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Verfehren zur Herstellung von 2,5-Diketogluconsiure
Anwendungsgebiet der ZFrfindung .

Die'Erfindung bezieht sich auf die Herstellung von 2;5-Diketo—~
gluconsiure, die als Zwischenstufe zur Herstellung von Ascov=-
‘binsdure oder von Comensiure (5-Hydroxy-4-pyron-2-carbon- '
séure) bravchbar iste. _ - |

Charakteristik der bekannten technischen Ldsungen

e Dully

Eine Losung von 2,5-Diketogluconssure kann selektiv zu
2-Ketogulonséure reduziert werden, die in Ascorbinsiure um-
gevendelt werden kann, Die Reduktion von 2,5-Diketoglucon~
‘sdure kann durch Reduzieren mit einem Alkalimefallborhydrid
erfolgen, wie in der US-PS 4 159 990 offenbart, oder durch
eine fermentative Reduktion, wie z. B. in der US—PS'.

3 992 194, 3 959 076 und 3 963 574 beschrieben.

2,5-Diketogluconsiure ist auch als Zwischenstufe zur Herstel-
lung von Comensdure (5-Hydroxy-4-pyron-2-carbonsiure) durch
Erwirmen in Gegenwart einer Siure, wie z. B. in der US-PS

3 654 316 beschrieben, brauchbar. |

Bislang'ist'2,5-Diketogluconséure von mehreren verschiedenen
Bakterien erzeugt worden, wie von Acetobacter melanogenum,
Acetobacter aurantium, Gluconoacetonbacter rubiginosus,.
Gluconoacetobacter liquifaciens und Pseudomonas sesami.

Die Verwendung dieser Mikroorganismen ist jedoch unter in-
dustriellem Gesichtspunkt suf Grund verhdltnismi3ig niedriger
Ausbeuten an 2,5-Diketogluconsiure, relativ langer Fermen-
tationszeiten und wegen der Bildung grofler Mengen brawner
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cder gelbbraunér Pigmente a1s Nebenprodukte der Kultivie-
rung, wobei die Reinheit der gewinschten 2,5-Diketoglucon-
siure herabgesetzt wird, nicht befriedigend. '

Die US-PS 3 790 444 bezieht gich auf die Herstellung von
2,5-Diketogluconsiure ohne begleitendes braunes Pigment durch
eine neue Art, die als Acetobacter fragum ATCC Nr. 21 409
bezeichnet wird. | '

Die USSN 79 668 (vom 28. 9. 1979) beziehi sich auf die Her-
sfellung von 2,5-Diketogluconsdure in guten Ausbeuten'ohne
die Bildung pigmentierten Materials durch aerobq Vermehrung
von Acetobacter cerinus in einem glucosehaltigen Medium,
Wéhrend Glucose~Gesemtmengen von etwa 2,5 bis eiwa 20 %
(Gewicht/Volumen) verwendet werden konnen, wurde gefunden,
‘daf Glucose-Anfangskonzentrationen im Medium von mehr als
15 % von den Mikroorganismen nicht verkraftet werden konnen.
Demnach kﬁnnen:Glucose»Gesamtmengen von mehr als etwa 15 %
(Gewicht/Volumen) nur eingesetzt werden, indem die Fermenta~
tion mit einer Glucose-Anfangskonzentration von etwa 10 bis
15 % (Gewicht/Volumen) durchgefiihrt und denach weitere
Glucose-Teilmengen dem Fermentationsmedium wihrend des Fer-
mentationsverlaufs zugesetzt werden, wobei die Glucose-Kon-
zentration im Medium zu jeder gegebenen Zeit etwa 15 %
(Gewicht/Volumen) nicht ubersch:éitet. Daher waren bislang
die Gesamtkonzentrationen oder Produktionskapazitaten an
2,5~Diketogluconséure durch die verhdltnisméfig niedrige
Glucose~Anfangskonzentration, die im Fermentationsmedium einge~.
gsetzt werden kann, beschrinkt. Die Produktivitédi von Verfah-
ren, die andere Mikroorganismen zur Herstellung von 2,5-Di-
ketogluconsédure einsetzen, wie oben begchrieben, ist auch
durch die Notwendigkeit der Verwendung verh&linism&6ig niedri-
ger GlucosewAnfangskonzenﬁrafionen im Fermentetionsmediuvm
beschrinkt. R |
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Ziel der Erfindung

