning af mutanten (II). Fx. kan suk-
kerarter sdasom glukose, saccharose og melasse samt polyhydroxyalkoholer
sasom glycerol anvendes som carbonkilde i en koncentration pa 0,5-5%, og
konventionelle nitrogenholdige substanser sasom majsstgbeveske, pepton,
kgdekstrakt, ammoniumforbindelser, nitrater o.1. kan anvendes som nitro-
genkilde i en koncentration pa 0,5-5%. Andre uorganiske salte (fx. salte
af calcium, magnesium, kalium, zink, mangan og jern) eller enhver anden
faktor, der er i stand til at fremme produktionen af slutproduktet, kan
settes til sammensztningen. Sammensztningen kan variere i afhzngighed af
den anvendte stammes egenskaber, mengden af ramateriale, 2,5-diketo-D-
gluconsyre, og andre ledsagende betingelser.

En vandig oplgsning af et hvilket som helst salt af 2,5-diketo-D-
gluconsyre kan anvendes som ramateriale. Alternativt kan der ogsa an-
vendes et fermenteringssubstrat opnaet ved dyrkning af en mikroorganis-
me, som er i stand til at producere 2,5-diketo-D-gluconsyre ud fra D-
glukose og som kan tilhgre slagten Erwinia eller slagten Gluconobacter
(iht. den i Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology, 8. udgave,
givne definition, og derfor omfattende slagterne Acetomonas, Acetobacter
og Gluconobacter iht. 7. udgave) som et cellefrit filtrat eller en ved
hjelp af kemikalier steriliseret oplgsning (fx. natriumdodecylsulfonat).

Eksempler pa sadanne mikroorganismer tilhgrende slzgten Gluconobac-
ter eller slagten Erwinia er vist i tabel 2 nedenfor.
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Tabel 2

Mikroorganisme FERM-P ATCC

Acetomononas albosesamea 2439 21998
Gluconobacter melanogenum IFO 3293 __—— mmee-
Gluconobacter rubisinosus IFO 3244 —_—— mmee-
Erwinia citreus 5449 31623
Erwinia punctata 5452 31626
Erwinia punctata var. 5450 31624
Erwinia punctata var. 5451 31625
Erwinia punctata var. 5453 31627
Erwinia terreus 5454 31628
Erwinia terreus var. 5455 31629
Erwinia terreus var. 5456 31630
Erwinia terreus var. 5457 31631

Detaljerede taksonomiske beskrivelser af disse stammer er givet en-
ten i USA-patentskrift nr. 3.998.697 eller europeisk patentskrift nr.
0.046.284.

Prover af disse mikroorganismestammer samt af de tidligere beskrev-
ne stammer er blevet deponeret hos Fermentation Research Institute,
Yatabe, Japan og/eller American Type Culture Collection, Maryland, USA
og kan fis fra disse depoter iht. Budapest-traktatens bestemmelser. Mi-
kroorganismer med IFO-nr. kan ogsd fas fra Institute of Fermentation,
Osaka, Japan.

Selv om mengden af 2,5-diketo-D-gluconsyre, som skal settes til me-
diet, og dens tilseztningsmide varierer i afhengighed af den anvendte mi-
kroorganisme og de i mediet og under dyrkningen tilstedevarende beting-
elser, tilsattes 2,5-diketo-D-gluconsyren i almindelighed pa én gang el-
ler portionsvis med mellemrum ti1 opnaelse af en samlet koncentration pd
1-10% i neringsmediet eller dyrkningssubstratet. Mengden af 2,5-diketo-
D-gluconsyre ved hver portionsvis tilsztning indstilles fortrinsvis til
en koncentration pa 0,05-2% i forhold til den totale mengde af medium
eller dyrkningssubstrat pa tilsztningstidspunktet.

pH-verdien i mediet eller dyrkningssubstratet kan szdvanligvis
holdes pa 5,0-9,0 og fortrinsvis pa 6,0-8,5 under omdannelsen ved lej-
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lighedsvis tilsetning af en alkalisk substans, fx. calciumcarbonat. Al-
ternativt kan en hvilken som helst egnet puffer szttes til mediet ved
dyrkningens begyndelse.

Disse betingelser kan med nogle modifikationer anvendes i forbind-
else med andre i det fglgende beskrevne udfgrelsesformer for opfindel-
sen.

(3) Anvendelse af nitratsalt og hydrogendonor ved dyrkningen

Ved udferelsen af fremgangsmaden til fremstilling af 2-keto-L-gu-
Tonsyre ud fra 2,5-diketo-D-gluconsyre uden ledsagende akkumulering af
2-keto-D-gluconsyre ved anvendelse af mutanten (II) har opfinderne nu
fundet, at produktionen af 2-keto-L-gulonsyre kan forgges bemerkelses-
verdigt, og at det molazre udbytte af 2-keto-L-gulonsyre ud fra 2,5-dike-
to-D-gluconsyre ogsd kan forgges bemerkelsesvardigt ved tilsaztning af et
nitrat til vakstsubstratet for mutant (II) og/eller til et medium, hvori
mutanten (II) virker pa 2,5-diketo-D-gluconsyre, og ved tilsztning af en
hydrogendonor til substratet samtidig med tilsztning af 2,5-diketo-D-

gluconsyre.

Nir mutanten (II) inokuleres og inkuberes i et sadant medium supp-
Teret med 0,1-0,5% nitrat, nir vaksten af mutant (II) sit maksimum inden
for 10-24 timer efter inkubationens begyndelse. Desuden szttes nitratet
til mediet i en koncentration pa 0,05-0,5% i en fase, i hvilken vaksten
nir sit maksimum, eller inden for 10 timer efter denne fase. Nitraterne,
som kan anvendes ved denne fremgangsmade, omfatter alkalimetalsalte sa-
som kaliumnitrat og natriumnitrat, jordalkalimetalsalte sasom calciumni-
trat og magnesiumnitrat, og mangannitrat.

Nitratet kan szttes til naringsmediet pa tidspunktet for pabegynd-
else af dyrkningen af mutanten (II). Tils@tningen kan ogsa gennemfgres
pd én gang samtidig med tilsztningen af 2,5-diketo-D-gluconsyre eller
portionsvis efter tilsztningen. Fortrinsvis kan tilsztningen gennemfgres
ved dyrkningens begyndelse og ved starten af 2,5-diketo-D-gluconsyretil-
setningen. Det har ogsd vist sig, at den ved tilsztning af nitrat opnde-
de fordel bliver mere udtalt ved tilsztning af en hydrogendonor til me-
diet samtidig med tilsztningen af 2,5-diketo-D-gluconsyren. Produktionen
af 2-keto-L-gulonsyre kan nemlig ogsd forgges bemzrkelsesvaerdigt ved
tilsetning af en hydrogendonor.

