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(57) Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Gewinnung von Poly-B-Hydroxybuttersdure durch Konvertierung einer
methanolhaltigen Miscella, die bei der Vorextraktion der Biomasse als Abprodukt anféallt. Die Erfindung kann in der
mikrobiologischen Industrie angewendet werden. Der Einsatz der Miscella der Vorextraktion der PHB-haltigen
Biomasse als Substrat zur Fermentation bewirkt eine Erhohung der Biomasseausbeute und sine Erhdhung des
PHB-Gehaltes der Biomasse. AuBerdem entfalit dadurch die Notwendigkeit der Aufarbeitung der Miscella der
Vorextraktion zu Frischldsungsmitteln.
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Patentanspriiche:

1. Verfahren zur Gewinnung von Poly-B-hydroxybuttersdure durch Kultivierung von
Bakterienbiomasse, Vorextraktion mit einem utilisierbaren Lédsungsmittel und extraktiver
Entfernung der PHB aus der Biomasse, gekennzeichnet durch die Verwendung des miszellahaltigen
Losungsmittels der Vorextraktion als Substrat des Fermentationsprozesses der Biomasse.

2. Verfahren nach Anspruch 1, gekennzeichnet dadurch, dai3 die im Losungsmittel enthaltene Miszella
3-20Ma.-% Lipide und Farbstoffanteile aus der Biomasse enthait.

3. Verfahren nach Anspruch 1, gekennzeichnet durch einen Mindestanteil des miszellahaltigen
Lésungsmittels von 40% am Gesamtsubstrateinsatz fiir den Fermentationsprozef3.

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Gewinnung von Poly-8-hydroxybuttersaure durch extraktive Entfernung dieses
Zellinhaltsstoffes aus Bakterienbiomasse und kann in der mikrobiologischen industrie angewendet werden.

Charakteristik der bekannten technischen Losungen

Von verschiedenen Bakterienstimmen wird polymere B-Hydroxybuttersdure als Speicher- und Reservestoff gebildet.

Zur Gewinnung dieser PHB werden die entsprechenden Bakterien gewdhnlich in einem warigen Medium, welches
Kohiehydrate oder Methanol (EP 15669) als Kohlenstoff- und Energiequelle enthélt, kultiviert. AnschlieRend wird mit einem
geeigneten Extraktionsmittel aus der feuchten oder getrockneten Biomasse PHB extrahiert.

Neben der gewlinschten PHB werden von den PHB-Bildnern unter diesen Fermentationsbedingungen jedoch auch Farbstoffe
und Lipide gebildet, die bei der Extraktion der PHB nicht vollstdndig entfernt werden kénnen und somit das Produkt
verunreinigen.

Nach EP 15123, EP 58480 und EP 124309 sind Verfahren bekannt, die deshalb eine Vorextraktion der Biomasse mit einem
Lésungsmittel, in dem diese Verunreinigungen loslich sind, PHB jedoch unldslich ist, wie z. B. Methanol oder Aceton
vorschlagen.

Nach diesen Verfahren wird das zur Vorextraktion benutzte L6sungsmittel entweder verworfen oder destillativ von den
Verunreinigungen befreit und erneut zur Extraktion eingesetzt. Wesentliche Nachteile dieser Verfahren sind die damit
verbundenen groBen Losungsmittelvertuste bzw. hohen Aufwendungen fir deren Riickgewinnung.

Ziel der Erfindung

Ziel der Erfindung ist eine Vermeidung von Lésungsmittelvertusten und Aufwendungen zur Losungsmittelriickgewinnung fir
die Vorextraktion PHB-haltiger Biomasse.

Waesen der Erfindung

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, das anfallende miszellahaltige Losungsmittel der Vorextraktion ohne weitere
Mafinahmen zur Abtrennung von Verunreinigungen im ProzeR wieder einzusetzen.

Erfindungsgemal wird die Aufgabe dadurch geldst, da die nach dem bekannten Verfahren der Vorextraktion der Biomasse mit
Methanol gewonnene Misceila, die mit 5~12Ma.-% Lipiden bzw. Farbstoffpigmenten beladen ist, in Mengen zwischen 40Ma.-%
und 100Ma.-%, als Substrat fir die fermentative Biomassegewinnung und Produktbildung verwendet wird.
Uberraschenderweise wurde dabei gefunden, daR die vom Feststoff, der der weiteren PHB-Extraktion zugefiihrt wird, befreite
Miscella trotzt inrer Beladung mit Lipidextrakt und Farbstoffpigmenten bei ihrer Verwendung als Substrat zur weiteren
fermentativen Biomassegewinnung zu einer héheren Produktivitét, d.h. zu einer gréf3eren Biomasseausbeute als bei der
Verwendung reinen Methanols als Substrat unter gleichen Bedingungen fiihrt.

AufRerdem wurde dabei ein nicht erwarteter Anstieg des PHB-Gehaltes in der Biomasse gefunden. |

Das erfindungsgemaéfe Verfahren besitzt gegeniiber den bekannten technischen Lésungen den Vorteil der Realisierung einer
héheren Biomasseproduktivitat gekoppeit mit einem héheren PHB-Gehalt dieser Biomasse ohne zusétzliche
Aufarbeitungsschritte, wodurch sich die Gesamtékonomie des Verfahrens deutlich verbessert.

Beispiel 1

In einem Rihrfermentor mit einem Arbeitsvolumen von 1001 werden 6kg vorgeziichtetes Impfmaterial der Kultur Methylobacter
spec. mit einer Konzentration von 10-15g BTS/kg eingesetzt.

In den Reaktor wird eine mineralische Nahriosung fiir 8g BTS/kg und eine Methanolkonzentration von 5g/kg vorgegeben.
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Die Temperatur wird auf 32°C, der pH-Wert auf 6,5 eingestelit. Die Fermentation erfolgt unter aeroben Bedingungen. Nachdem
die Biomasse auf 5-8g BTS/kg angewachsen, bzw. das Methanol verbraucht ist, wird im Feed-Batch-Verfahren weitere
mineralische Ndhriésung und Methanol zugefihrt.

Nach Erreichung einer BTS-Konzentration von 40-60g BTS/kg wird die Zugabe von mineralischer Nahrlésung gestoppt, um eine
Limitation des Stickstoffes im Medium zu erreichen. Die sich anschlieRende Produktbildung erfolgt unter Zufuhrung von
Miscella, bei einer Restkonzentration der Miscella von 1-2g/kg, bei einer PHB-Konzentration von 65-70% in der BTS erreicht
ist.

Ohne den Einsatz der Miscella in der Produktbildungsphase wurden nur PHB-Konzentration von 40-55% erreicht.

Die Substratverbrauchskennziffer, a,®, wurde durch den Einsatz von Miscella in der Produktbildungsphase von a,® 3—4kg/kg auf
a,® 3-3,4kg/kg verbessert.

Beispiel 2
Unter den gleichen Bedingungen wie im Beispiel 1, aber bei gieichzeitigem Einsatz von 80% Miscella und 20% Methanol in der
Biomassewachstumsphase, wurde die Substratverbrauchskennziffer auf a,® 2,6—3,0kg/kg gesenkt.
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