Ziel der Erfindung ist die Bereitstellung eines verbesserten
‘Verfahrens zur Herstellung von 2,5~Diketog zlucons8ure, mit dem
gute Ausbeuten ohne Bildung wesentllcher Mengen pigmentierter
Materialien in verh#linismiBig kurzen Iermentatﬂonszelten er-
zielt wer-den kbnnen. '

Darlegung des Wesens der Erfindung

Der Erfindung liegt die Aufgabe augxunde, derert zu verfahren,
daB Glucose-Anfangskonzentrationen iiber etwa 15 % (Gewicht/
Volumen), insbesondere Werte iiber 20 % toleriert werden kén
nen und von den Mikroorganismen zur Herstellung von 2,5-Diketo-
gluconsdure verwertet werden.



‘% | 58 118/18
- 3& - QZfZ 4153

ErfindungsgemisB wurde nun gefunden, daf Glucosewﬂnfargskon-
zentrationen lber 20 % und bis zu etwa 30 % (Gewicht/Volu=
‘men) in einem Fermentationsmedium von dem Mikroorganismus
Acetobacter cerinus zur Erzeugung von 2,5~Diketogluconsiure
verwertet werden ktnnen, wenn wenigstens etwa 0,04 Gew.-%
Cholin, bezogen auf die Menge an D-Glucose im Medium, dew
Fermentationsmedium zugesetzt werden. Inshesondere fiihrt die
Erfindung zu einem Verfahren zur Herstellung von 2,5-Diketo-
glﬁconééure in hohen Konzentrationen im Fermentationsmedium
durch aerobe Vermehrung von Acetobacter cerinus in einem Fer-
menuatlonsmedlum, das D—Glucose in einer Anfangskonzentra~
tion lUber etwa 20 und bis zu etwa 30 % (Gewicht/Volumen)
sowie Cholin in einer Menge von wenigstens etwa O ;04 Gew,=%,
bezogen auf die D-Glucose~Menge im Medium, enthdlt. Die
Glucose-Anfangskonzentration im Fermentationsmedium ist vor-
zugswelse etwa 25 bis 30 % (Gewicht/Volumen). Die Vermehrung
- erfolgt vorzugswelse bei einer Temperatur von 25 bis BO_OC,
bevorzugt bel einem pH von etwa 5 big 6. Bevorzugte Stimme
sind Acetobacter cerinus oder Acetobacter cerinus IFO 3263
und Iro 3266, '

So ist leicht erkennbar, daB ein Verfahren, bei dem Glucose-
Anfangskonzentrationen Uber etwa 15 % (Gewicht/Volumen),
insbesondere Werte iiber 20 % toleriert werden kionnen und
von den Mikroorganismen zur Herstellung von 2 s o>=Diketo-
gluconsdure verwertet werden, eine erhebliche Steigerung
der Produktionskapazitit s chafft und das Arbeiten sehr
wirtschaftlich macht, Ein solches Verfahren vermeidet auch
die Moglichkeit einer Verunreinigung des Fermentationsme~
diums, die eintreten kann, wenn die Produktionskapazitéten
durch Zusatz weiterer uluuosemengen wahrend des Fermenta-
tionsverlaufs gesteigert werden.

2,5=Diketogluconsiure wird im erfindungsgemiBen Verfahren in
guten Ausbeuten ohne Bildung wesentlicher Mengen pigmentier-
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ter Materialien in verhdltnism&Big kurzen Permentationszei~
ten hergestellt. Bine Reihe von Stémmen von Acetobacter
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cerinus, einschlieBlich IFO 3262 (ATCC 12303), IFO 3263,

IFO 3264, IFO 3265, IFO 3266, IFO 3267, IFO 3268 und

IFO 3269 sind der Offentlichkeit zugdnglich und konnen

beim erfindungsgemédBen Verfahren zur Herstellung von
2,5-Diketogluconsdure eingesetzt werden. Besonders bevorzug-
te Stimme sind IFO 3263 und IFO 3266. Natlirlich sind auch
Mutanten dieser Mikroorganismen, hergestellt nach herk&mmli-
chen Methoden, z.B. durch Bestrahlen mit R&ntgenstrahlen
oder UV-Licht, Behandeln mit Stickstofflosten oder dgl.,
beim erfindungsgemiiBen Verfahren bfguchbar und von der Er-

findung umfalbt.