Som hydrogendonor kan der anvendes et hvilket som helst carbohydrat
og en hvilken som helst polyhydroxyalkohol for si vidt som stammen kan
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udnytte dem. Det er gnskvardigt at tilsztte hydrogendonoren samtidig med
tilsetningen af 2,5-diketo-D-gluconsyre i kombination med 2,5-diketo-D-
gluconsyren. Selv om koncentrationen af hydrogendonoren kan variere i
afhengighed af betingelserne ved tilsztningen af 2,5-diketo-D-gluconsy-
ren og af den anvendte mutant eller substratet, hvori mutanten er blevet
inkuberet, tilszttes hydrogendonoren szdvanligvis i en koncentration i
omradet fra 5% til 50% af mengden af 2,5-diketo-D-gluconsyre, der skal
tilsattes.

Fordelen ved tilsetning af nitratet ifglge opfindelsen kan tilskri-
ves den kendsgerning, at nitratet deltager i mikroorganismernes stof-
skifte pd carbohydratet eller den organiske syre, der tilsattes som hy-
drogendonor. Det aktiverer ogsd et system til reduktion af 2,5-diketo-D-
gluconsyre til 2-keto-L-gulonsyre i mikroorganismecellerne og spiller en
rolle ved en effektiv overfersel af det fra hydrogendonoren frigjorte
hydrogen ti1 reduktionssystemet. Uden tilsztning af denne hydrogendonor
ville virkningen af en tilsztning af nitrat alene kun vare af lille ver-
di for produktionen af 2-keto-L-gulonsyre, dvs. fordelen af en nitrat-
salttilsztning mht. forggelse af produktionen og til opndelse af et hgjt
udbytte af 2-keto-L-gulonsyre kan forbedres bemerkelsesvardigt ved blot
at tilsatte hydrogendonoren.

Udover de ovenfor beskrevne fordele er nitrattilsztning ogsad effek-
tiv til en forlanget opretholdelse af den forud fastsatte pH-verdi (6,5-
8,0) af substratet, hvilken verdi er foretrukket til fremstilling af 2-
keto-L-gulonsyre ud fra 2,5-diketo-D-gluconsyre.

Det antages, at nitratet snarere tjener til forbedring af
mikroorganismens metabolisme af hydrogendonoren og bidrager til
aktivering og stabilisering af reduktionssystemet end som nitrogenkilde
for mikroorganismen.

I almindelighed bedgmmes virkningen af en nitrogenholdig forbindel-
se som nitrogenkilde, der kan udnyttes, ved dens forggelse af cellekon-
centrationen. Blandt lignende uorganiske forbindelser har et ammonium-
salt en meget stgrre virkning pd denne forggelse end nitratet. Ammonium-
saltet bevirker nemlig en forggelse af cellekoncentrationen, nér det
settes til substratet ved dyrkningens begyndelse eller pad tidspunktet
for 2,5-diketo-D-gluconsyre tilsztningen, men har kun ringe virkning pa
forggelsen af 2-keto-L-gulonsyre produktionen.

I modsztning hertil har nitratet en mindre virkning pd forggelsen
af cellekoncentrationen end ammoniumsaltet, men bidrager til den bemer-
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kelsesvardige forggelse af 2-keto-L-gulonsyre produktionen. Disse virk-
ninger vil senere blive vist i form af eksempler.

(4) Sterilisation af 2,5-diketo-D-gluconsyre-fermenteringssubstrat med

overfladeaktivt middel

I det videre forlgb af udformningen af en kommerciel produktion af
2-keto-L-gulonsyre har opfinderne forsggt at fremstille 2-keto-L-gulon-
syre pa effektiv made ved at tilsztte 2,5-diketo-D-gluconsyre fermente-
ringssubstratet, der blev fremstillet ved dyrkning af stamme (III) (in-
deholdende 108 - 1010 Tevedygtige celler af (III) pr. ml), direkte til
dyrkningssubstratet for mutanten (II)).

Ved dette forsgg blev det fundet, at produktionen af 2-keto-L-gu-
lonsyre inhiberes bemzrkelsesvaerdigt, nar mutanten (II) anvendes i den
ovenfor beskrevne fremgangsmidde i modsetning til, hvad der er tilfaldet,

nar forezldrestammen (I) anvendes. Som et resultat af omfattende under-
sggelser er det blevet klart, at inhiberingsfznomenet optrader i et til-
felde, hvor stammen (III) er vokset ud over 105 levedygtige celler/ml i
processen.

Som en made at sterilisere stammen (III) i 2,5-diketo-D-gluconsyre
fermenteringssubstratet pa, kommer termisk sterilisation og sterilisa-
tion ved filtrering i betragtning. P.g.a. den termiske instabilitet af
2,5-diketo-D-gluconsyre og hgje omkostninger i forbindelse med darlige
praktiske gennemfgrselsmuligheder for sterilisation ved filtrering ved
produktion i kommerciel malestok, har man imidlertid fundet, at en eta-
blering af alternative mader til sterilisation af stammen (III) er uund-
verlig for gennemfgrelse af en kommerciel produktion af 2-keto-L-gulon-
syre. Efter en r=ke forskelligartede studier er yderligere fordele ble-
vet opndet ved tilvejebringelse af en sikker og palidelig made til ste-
rilisation af stamme (III) med et overfladeaktivt middel.

Dette aspekt af fremgangsmaden ifglge den foreliggende opfindelse
har den fordel, at ingen yderligere faciliteter, der specielt er udfor-
met til sterilisation, er ngdvendige til udfdrelse af fremgangsmaden,
det overfladeaktive middel kan let udvalges blandt de mange mulige, sa-
ledes at det ikke vil inhibere produktionen af 2-keto-L-gulonsyre med
mutanten (II), og selve det overfladeaktive middel er billigt og let
tilgengeligt.

En yderligere fordel bestar i, at fremgangsmaden Tet kan udnyttes
til produktion i stor malestok.
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Af de undersggte overfladeaktive midler har natriumdodecylsulfat
(SDS) vist sig at vare specielt at foretrakke.

Detaljer ved fremgangsmaden ifglge opfindelsen beskrives kort i det
fglgende.

Fgrst inokuleres et medium, der indeholder substratet, D-glucose,
en nitrogenkilde sisom majsstgbeveske og uorganisk salt med den 2,5-di-
keto-D-gluconsyre producerende stamme (III) og dyrkes ved 28°C under om-
rering og luftning.

Dernast deles fermenteringssubstratet, der er fremstillet som oven-
for beskrevet, i to portioner, og den ene behandles ved aseptisk tilsat-
ning af et af de overfladeaktive midler til opndelse af en slutkoncen-
tration pa 0,01-0,25 vagt/vol-% og far lov at hensta ved 5-28°C i flere
timer under lejlighedsvis og moderat omrgring. En anden portion uden
tilsat overfladeaktivt middel holdes 1ligeledes ved 5-28°C i flere timer.