-Acetobacter cerinus wird‘in einem Mediuﬁ kultiviert, dessen
Hauptkohlenstoffquelle D-Glucose ist. Natiirlich enthilt
in Ubereinstimmung mit herkbmmlicher Fermentationspraxis
das Fermentationsmedium auch Stickstoff-, Kalium-,'Phosphcr—
und Magnesiumquellen. Der Begriff "Fermentationsmedium®,
wie er hiérAverwendet wird, soll ein solche Verbindungen
enthaltendes Medium definieren. Wird Acetobacter cerinus
als Mikroorganismus beim erfindungsgemdBen Verfahren einge-
setzt, ist es nicht notwendig, kostspielige organische
Stickstoffquellen, wie Pepton oder Fleischéxtrakt, Zu Ver-
wenden. Der Stickstoff kann in wirtschaftlichér Weise durch
die Verwendung von Harnstoff oder anorganischen Stickstoff-
quellen, wie Ammoniumsulfat, Ammoniumnitrat, Ammoniumphosphat
oder dhnlichen Salzen, im allgemeinen in Mengen zwischen etwa
0,1.und 2 g/1 Fermentationsmedium,zur Verfiigung gestellt
werden, wenn auch Nicotinsdure éls Wachstumsfaktor zugesetzt
wird, im allgemeinen in einer Menge von etwa 0;2 bis 10 mg/1
" Fermentationsmedium. Kalium, Magnesium und Phosphor werden
leicht durch Zusatz von Salzen, wie Kaliumphosphat, Ammonium-
phosphat, Magne51umsulfat oder #hnlichen Salzen, 1m allge-
me1nen1r1 Mengen von etwa 0,1 bis etwa 1 g/l Fermentatlons—
medlum,zur Verfiigung gestellt. Bei der.Zusammenstellung des
Fermentationsmediums ist jedoch erhebliche Variation m&glich.
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Andere geeignete Medien liegén fiir ‘den Fachmann auf “der

Hand, und das erflndunasgemaﬁe Verfahren soll nlcht auf die

. Verwendung der oben und in den Beispielen beschrlebenen be-
sonderen Medien beschrédnkt sein. Beim erfindungsgem&Ben
Verfahren enthilt das Fermentationsmedium D-Glucose in
Anfangskonzentrationen iiber den bisher m&glichen ohne schid-
lichen Einflu8 auf die bei der Fermentation eingesetzten
Mikroorganismen. SpeZLell liegt die D-Glucose-Anfangskon~’
zentration in dem beim erfindungsgeméBen Verfahren einge-
setzten Fermentationsmedium im Bereich tiber etwa 20 und bis-
zu etwa 30 % (Gewicht/Volumen), insbesondere zwischen etwa

25 und 30 % (Gewicht/Volumen). Wenn gewlinscht, kann D~Glucose
als Cerelose (D-Glucose-Monohydrat) zugesetzt werden.

Damit.die Acetobacter cerinus-Mikroorganismen so hohe Glucose-
konzentrationen im Fermentationsmedium.zu ertraéen und zu
ververten vermdgen, muB dem Fermentationsmedium Cholin in einer
_Menge von wenigstens 0,04 Gew.-%, bezogen auf die Anfangs-

- menge an D-Glucose in dem Fermentationsmedium, zugesetzt
werden. Wenn gewlinscht, kodnnen verhdltnism&B8ig hohe Cholin-
mengen, z.B. etwa 0,5 Gew.-%, bezogen auf die D-Glucose-
Anfangskonzentration im Fermentationsmedium, verwendet wer-
den, wenngleich sich wenig Vorteil bei der Verwendung von
mehr als etwa 0,1 Gew.-% Cholin ergibt, und efwa 0,04 bis
0,06 Gew.-% Cholin sind im allgemelnen bevorzugt Cholin kann
entweder als freie Base coder als Salz, z.B. als Cholin-
chlorid, Cholinbicarbonat, Cholincitrat, Cholinglukonat

oder &hnliche Salze, zugesetzt werden. Cholinchlorid ist

ein bevorzugtes Salz. Die Konzeﬁtration an Cholin, wie hier
definiert, ist als Cholin-Base berechnet. Ein kleiner Teil
des ndtigen Cholins kann, wenn gewlinscht, durch Zugabe von
Maisquellflissigkeit zum'Fermentationsmedium beigesteuert
werden. Maisquellfliissigkeit, die .in Fermentationsmedien

als Quelle fiir Vitamine und Mineralstoffe verwendet wird,
enthdlt im allgemeinen nur etwa 0,5 bis 3 mg Cholin/g Mais-
quellfliissigkeit. Doch werden gewdhnlich nicht mehr als etwa
5 g Maisquellfliissigkeit pro 1 Fermentdtlonsmedlum einge- '
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setzt, da Maisquellflﬁssigkeit FarbkOrper enthdlt und die
Zugabe von mehr als etwa 5 ¢ Maisquellflﬁssigkeit pro 1
Fermentationsmedium die Gewinnung und Reinigung der 2,5~

" Diketogluconsdure schwieriger macht. Daher kann Maisquell;
fliissigkeit, wenn gewilinscht, nur als Quelle flir einen Xlei-
nen Teil des fiir die Fermentat%on nétigen Cholins verwen-
det werden, und der Rest der erfOrderlichen Cholinmenge _
" wird dem Fermentationsmediuw als Cholinbase oder als Salz,

wie oben beschrieben, zugesetzt.

Die Fermentation erfolgt im allgemeinen bei einer Tempera-
tur von etwa 20 bis 35°C, vorzugsweise zwischen 25 und 305C,
-insbesondere bevorzugt um 28°C. Der Anfaﬁgs-pH eines Kultur-
mediums liegt im Bereich von etwa 3,5 bis 7,5, bevorzugt
zZzwischen etwa 5 und 6. Im Verlauf der Fermentation wird der
" pH wunschgemdB in diesem Bereich, vorzugsweise bei etwa

5;5, z.B. durch Zugabe eines Alkalimetallhydroxids, vorzugs-
weise einer Natronlauge, gehalten. Alternativ kann ein |
Alkalimetall- oder Erdalkalimetallcarbonat, vorzugsweise
Calciumcafbonat,‘zur pHnSteueruné verwendet werden und wird
fiir diesen Zweck in ergédnzendem Medium nach der Autoklaven-
stufe in ausreichender Menge zugegeben, um zum gewiinschten
pH zu flihren, im allgemeinen zwischen 26 und 30 g/100 g
Glucose. Es versﬁeht sich, daB die 2,5-Diketogluconséure

in solchen Fermentationsmedien in Form der entsprechenden
Alkali- oder Erdalkalimetallsalze, wie der Natrium- oder
“Calciumsalze, anfdllt und daB solche Salze von dem Begriff
“2,5-Diketbgluconséure" im vorliegenden Zusammenhang

umfaBt sind. )

Nach dem Beimpfen wird das Fermentationsmedium gertihrt, z.B.
mit einem mechanischen Rﬁhfer, und beliiftet, bevorzugt mit
einer Geschwindigkeit von 0,5 bis 1 Volumen Luft pro'Volumen
Fermentationsbriihe pro.minv Wenn gewlinscht, kann weitere
Glucose wihrend der Ferment&tion zugesetzt werden, um einén
Teil der bei der Ferméntétion verbrauchten Glucose zu er-

.setzen, wodurch die Gesamtkonzentration an in der Fermenta-



g .
-r- 2246153

tionsbrithe erhaltener 2, 5~ leetogluconsaure gesteigert
wird. _ . -

. Die Fermentation wird fortgesetzt, bis die gewﬁnschte‘Aus;
‘beute erreicht ist. Beispielsweise bringtunter Verwendung
von Acetobacter cerinus IFO 3263 oder 3266 eine Fermenta-
tionszeit von etwa 40 bis 50 h eine Ausbeute von etwa 90
bis 95 % 2,5~Diketogluconséiure, bezogen auf D-Glucose.
Eine gewisse Variation der Reaktionszeiten und Ausbeuten
ist jedoch in Abhingigkeit vom besonderen Mikroorganismen-
Stamm, der Glucosekonzentration im Ferméhtationsmedium

und der Kulblv1erungstemperatur zu erwarten.