Ved behandlingen med overfladeaktivt middel, hvor der fx. anvendes
natriumdodecylsulfat (SDS), formindskes antallet af levedygtige celler
af stammen (III) i det behandlede substrat ti1 mindre end én millionte-
del af det antal levedygtige celler, der er til stede i det ubehandlede
substrat. Formindskelsen kan imidlertid variere i afhengighed af de an-
vendte stammer og det anvendte overfladeaktive middel. En del af den
anden portion ubehandlet 2,5-diketo-D-gluconsyre fermenteringssubstrat
steriliseres ved filtrering.

Dernzst tilsettes D-glucose som hydrogendonor aseptisk til hen-
holdsvis det med overfladeaktivt middel behandlede substrat, det ved
filtrering steriliserede substrat og det ubehandlede 2,5-diketo-D-glu-
consyre fermenteringssubstrat til opniaelse af en slutkoncentration pa 1-
10% for substraterne szttes til kulturen af mutanten (I1).

Adskilt herfra dyrkes mutanten (II) i tidsmessig overensstemmelse
med behandlingen af 2,5-diketo-D-gluconsyre fermenteringssubstratet med
overfladeaktivt middel. Til kulturen af mutanten (II) sazttes hver af de
i forvejen fremstillede tre 2,5-diketo-D-gluconsyre fermenteringssub-
strater portionsvis hver 15. til 120. minut til opnaelse af en 2,5-dike-
to-D-gluconsyre koncentration pa 0,05-2,0%, mens mengden af 2,5-diketo-
D-gTuconsyre, der forbliver i substratet, overviges, og dyrkningen
fortszttes i 48 timer efter tilsztningens begyndelse. Bade i tilfelde af
sterilisation ved behandling med overfladeaktivt middel og ved filtre-
ring omdannes 2,5-diketo-D-gluconsyren problemlgst til 2-keto-L-gulonsy-
re. Alligevel nir cellepopulationen af stamme (III) op pa mere end 105
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celler/ml, nar der ikke steriliseres, sa produktionen af 2-keto-L-gulon-
syre standser helt. _

Som vist i de efterfglgende eksempler kan sterilisationen gennemfg-
res ved behandling med overfladeaktivt middel eller ved filtrering. Men
da sterilisation ved filtrering af substratet imidlertid kun er mulig
ved behandling i Taboratoriemalestok, hvis substratet indeholder 2,5-di-
keto-D-gluconsyre i hgj koncentration, anses den nasten for umulig ved
gennemfgrelse af en produktion i kommerciel malestok p.g.a. de hgje om-
kostninger. Derfor har sterilisation med overfladeaktivt middel iht.
dette aspekt af opfindelsen vist sig at have store fordele.

I den efterfglgende beskrivelse vil den foreliggende opfindelse
blive narmere belyst ved hjelp af eksempler. Indholdet og rakkefglgen af
beskrivelsen er som fglger:

Eksempel 1: Afledning af mutanten (II).

Preparation A: 2,5-diketo-D-gluconsyre fermenteringssubstrat.

Preparation B: Oplgsning af Ca-2,5-diketo-D-gluconat.

Eksempel 2: Anvendelse af mutanten (II) til 2-keto-L-
gulonsyreproduktion ved fermentering.

Eksempel 3: Anvendelse af cellesuspension og celleekstrakt

af mutanten (II) til 2-keto-L-gulonsyreproduk-
tion ved kontakt.

Eksempel 4: Tilsztning af et nitratsalt og en hydrogendonor
til fermenteringssubstratet.
Eksempel 5: Sterilisation af 2,5-diketo-D-gluconsyrefer-

menteringssubstrat med overfladeaktivt middel.

Analysemetoder
(i) 2-keto-L-gulonsyre, 2-keto-D-gluconsyre og 2,5-diketo-D-
gluconsyre

(a) Gas-vaskekromatografi:
Sgjle: SE 52 (5%) Prgve: trimethylsilyleret
Beregas: helium
Temperatur:  160-210°C
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(b) Papir- eller tyndtlagskromatografi:

Berer: Toyo Roshi nr. 50 eller TLC aluminium-
pladecellulose (kan fas fra Toyo Roshi
K.K. eller Merck A.G.)

Fremkaldelsesoplgsningsmiddel:
Phenol: myresyre: vand = 75:4:25

Farvefremkaldelse:
Sprgjtning med AHF-oplgsning (fremstiliet
ved oplgsning af 0,93 g anilin og 1,66 g
phthalsyre i 100 ml vandmettet n-butanol)
og opvarmning til 105°C i 2 minutter.

(i1) D-glukose

"Glukose-B-test" kan fis fra Wako Junyaku Kogyo K.K.

Eksempel 1
(Afledning af mutanten (II))

(1) Flydende medium
En vandig oplgsning indeholdende:

"Bacto" kgdekstrakt 1,0%
"Bacto" pepton 1,0% og
NaCl 0,5%

indstilledes til pH 7,2. Hver 50 ml sattes portionsvis til en 500 ml ko-
nisk kolbe og steriliseredes ved 115°C i 20 minutter.

(2) Minimum(agar)medium
Et medium med folgende sammensztning indstilledes til pH 7,2 og
steriliseredes ved 115°C i 15 minutter:

NH, C1 0,5%
NH,NO, 0,1%
Na,S0, 0,2%
MgS0, . 7H,0 0,1%
CaCo 0,0001%

3
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KH2P04 0,3%
K,HPO 0,1%

2774 %
Sporstofoplgsning 0,1%

*%

Vitaminoplgsning 0,1% og
Agar 2,0% -

* Sporstofoplgsning (ingredienser per liter)
NaZB407.10H20 88 mg
(NH4)6M07024.4H20 37 mg
Fet13.6H20 970 mg
ZnSO4.7H20 88 mg
CuSO4.5H20 270 mg og
MnC12.4H20 27 mg

*%

Vitaminoplgsning (ingredienser per liter)

Thiamin 1,0 mg
Pantothensyre 10 mg
Niacin 10 mg og
Biotin 0,1 mg

(3) Oplgsning af D-gluconsyre og 5-keto-D-gluconsyre

Vandige opldsninger (10%) af natrium-D-gluconat og natrium-5-keto-
D-gluconat indstilledes hver til pH 6,8-7,2 og steriliseredes ved fil-
trering.

(4) Fremgangsmade til isolering af mutanterne

En 1gkkefula af hhv. Corynebacterium sp. FERM-P 2770 og Corynebac-
terium sp. FERM-P 2687 inokuleredes i det flydende medium (1) og dyrke-
des ved 28°C i 8 timer. Til hvert af de dyrkede medier sattes en forud
steriliseret 0,2% vandig oplgsning af N-methyl-N’-nitro-N-nitrosoguani-
din til opnaelse af en slutkoncentration pa 0,02%, og inkubationen
fortsattes i yderligere 30 minutter. Det inkuberede medium centrifugere-
des (10.000 opm, 15 minutter), og cellerne opsamledes derfra.