Chne an den folgenden Mechanismus gebunden sein zu wollen,
wird angenommen, daB die Umwandlung von Glucose in 2,5-
- Diketogluconsédure auf folgendem Wege abl&uft:

Glucose —3 2-Ketogluconsiure —> 2,5-Diketogluconsiure
Glucose ——5-Ketogluconsiure -—> 2,5-Diketogluconsédure

Die Zwischenstufen der 2- Ketogluconsaure und 5-Ketoglucon-
sdure und die 2,5- leetogluconsaure kénnen papierchromato-
graphisch mit einem Whatman Nr. 1 und Nr. 4-Papier und einem
Lésungsmittelsystem aus Methylathylketon/Aceton/Amelsen-
sdure/Wasser (80:6:2:12) getrennt werden. Die Sdureflecke
werden durch Spriihen einer 0,2% igen dthanolischen o-Phenylen-
dlamln-Losung mit 1 % Salpetersiure und Erwirmen auf etwa
70°C (5-Ketogluconsiure: blau; 2-Ketogluconsiure: gelb;
2,5-Diketogluconsiure: griin) lokalisiert. Auch Hochdruck-
flﬁssigkeitschromatographie kann angewandt werden. Mit den
obigen Methoden kann das Fortschrelten der Fermentation ver-
folgt werden.

2,5-Diketogluconsdure kann von der fertidgen Férmentations~
brtihe nach irgendeiner der dem Fachmann bekannten herk&mm-
lichen Arbeitsweisen abgetrennt und gewonnen werden. Bei-
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-spielsweise kenn die Fermentationsbrifhe filtiert, der

pH des wiBrigen Filtrats'durch_Zugabe einer MineralsBure,
wie SalzsHure, auf 2 bis 2,5 eingestellt, dann die Lisung
eingeengt und ein niederer Alkylalkohol, vorzugswelse
Kthanol oder Methanol, zugesetzt werden. Beim Stehen schei-
det sich die 2,5-Diketogluconsiure in Form ihres Calcium-
oder Natriumsalzesals Feststoff aus der Losung ab. Die
2,5~Diketogluconséiure kann aus dem Salz durch Behandeln mit
einer verdinnten Mineralsture und anschliefend beispielswei=
se durch Behandeln mit einem Kationenaustauscherharz, wie
einen Sulfonsdureharz, z. B, Dowex 50, erhalten werden.,

Wenn gewlinscht, kenn die Fermentationsbrithe weiter beasrbei-
tet werden, um die gebildete 2,5-Diketogluconsiure in

andere gewinschte Produkte umzuwandeln, z. B, durch fermenta-
. tive Reduktion zu 2-Ketogulonsidure, wie in den US~PS'en
3992 194, 3 959 076 oder 3 963 574 beschrieben. Alternativ
kann die filtrierte Fermentationsbrilhe als geeignete Reak-
tionsl¥sung fiir die Reduktion von 2,5-Diketogluconséure zu
einer 2-Ketogulonsdure enthaltenden Ldsung durch Umsetzen
mit einem Alkalimetallborhydrid verwendet werden, wie in der
US-PS 4 159 990 beschrieben. Die bei diesen Umsetzungen er-
zéugte 2-Ketogulonsiure wird nach auf dem- Fachgebiet bekann-
ten Mafnehmen leicht in Ascorbinsiure umgewandelt, z. B.
durch Erwrmen des Methylesters in Gegenwart einer Base.

AusTihrungsbeispiel

Die Erfindung wird durch dievfolgenden Beispiele veranséh&u-
licht, es versteht sich jedoch, daB sie nicht euf die speziel=-
len Eingzelheiten dieser Beispiele beschriénkt ist.
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Beispiel 1

Das folgende wissrige Impfmedium wurde hergestellt:

Bestandteil g/l

" Glucose-Monochydrat | 25
Maisquellfliissigkeit 5
KH,PO, 0,5}
K,HPO, 0,5
MgS0,.7H,0 . 0,2,
CaCO3 7.0

PH 6,2

Ein’ Schiittelkolben mit 1 1 Mediuﬁ wurde 30 min bei 121°C

im Autoklaven behandelt. Zellen von Acetobacter cerinus

‘IFO 3263 aus einer Nihragar-Schrigkultur (5 ml einer sterilen,
wdssrigen 20 ml-Suspension) wurden in den Kolben gegeben,

der dann auf einem Rotationsschiittler bei etwa 28°C 24 h
geschﬁttelt wurde. Der pH des gekiihlten Mediums war 5,0.

Eine Teilmenge der gewachsenen Kultur, ausreichend fiir ein
10 vol/vol.-%iges Inokulum, wurde in einen gertihrten 4 1-
Fermentator gegeben, der 2 1 des folgenden Produktions—
mediums enthielt:

Bestandteil

Glucose-Monohydrat 225 g/1
Maisquellfliissigkeit o 0,5 g/1
(NH, ) ,HPO, | . 0,54/1
KH, PO, o 1,5 g/1
MgS0,.7H,0 ‘ , 0,5 g/l
Harnstoff . 1,0 g/l
Cholinchlorid 100 mg/1
Nicotinsdure - o ' 10 mg/1 .
Cus0, . 5H,0 | o 2,0 mg/1
Antischaummittel (P-2000) - 1,0 mg/l

pH 6,0
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Die Fermentation erfolgte bei 28°C unter Rithren bei 1700
U/min und Beliiften mit einer Geschwindigkeit von 1,0 Volumen
pro Volumen Brithe pro min. Durch Zusatz einer 20%igen
 _Natron1auqe nach Bedarf wurde der pH bei 5,5 gehalten.

5-D1ketogluconsaure als Natrlumsalz wurde in einer Aus-
beute von 95 % nach elner Fermentatlonszelt von 48 h er- .
halten.

Beispiel 2
Das folgende wédssrige Impfmedium wurde hergestellt:

- Bestandteil - ... g/l

Glutose-Monohydrat ' 25
Maisquellfliissigkeit
XH,PO,,
K,HPO,
MgS0,. 7H,0

2
CaCQ3

-

N o oo w
-
P CRY Y

%

Ein Schiittelkolben mit 1 1 Medium wurde 30 mln bei 121°C
autoklavenbehandelt Zellen von Acetobacter cerinus IFO 3263
aus einer Ndhragar-Schrédgkultur (5 ml einer sterilen,
wdssrigen 20 ml-Suspension) wurden in den Kolben gegeben,
der dann auf einem Rotationsschiittler bei etwa 28°C etwa

24 h geschiittelt wurde. Der pH des gekiihlten Mediums war
5,0.

Eine Tellmenge éer gewachsenen Kultur, ausreichend fir ein
10 vol. /vol -%iges Inokulum wurde in einen geriihrten 4 1-

Fermentator gegeben, der 2 1l des folgenden Mediums enthielt:
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Inokulum zweiter Stufe : g/l
Glucose-Monohydrat . . 100
Maisquellfliissigkeit | 6,5
(NH,) ,HPO, ' , 0,5
KH2P04 ‘ 1,5
MgS0, . 7H,0 - -+ 0,5
Harnstoff ' 1,0
Nicotinsdure ' - 10 mg
CusO,.5H,0 ' : 2,0 mg
Cholinchlorid 500 mg
Antischaummittel (P2000) 0,5 ml

'Dié zweite Stufe wurde unter Rithren bei 1700 U/min und
28°C, sowie unter Beliiften mit einer Geschwinaigkeit von
1,0 Volumen pro Volumen pro min durchgefiihrt. Der pH wurde
durch Zugabe einer 20%igen Natronlauge nach Bedarf bei
5,5 gehalten.