De opsamlede celler vaskedes tre gange med steriliseret fysiologisk
saltvand og suspenderedes hver i 10 ml saltvand. Hver 1 ml portion af
suspensionen inokuleredes i mediet (1) og dyrkedes ved 28%C § 15 timer.
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Kulturen fortyndedes sa til 102 - 103 Tevedygtige celler per ml med ste-
riliseret saltvand. Dernast fordeltes hver 0,5-1 ml portion af den for-
tyndede kultur over en plade med neringsmedium fremstillet ved blanding
af D-gluconsyreoplgsning (3) med minimum agar mediet (2) i et forhold pa
1 il 9 og fik lov til at udvikle sig ved 28°C i 3-5 dage.

Kolonier af de udviklede celler (stamme (I) i tabel 3, der vokser i
D-gluconsyre-medium), overfgrtes med et stykke bomuldsflgj1l til en plade
med neringsmedium fremstillet ved blanding af 5-keto-D-gluconsyre oplgs-
ning (3) med minimum agar mediet (2) i et forhold pd 1 til 9. Efter in-
kubering i 3-5 dage opsamledes cellekolonier, der voksede pad D-gluconsy-
remediet, men ikke pd 5-keto-D-gluconsyremediet, og inokuleredes for
derefter at blive inkuberet i D-gluconsyremediet.

Den siledes valgte mutant (stamme (2) i tabel 3, der ikke kan vokse
pa 5-keto-D-gluconsyremediet), inokuleredes i mediet (1) indeholdende 1%
5-keto-D-gluconsyre, og dyrkedes ved 289C i 24 timer. Den i kulturen
tilbageblevne 5-keto-D-gluconsyre bestemtes ved papirkromatografi for at
bekrefte, at denne stamme (2) ikke var i stand til at udnytte 5-keto-D-
gluconsyre.

Medium (2), der vil blive beskrevet i eksempel 2, inokuleredes med
en 1gkkefuld af den mutant, der havde vist sig at vare ude af stand til
at udnytte 5-keto-D-gluconsyre (stamme (3) i tabel 3) og inkuberedes i
20 timer. Til dette inkuberede medium sattes den calcium-2,5-diketo-D-
gluconatoplgsning, som vil blive beskrevet i preparation B til opnaeise
af en slutkoncentration pa 1,0%, og inkubationen fortsattes i yderligere
24 timer.

Mezngden af 2-keto-D-gluconsyre og 2-keto-L-gulonsyre i dyrkningsme-
diet bestemtes ved papirkromatografi. Resultaterne er vist i tabel 3 ne-
denfor.

Siledes opniedes 308 gnskede mutanter med manglende evne til at me-
tabolisere 5-keto-D-gluconsyre og i det vasentlige ude af stand til at
producere 2-keto-D-gluconsyre, ud fra 84.520 kolonier mutageniseret Co-
rynebacterium sp. FERM-P 2770, og pa lignende mide opnéedes 11 gnskede
mutanter ud fra 29.100 kolonier mutageniseret Corynebacterium sp. FERM-P

2687.
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Tabel 3
2-keto-L-gulonsyre
producerende mikro- Corynebacterium Corynebacterium
organismer (forzldre) sp. FERM-P-2770 sp. FERM-P 2687

(antal mutantstammer)

Stammer (1), som kan

vokse pa D-gluconsyremedium 84.520 29.100
Stammer (2) af sadanne (1),

som ikke kan vokse pa 5-keto-

D-gluconsyremedium 363 45
Stammer (3) af sadanne (1),

som ikke kan udnytte 5-keto-

D-gluconsyre 319 13
Stammer af sidanne (3), som

producerer 2-keto-L-gulonsyre,

med ikke producerer 2-keto-D-

gluconsyre 308 11

Preparation A
(2,5-diketo-D-gluconsyre fermenteringssubstrat)

(1) Podemedium

En vandig oplgsning indeholdende:

D-glukose 1,0%
Majsstegbevaeske (CSL) 5,0%
Primert kaliumphosphat (KH2P04) 0,1%
Magnesiumsulfat (MgSO4.7H20) 0,02% og
Calciumcarbonat (CaCO3) 0,5%

indstilledes til pH 6,8-7,0 med 10% NaOH oplgsning og opdeltes i 50 ml
portioner, som anbragtes i en 500 ml konisk kolbe respektivi. Podemediet
steriliseredes ved 120°C i 20 minutter.
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(ii) Podekultur

Podemediet (i) i kolben inokuleredes med en 1gkkefuld Erwinia
punctata FERM-P 5452 vist i tabel 1 og inkuberedes under omrgring (am-
5 plitude 71 mm, 270 opm) ved 289c i 8-11 timer. Podekulturen afsluttedes
pa et tidspunkt, da dens optiske tzthed nidede op pa ca. 8 (sTutpunkt).

(ii1) Fermenteringsmedium

10 En vandig oplgsning indeholdende:
D-glukose 20%
CSL 3%
KH2P04 0,1%

15 CaCO3 6,3% og
Antiskumdannelsesmiddel,
polypropylenglycol (P-2000) 0,01%

indstilledes til pH 6,8-7,0, steriliseredes ved 120°C i 20 minutter,
20 hver 455 ml portion hzldtes aseptisk i en steriliseret 1 1 fermente-
ringsbeholder, og der tilsattes 45 ml af ovennavnte podekultur (ii) til

hver portion.

(iv) Fermentering
25
Fermentering gennemfgrtes ved 28°C med en luftstrgmningshastighed

pa 600 Nml/minut og omrgring ved 1740 opm i 20-30 timer (2,5-diketo-D-

gluconsyre-slutkoncentration ca. 19 vegt/vol-%). Substratet centrifuge-

redes til fjernelse af cellerne, og supernatanten steriliseredes ved
30 filtrering. Dette anvendtes som 2,5--diketo-D-gluconsyre fermenterings-

substratet.
(v) Slutpunkt
35 Fermenteringen afsluttedes pa et tidspunkt, da den lysergde plet af

2-keto-D-gluconsyre forsvandt fra et tyndtlagskromatogram af substratet.
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Praeparation B
(Oplgsning af calcium-2,5-diketo-D-gluconat)

DK 161106B

En vandig oplgsning indeholdende 5% pulveriseret calcium-2,5-dike-

to-gluconat i en koncentration pa 5,0% steriliseredes ved filtrering.

Eksempel 2

(Anvendelse af mutanten (II) til 2-keto-L-gulonsyreproduktion ved fer-

mentering)

(1) Podemedium
(felles for de efterfglgende eksempler)

En vandig oplgsning indeholdende:

D-glukose

"Bacto" gerekstrakt

"Bacto" pepton

Primert kaliumphosphat (KH2P04)
Magnesiumsulfat (MgSO4.7H20)

1,0%
0,5%
0,5%
0,1% og
0,02%

indstilledes til pH 7-7,2 med 10% NaOH oplgsning. Hver 50 ml portion
heldtes i en 500 m1 konisk kolbe og steriliseredes ved 115°C i 20 minut-

ter.

(2) Fermenteringsmedium
En vandig oplgsning indeholdende:

D-glukose 1,0%

Majsstgbeveske (CSL) 3,0%
KH2P04 0,1% og
MgSO4.7H20 0,02%

indstilledes til pH 7,0-7,2 med 10% NaOH. Hver 50 ml portion anbragtes i
en 500 m1 konisk kolbe og steriliseredes ved 115°C i 20 minutter.

(3) Fremstilling af 2-keto-L-gulonsyre

Podemediet (1) inokuleredes med en 1gkkefuld 2-keto-L-gulonsyre-
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producerende mikroorganisme (forzlder (I)) eller mutanter (IT1) afledt
fra (I), som er vist i tabel 4, og det inokulerede medium dyrkedes ved
28°C i 24 timer. Dernast inokuleredes 5 ml af hver podekultur i fermen-
teringsmediet (2) og dyrkedes. En af oplgsningerne af 2,5-diketo-D-glu-
consyre (preparationer A og B) sattes ti1 dette fermenteringsmedium til
opnaelse af en slutkoncentration pid 2% ved fermenteringens begyndelse
eller pa et hvilket som helst tidspunkt inden for 16 timer efter fermen-
teringens begyndelse, og fermenteringen fortsattes i yderligere 48 ti-
mer.

Resultaterne af gas-vaskekromatografien af produkterne er sammen-
fattet i tabel 4 nedenfor. Som vist i tabel 4 pavistes der ingen 2-keto-
D-gluconsyre i substraterne for mutant (II), hvorimod der pavistes en
betydelig mengde af denne syre i substraterne for foralder (I).
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Eksempel 3
(Anvendelser af cellesuspension og celleekstrakt ved 2-keto-L-gulonsyre-

produktion ved kontakt)

(1) Podekultur
Det i eksempel 2 (1) beskrevne podemedium inokuleredes med en 1gk-

kefuld af Corynebacterium sp. FERM-P 2770 (I) eller af mutanten, der
mangler evne til at metabolisere 5-keto-D-gluconsyre og i det vasentlige
er ude af stand til at fremstille 2-keto-D-gluconsyre, FERM-BP 108 (II),
og dyrkedes under omrgring i 28°C i 24 timer.

(2) Dyrkning til fremstilling af en cellesuspension eller ekstrakt

Det i eksempel 2 (2) beskrevne fermenteringsmedium (455 m1), men
yderligere indeholdende 0,01% af antiskumdannelsesmidlet polypropylen-
glycol 2000 (P 2000), anbragtes aseptisk i en 1 Titer fermenteringsbe-
holder og inokuleredes med en 45 ml portion af podekultursubstratet (I).
Fermentering gennemfgries ved 28°C i 16 timer under omrgring ved 1740
opm og ved en luftstrgmningshastighed pd 600 Nml/min.

(3) Fremstilling af cellesuspension

Dyrkningssubstratet (2) centrifugeredes (15.000 opm) til opsamling
af celler, som dernast vaskedes to gange med fysiologisk saltvand. De
vaskede celler suspenderedes i 0,05 M Tris-puffer (pH 7,5) til opnaelse
af en suspension med OD660 — 12.

(4) Fremstilling af celleekstrakt

Cellerne, der blev vasket pid den under (3) ovenfor beskrevne mide,
suspenderedes i 0,05 M Tris-puffer (pH 7,8) til opnaelse af en suspen-
sion med 00660 — 100, som ledtes gennem en fransk trykcellepresse ved
1.000 kg/cm. De intakte celler og celleresterne fjernedes ved centrifu-
gering ved 20.000 G i 30 minutter. Den resulterende supernatant dialyse-
redes over for 0,05 M Tris-puffer (pH 7,5) i 15 timer og defineredes som

en celleekstrakt.

(5) Fremstilling af 2-keto-L-gulonsyre med cellesuspension (3)

Otte (8) ml af cellesuspension (3) kombineredes med 2 ml Ca-2,5-di-
keto-D-gluconat-oplgsning (preparation B), og blandingen fik Tov til at
reagere ved 309C i 15 timer under omrystning. Dernast centrifugeredes
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reaktionsblandingen (15.000 G. 15 min) til fjernelse af cellerne og und-
ersggtes for tilstedevarelse af 2-keto-L-gulonsyre og 2-keto-D-gluconsy-
re ved gas-vaskekromatografi. Resultaterne af den kvantitative bestem-
melse er vist i tabel 5 nedenfor.

Tabel 5
Mikroorganismer anvendt til Koncentration i
fremstilling af cellesuspensionen: reaktionsblandingen:
2-keto-L- 2-keto-D-
gulonsyre gluconsyre

Corynebacterium sp. FERM-P 2770

ATCC 31090 1,93 mg/ml 0,64 mg/mi
Mutant med mangiende evne til at

metabolisere af 5-keto-D-gluconsyre,

FERM-BP 108 2,65 mg/ml 0 mg/ml

(6) Fremstilling af 2-keto-L-gulonsyre med celleekstrakt (4)

Celleekstrakt (4) (0,5 ml) sattes til 2,5 ml 0,1 M Tris-puffer (pH
7,5) indeholdende 75 p-mol Ca-2,5-diketo-D-gluconat og 15 p-mol NADPH
(reduceret nicotinamidadenindinucleotidphosphat) og fik lov til at rea-
gere ved 30°C i 16 timer. Resultaterne af den kvantitative bestemmelse
af reaktionsblandingen er vist i tabel 6 nedenfor.
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Tabel 6
Mikroorganismer anvendt til Koncentration i
fremstilling af celleekstrakten: reaktionsblandingen:
2-keto-L- 2-keto-D-
gulonsyre gluconsyre

Corynebacterium sp. FERM-P 2770

ATCC 31090 285 mcg/ml 32 mcg/ml
Mutant med manglende evne til at

metabolisere 5-keto-D-gluconsyre,

FERM-BP 108 356 mcg/ml 0 mcg/ml

Ud fra de ovenfor i tabel 5 og 6 viste resultater blev det bekref-
tet, at 2-keto-L-gulonsyre produceredes ved omsztningerne, hvor enten
cellesuspensionen (3) eller celleekstrakten (4) blev anvendt.