Nach 20 h wurde eine Teilmenge der gewachsenen Kuitur,
5-au$reichend flir ein 10 vol.-/vol.-%iges Inokulum, in
einen gerilihrten 14 l-Fermentator gebracht, der 6 1 des
folgenden Produktionsmediums enthielt:

Bestandteil ' g/l
Glucose-Monohydrat ' . 334
Maisquellfliissigkeit 0,5
(NH,) ,HPO, R 0,58
KH,PO, “ ' ‘ 1.5

© MgS0,.7H,0 0,5
Harnstoff 1,0
Nicotinsdure - _ ” 10,0 mg
CuS0,.5H,0 ' _ ' 2,0 mg
Cholinchlorid o 150 mg

Antischaummittel (P2000) ( 0,5 ml
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Die Fermentation wurde unter Rithren bei 750 U/min, 28°C
‘und Beliiften mit einer Géschwindigkeit von 1,0 Volumen
pro Volumen pro min durchgefithrt. Der pH-Wert wurde durch
Zugabe einer 20%igen Natronlauge nach Bedarf bei 5,5 ge-
halten. 2,5-Diketogluconsiure wurde als Natriumsalz in
einer Ausbeute von 95 % nach einer Fermentationszeit von
6570 h erhalten.

Beispiel 3

Nach der Arbeitsweise des Beispiels 1 wurden jeweils Aceto-
bacter cerinus-Stdmme IFO 3262, 3264, 3265, 3266, 3267,

3268 und 3269 getestet. In jedem Falle enthielt das Fermen-
tationsprodukt 2,5-Diketogluconsiure in mehr als 50 % Aus-
beute, zusammen mit etwas nicht umgewandelter Z;Ketogluconm
sdure und 5-Ketogluconsdure als Zwischenstufen. Hbhere Aus-
_beuten der gewlingchten 2,5—Diketogluconséure kénnen unter An-
wendung léngerer Fermentationszeiten érhalten werden, wenn

diese Stdmme von Acetobacter cerinus eingesetzt werden.

NV
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Erfindungsanspruch

1.

Verfahren zur Herstellung von 2,5-Diketogluconsiure, .
gekennzeichnet dadurch, da8 Acetobacter cerinus in einem
Permentatlonsmealum, das D-Glucose in einer Anfangskon-
zentration von iber etwa 20 % und bis zu etwa 30 % '
( Gewicht/Volumen) sowie Cholin in einer lMenge von wenig-
stens etwa O s04 Gew.=%, bezogen auf die Anfangsmenge

. an D-Glucose in dem Medium, enthalt, eerob vermehr; wird.

2,

3e

4o

De

To

Verfahren nach Punkt 1, gekennzeichnet dadurch, daB
bei einer Anfangskonzentration an D-Glucose von etwa
25 bis 30 % (Gewicht/Volumen) gearbeitet wird. -

Verfahren nach Punkt 1 oder 2, gekemnzeichnet dadurch,
daB es in einem Medium, das Cholin in einer Menge zwi-
schen etwa O 04 und 0,1 Gew.~% enthilt, durchﬁefuhri
wWird.

Verfahren nach einem der vo“hergehenden Punkte; gekenn-
zeichnet dadurch dafl die Vermenrung bei einer Tempera-
tur zwischen etwa 25 und 30 C erfolgte.

Verfenren nach einem der vorhergehenden Punkte, gekenn-
zelchnet dadurch, daB die Vermehrung bei einenm pH von

etwa 5 bis 6 erfolgt.

Verfahren nach Punkt 5, gekenngzeichnet dedurch, daB

‘der pH durch Zugabe von Natriumhydroxid aufrechterhal-

ten wird,

Verfehren nach Punkt 1, gekennzeicimet dadurch, daB es
in einem Medium, das Cholin in einer Menge zwischen
etwa 0,04 und 0,1 Gew.-% enthdlt, durchgefiihrt wird und .
die Vermehrung bei einer Temperstur zwischen etwa 25
und 39 °¢ und einen pH-Wert von etwa 5 bis 6 erfolgt.
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8. Verfahren nach Punkt 1 oder 7, gekennzeichnet dadurch,
daB es mit dem Acetobacter cerinus-Stamm IF0 3263 durch-
gefithrt wird, '

9. Verfahren nach Punkt ' 1 oder 7, gekemnzeichnet dadurch,
deB es mit dem Acetobacter cerinus-Stamm IFO 3266 durche
gefihrt wird. '
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