I begge tilfzlde producerer de ud fra forzlderen, den 2-keto-L-gu-
Tonsyre producerende mirkoorganismestamme FERM-P 2770 (1), fremstillede

" produkter imidlertid 2-keto-D-gluconsyre sammen med 2-keto-L-gulonsyre,

mens de ud fra mutanten (II) fremstillede produkter producerer 2-keto-L-
gulonsyre, men ikke producerer 2-keto-D-gluconsyre.

Eksempel 4
(Tilsetning af et nitrat og en hydrogendonor til fermenteringssubstra-

tet)

(1) 2,5-diketo-D-gluconsyre fermenteringssubstrat

Det ifglge preparation A fremstillede fermenteringssubstrat centri-
fugeredes (10.000 opm, 15 minutter) til fjernelse af celler, og superna-
tanten steriliseredes ved filtrering (2,5-diketo-D-gluconsyrekoncentra-
tion: 19%).

Det steriliserede fermenteringssubstrat blandedes med en sterilise-
ret, vandig D-glukose oplgsning (50%) til opnaelse af en slutkoncentra-
tion pa 3,8% af hydrogendonoren, D-glukose, i substratet.
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(2) Fermenteringsmedium
(felles for de efterfglgende eksempler til fremstilling af 2-keto-
L-gulonsyre)

En vandig oplgsning indeholdende:

D-glukose 2,0%

CSL 3,0%
KH2P04 0,1%
MgSO4.7H20 0,02% og
Antiskumdannelsesmiddel:

polypropylenglycol (P-2000) 0,01%

indstilledes ti1 pH 7,0-7,2, og hver 450 ml portion steriliseredes ved
115°C i 20 minutter og anbragtes aseptisk i en 1 liter steriliseret fer-
menteringsbeholder.

(3) Fremstilling af nitrogenforbindelseadditiver

Natriumnitrat, kaliumnitrat, natriumnitrit og ammoniumchlorid oplg-
stes hver for sig i vand til en 10% vandig oplgsning af hver, som steri-
liseredes ved filtrering, til opnielse af additiverne til medierne ved
dyrkningens begyndelse og ved starten af 2,5-diketo-D-gluconsyretilszt-

ningen.

(4) Fermentering
(ti1 fremstilling af 2-keto-L-gulonsyre)

Det i eksempel 2 (1) beskrevne podemedium inokuleredes med en 1gk-
kefuld af en mutant med manglende evne til at metabolisere 5-keto-D-glu-
consyre og i det vasentlige ude af stand til at fremstille 2-keto-D-glu-
consyre, FERM-BP 108 afledt af Corynebacterium sp. FERM-P 2770, ATCC nr.
31090, og det inokulerede medium inkuberedes under omrystning ved 28°¢C i
20-24 timer. Hver 50 ml portion af denne podekultur inokuleredes i fer-
menteringsmediet (2) og efter aseptisk tilsztning sammen med de forskel-
1ige iht. (3) ovenfor fremstillede nitrogenforbindelsesadditiver til op-
nielse af en slutkoncentration pa 0,25% dyrkedes den ved 28°C ved en
luftstrgmningshastighed pa 1,2 vvm og 1740 opm i 10-16 timer.

Efter at det ved hjelp af den ovenfor beskrevne kvantitative be-
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stemmelse var blevet bekraftet, at D-glukose var forsvundet, tilsattes
hvert af nitrogenforbindelsesadditiverne (3) igen til opndelse af en
sTutkoncentration pd 0,1%. Ydermere tilsattes 2,5-diketo-D-gluconsyre
fermenteringssubstratet indeholdende 3,8% D-glukose til opnaelse af en
slutkoncentration pa 0,2% af sidstnzvnte.

Derefter tilsattes 2,5-diketo-D-gluconsyre portionsvis til kulturen
hvert 15. til 120. minut til opnielse af en koncentration pa ca. 0,2%
umiddelbart efter hver tilsztning, mens eliminering af syren fra sub-
stratet overvagedes.

Tilsetningen af 2,5-diketo-D-gluconsyre tilendebragtes ved den 45.
time efter tilsetningens begyndelse, men dyrkningen fortsattes i yder-
Tigere 3 timer (total dyrkningstid efter start: 48 timer).

Efter endt dyrkning analyseredes substratet for 2-keto-L-gulonsyre,
2-keto-D-gluconsyre og 2,5-diketo-D-gluconsyre hver for sig ved gaskro-
matografi.

Som et resultat blev det bekraftet, at der ikke iagttoges 2-keto-D-
gluconsyre i nogen af medierne. Akkumuleringer af 2-keto-L-gulonsyre i
substraterne med forskellige nitrogenforbindelseadditiver er sammenfat-

tet i tabel 7 nedenfor.
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Som vist i tabel 7 ovenfor, hvori der foretages en sammenligning
mellem et tilfzlde, hvor et nitrat szttes til mediet eller substratet
ved fermenteringens begyndelse samt ved starten af 2,5-diketo-D-glucon-
syre tilsetningen, og hvor D-glukose, der tjener som hydrogendonor, til-
settes samtidig med tilsztningen af 2,5-diketo-D-gluconsyre, og et andet
tilfelde, hvor der ikke foretages tilsaztning, er det tydeligt, at akku-
muleringen af 2-keto-L-gulonsyre i substratet forgges fra 8,2 mg/ml til
40 mg/ml (en ca. femfold forggelse) og udbyttet (mol1-%) af 2-keto-L-gu-
lonsyre forgges fra 41 til 93%.

Cellekoncentrationen miles som optisk tzthed (0.D.) pa det
tidspunkt, hvor D-glukose forsvinder fra substratet som sammenfattet i
tabel 8 nedenfor, der viser, at nitratet ikke er effektiv som nitrogen-
neringskilde. Som vist i tabel 8 nar forggelsen ved tilsztning af ammo-
niumsaltet ca. 40%, selvom forggelsen af cellekoncentrationen ved til-
setning af nitratet er begrenset til kun 11,6%. Dette faktum viser, at
virkningen af nitratet som nitrogenkilde er mindre end virkningen af am-
moniumsalt.

De ovenfor anfgrte konstateringer bekrafter, at tilsztning af ni-
trat til mediet kun har ringe virkning pa forggelsen af cellekoncentra-
tionen, men har store fordele hvad angdr forggelsen af 2-keto-L-gulonsy-

" reproduktionen og til forbedring af molart udbytte ved omdannelse af

2,5-diketo-D-gluconsyre til 2-keto-L-gulonsyre.

Tabel 8
Virkning af additiverne tilsat ved dyrkningens begyndelse pa mikroorga-
nismeveksten (Tallene i tabellen angiver cellekoncentrationen pa det
tidspunkt, hvor D-glukose forsvinder udtrykt som optisk tzthed (0.D.)
malt ved 660 nm)

Tilsetninger ved dyrkningens Optisk
begyndelse tethed (0.D.)
Ingen 13,7
Natriumnitrat 15,3
Kaliumnitrat 15,0
Natriumnitrit 11,1

Ammoniumchlorid 19,3
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Eksempel 5
(Sterilisation af 2,5-diketo-D-gluconsyre fermenteringssubstrat med

overfladeaktivt middel)

Det iht. preparation A fremstillede substrat opdeltes i flere por-
tioner umiddelbart efter dyrkningens afslutning. Hvert af de anfgrte
overfladeaktive midler sattes aseptisk til hver portion af substratet
ti1 opndelse af en slutkoncentration pa 0,025 vagt/vol-%. De anvendte
overfladeaktive midler er vist i tabel 9 nedenfor.

Behandlingen med overfladeaktive midler gennemfgrtes under lejlig-
hedsvis omrgring ved 28%C i 6 timer. Et af disse 2,5-diketo-D-gluconsyre
fermenteringssubstrater, der var blevet behandlet med SDS, anvendtes ved
2-keto-L-gulonsyre-fermenteringen med mutant (II), hvilket vil blive be-
skrevet senere.

Tabel 9
Baktericid virkning af forskellige overfladeaktive midler pd stamme
(I11) FERM-P 5452 )

Formindskelse i antallet

Overfladeaktivt middel af levedygtige celler/ml
(0,025 vagt/vol-%)

I begynd- Efter behand-

elsen ling ved 28°¢
i 6 timer
Intet 2,3 x 10° 1,5 x 10°
Natriumdodecylsulfat (SDS) " 7,5 x 103

Fedtsyresorbitat (Span 60, ,

kan fas fra Kaoo Atlas K.K.) " 2,2 X 105
Natriumstearat " 1,7 x 108
Natriummyristat " 1,6 x 108
HS 210 m 3,8 x 10%
HS 215 " 4,5 x 10*
Nonion HS 230 " 6,7 x 10*
(kan fas fra Nihon L4 " 2,1 x 102

Yushi K.K.) NS 240 " 5,0 x 10




10

15

20

25

30

35

DK 161106 B

27

(1) Tilsaztning af D-glukose til 2,5-diketo-D-gluconsyrefermenterings-

substrat

En vandig D-glukoseoplgsning (50%) sattes til hvert af de med SDS
behandlede fermenteringssubstrater, det ved filtrering steriliserede
fermenteringssubstrat og det ubehandlede substrat til opndelse af en
slutkoncentration pi 3,8% individuelt umiddelbart fgr tilsatning af sub-
stratet til1 dyrkningssubstratet for mutant (II). Disse 2,5-diketo-D-glu-
consyre fermenteringssubstrater vil i det fglgende blive betegnet som
"substratoplgsning” og anvendes som rdmateriale til fremstilling af 2-

keto-gulonsyre.

(2) Fremstilling af 2-keto-L-gulonsyre ud fra 2,5-diketo-D-gluconsyre
med mutant (II)

(1) Podekultur

Det i eksempel 2 (1) beskrevne podemedium inokuleredes med en lgk-
kefuld af mutanten med manglende evne til at metabolisere 5-keto-glucon-
syre og i det vasentlige ude af stand til at fremstille 2-keto-D-glucon-
syre (II), FERM-BP 108, afledt af Corynebacterium sp. FERM-P 2770, ATCC

" nr. 31090, og inkuberedes ved 28°C i 20-24 timer under omrgring (ampli-

tude 71 mm, 270 opm).

(i1) Fermentering (a)

Det i eksempel 4 (2) beskrevne fermenteringsmedium, men yderligere
indeholdende 0,2% natriumnitrat, inokuleredes med en 50 ml portion af
podekulturoplgsningen og inkuberedes ved 28%C i 10-16 timer ved en
luftstrgmningshastighed p& 600 N ml/min. og omrgring (1740 opm).

(iii) Fermentering (b)

Efter at D-glukosen var opbrugt og elimineret fra kulturen af mu-
tant (II), FERM-BP 108, sattes hver af de iht. (1) ovenfor fremstillede
substratoplgsninger separat til kulturen, sdledes at 2,5-diketo-D-glu-
consyrekoncentrationen var 0,2%.

Dernast sattes substratoplgsningen portionsvis til kulturen hvert
15. ti1 120. minut, mens elimineringen af mengden af 2,5-diketo-D-glu-
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consyre i kulturen overvigedes, til opndelse af en koncentration pa ca.
0,2% umiddelbart efter hver tilsztning.

Tilsetningen af substratoplgsningen afsluttedes ved den 45. time,
men dyrkningen fortsattes i yderligere 3 timer, hvilket gav en samlet
dyrkningstid fra tilsetningens begyndelse pa 48 timer.

Der toges aseptiske prgver af fermenteringssubstratet med forud be-
stemte mellemrum til at analysere for 2,5-diketo-D-gluconsyre og 2-keto-
L-gulonsyre, og levedygtige celler i prgverne taltes (maling (3)).

Resultaterne af analysen og milingerne er sammenfattet i tabel 10.



DK 161106B

- 8J4fsuo|nb-1-019Y-2
a4Asuoon|6-q-0394Lp-G°2

DTN xx
+9Iase ¥

1staed ayyL 40T X 22 FLLIR S (lw/ua(|8d) (I11) swwels
Je ua| 180 abLybApana| [ejuy 8y

€92 902 8°sT (Lw/Bw) 3aaednpoud ‘9Nz

3siapd L 0T X §°€ 0T X €°2 (lw/aa|92) (I11) ouwwels
Je u4d| |92 abiLybApaaa| [ejuy $2

L‘8T 981 8yl (Lw/Bw) 38uddnpoad 97y

Istaed 9L gsiAed L ¢0T X 6°8 (lw/uap1@d) (I11) ouweys
4e 49|90 ab11b6Apers| |eiuy 8

60T 801 201 (Lw/bw) je4enpoud ©  oiye

Bulraaagts paa Sas pau
uoLjest|luaals bui |pueyag 19| pueyaqn

jealsqnssbuLaajuswildl 9YASZ

e Bul [pueyaq pioLaatyeg

(y) 3eaisqnssbuLadjudWADS

9Mase Je usbuLujesiiy je
* os|apukbaqed u49143 plL]

OT L®qelL
62

G¢

0¢

ST

0t



10

15

20

25

30

35

DK 161106 B

30

(3) Talling af antallet af Tevedygtige celler af stamme (II1)

Prover pa fermenteringssubstratet fortyndedes med steriliseret fy-
siologisk saltvand og fordeltes over et glycerin-bouillon-agar-medium,
som derefter inkuberedes ved 28%C i 24-36 timer. De levedygtige celler
pd mediet taltes som kolonier.

Bemerk: Da stammens (III) vaksthastighed er meget hgjere end mutan-
tens (II), kan celler af stamme (III), der er sammenblandet med celler
af mutant (II), tzlles separat uden vasentlige vanskeligheder.

Ud fra resultaterne af de ovenfor beskrevne forsgg kan fglgende
fakta bekraftes:

(1) Af de forskellige overfladeaktive midler, der er blevet fore-
sliet og bedgmt som baktericide midler for stamme (III) i 2,5-diketo-D-
gluconsyre fermenteringssubstratet, er SDS (natriumdodecylsulfat) det
mest fremragende hvad angdr baktericid virkning (se tabel 9).

(2) Resultaterne (se tabel 10) af forsggene til fremstilling af 2-
keto-L-gulonsyre, hvori der anvendes de tre slags substratoplgsninger,
der er fremstillet under de ovenfor anfgrte betingelser:

i) i et fermenteringsforsgg, hvor den ubehandlede substrat-

oplgsning anvendtes, niede antallet af levedygtige celler af stamme
(ITI) op pa 105 - 107 celler/ml inden for 24 timer efter pabegyndelsen
af tilsztningen af substratoplgsningen, mens akkumuleringen af 2-keto-L-
gulonsyre nesten ikke forggedes efter 24 timer i sammenligning med de
andre to forsdg,

ii) i et fermenteringsforsgg, hvor den SDS-behandlede sub-
stratoplgsning tilsattes, kontrolleredes forggelsen i anta]]et af leve-
dygtige celler af stamme (III) effektivt til mindre end 10 celler/mi
endda efter 48 timer fra begyndelsen af tilsztningen af substratoplgs-
ningen, og akkumuleringen af 2-keto-L-gulonsyre naede op pa ca. 27
mg/ml

ii) akkumulering af 2-keto-L-gulonsyre i ii) ovenfor er a&kvi-
valent med akkumuleringen i et fermenteringsforsgg, hvor der anvendtes
den ved filtrering steriliserede substratoplgsning, og

iv) i det sidstnazvnte fermenteringsforsgg, hvor der tilsettes
en ved filtrering steriliseret substratoplgsning, pavistes selvfglgelig
ingen levedygtige celler af stamme (III), og fremstillingen af 2-keto-L-
gulonsyre forlgb uden vanskelighed.
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PATENTKRAV

1. Fremgangsmide til fremstilling af 2-keto-L-gulonsyre ud fra
2,5-diketo-D-gluconsyre i nervarelse af en levende eller forarbejdet mi-
kroorganisme, der er i stand til at producere 2-keto-L-gulonsyre ud fra
2,5-diketo-D-gluconsyre, og som tilhgrer slegten Corynebacterium, KENDE-
TEGNET ved, at der som mikroorganisme anvendes en mutant, der (1) i det
vasentlige mangler evne til at metabolisere 5-keto-D-gluconsyre og (2) i
det vasentlige er ude af stand til at fremstille 2-keto-D-gluconsyre.

2. Fremgangsmade ifglge krav 1, KENDETEGNET ved, at mutanten er
Corynebacterium sp. FERM-BP 107.

3. Fremgangsmade ifglge krav 1, KENDETEGNET ved, at mutanten er
Corynebacterium sp. FERM-BP 108.

4. Fremgangsmade ifglge et eller flere af de foregdende krav,
KENDETEGNET ved, at mutanten dyrkes i et vandigt neringsmedium, hvortil
der sattes 2,5-diketo-D-gluconsyre.

5. Fremgangsmide ifglge krav 4, KENDETEGNET ved, at 2,5-diketo-D-
gluconsyren tilszttes i form af et fermenteringssubstrat, som er frem-
stillet ved dyrkning af en 2,5-diketo-D-gluconsyreproducerende mikroor-
ganisme tilhgrende slzgten Gluconobacter eller Erwinia i et na&ringsme-

dium indeholdende D-glukose.

6. Fremgangsmade ifglge krav 5, KENDETEGNET ved, at der som 2,5-
diketo-D-gluconsyreproducerende mikroorganisme er anvendt Acetomonas al-
bosesamea ATCC 21998, Gluconobacter melanogenum IFO 3293, Gluconobacter
rubisinosus IFO 3244, Erwinia citreus ATCC 31623, Erwinia punctata ATCC
31626, Erwinia punctata var. ATCC 31624, Erwinia punctata var. ATCC
31625, Erwinia punctata var. ATCC 31627, Erwinia terreus ATCC 31628, Er-
winia terreus var. ATCC 31629, Erwinia terreus var. ATCC 31630 eller Er-
winia terreus var. ATCC 31631.

7. Fremgangsmade ifglge et eller flere af de foregaende krav,
KENDETEGNET ved, at dyrkningen af mutanten og omdannelsen af 2,5-diketo-
D-gluconsyre til 2-keto-L-gulonsyre gennemfgres i nerverelse af et ni-
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tratsalt eller en hydrogendonor.

8. Fremgangsmide ifglge krav 7, KENDETEGNET ved, at nitratsaltet
er af et alkalimetal eller et jordalkalimetal.

9. Fremgangsmide ifglge krav 8, KENDETEGNET ved, at nitratsaltet
er natriumnitrat eller kaliumnitrat.

10. Fremgangsmade ifglge et eller flere af kravene 7-9, KENDETEG-
NET ved, at koncentrationen af nitratsaltet er 0,05 - 0,5 vagt/vol-%.

11. Fremgangsmide ifglge et eller flere af kravene 7-10, KENDETEG-
NET ved, at hydrogendonoren er udvalgt blandt carbohydrater og polyhy-
droxyalkoholer.

12. Fremgangsmide ifglge et eller flere af kravene 7-11, KENDETEG-
NET ved, at hydrogendonoren er udvalgt blandt glycerin, glukese, frukto-
se, saccharose og melasse. )

13. Fremgangsmide ifglge et eller flere af kravene 7-12, KENDETEG-
NET ved, at hydrogendonoren er til stede i en mengde pa 5-50% af 2,5-di-
keto-D-gluconsyren.

14. Fremgangsmide ifglge krav 5 eller 6, KENDETEGNET ved, at 2,5-
diketo-D-gluconsyrefermenteringssubstratet er steriliseret med et over-
fladeaktivt middel fgr tilsztningen.

15. Fremgangsmade ifglge krav 14, KENDETEGNET ved, at der som
overfladeaktivt middel er anvendt natriumdodecylsulfat (SDS).

16. Fremgangsmade ifglge krav 15, KENDETEGNET ved, at SDS er an-
vendt i en koncentration pa 0,01 - 0,25 vagt/vol-%.

17. Fremgangsmade ifglge krav 1, KENDETEGNET ved, at mikroorganis-
men anvendes i form af en cellesuspension.

18. Fremgangsmdde ifelge krav 1, KENDETEGNET ved, at mikroorganis-
men anvendes i form af en celleekstrakt.
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