wo 2012/104233 A1 | ]I ONF 1000 O

(12) NACH DEM VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM GEBIET DES
PATENTWESENS (PCT) VEROFFENTLICHTE INTERNATIONALE ANMELDUNG

(19) Weltorganisation fiir geistiges
Eigentum
Internationales Biiro

~.
-~
~

=

\

(43) Internationales

(10) Internationale Veroffentlichungsnummer

Veroffentlichungsdatum WIPO | PCT WO 2012/104233 Al
9. August 2012 (09.08.2012)

(51) Internationale Patentklassifikation: (74) Anwilte: POTTEN, Holger et al.; Wacker Chemie AG,

CI2N 1/21 (2006.01) CI12P 7/18 (2006.01) Hanns-Seidel-Platz 4, 81737 Miinchen (DE).
CI2N 9/04 (2006.01) (81) Bestimmungsstaaten (soweit nicht anders angegeben, fiir
(21) Internationales Aktenzeichen: PCT/EP2012/051406 Jede verfiigbare nationale Schutzrechtsart): AE, AG, AL,
. AM, AO, AT, AU, AZ, BA, BB, BG, BH, BR, BW, BY,
(22) Internationales Anmeldedatum: BZ, CA, CH, CL, CN, CO, CR, CU, CZ, DE, DK, DM,
30. Januar 2012 (30.01.2012) DO, DZ. EC, EE, EG, ES, FI, GB, GD, GE, GH, GM, GT,
(25) Einreichungssprache: Deutsch HN, HR, HU, ID, IL, IN, IS, JP, KE, KG, KM, KN, KP,
KR, KZ, LA, LC, LK, LR, LS, LT, LU, LY, MA, MD,
(26) Veroffentlichungssprache: Deutsch ME, MG, MK, MN, MW, MX, MY, MZ, NA, NG, NI,
(30) Angaben zur Prioritit: NO, NZ, OM, PE, PG, PH, PL, PT, QA, RO, RS, RU, RW,
102011 003 386.6 SC, SD, SE, SG, SK, SL, SM, ST, SV, SY, TH, TJ, T™M,
31. Januar 2011 (31.01.2011) DE gjv TR, TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VC, VN, ZA, ZM,
(71) Anmelder (fiir alle Bestimmungsstaaten mit Ausnahme )
von US) WACKER CHEMIE AG [DE/DE], Hanns- (84) Bestimmungsstaaten (SOW@i[ nicht anders angegeben, fiﬂ"
Seidel-Platz 4, 81737 Miinchen (DE). Jede verfiighare regionale Schutzrechtsart): ARIPO (BW,
GH, GM, KE, LR, LS, MW, MZ, NA, RW, SD, SL, SZ,
(72) Erfinder; und TZ, UG, ZM, ZW), eurasisches (AM, AZ, BY, KG, KZ,
(75) Erfinder/Anmelder (nur fiir US): PFALLER, Rupert MD, RU, TJ, TM), europdisches (AL, AT, BE, BG, CH,

[DE/DE]; Nibelungenstr. 6, 80639 Miinchen (DE).

CY, CZ, DE, DK, EE, ES, FL, FR, GB, GR, HR, HU, IE,
IS, IT, LT, LU, LV, MC, MK, MT, NL, NO, PL, PT, RO,

[Fortsetzung auf der ndchsten Seite]

(54) Title: METHOD FOR PRODUCING 2, 3-BUTANEDIOL BY FERMENTATION
(54) Bezeichnung : VERFAHREN ZUR FERMENTATIVEN HERSTELLUNG VON 2, 3-BUTANDIOL

Fig. 1

EcoRI (1)
| BspEl
. P

tac-Promoto[\ (12)

Ori

B.subtilis GDBS-E96A

. Pst1(796)

(57) Abstract: The invention relates to a
production strain for producing 2, 3-butanediol.
Said production strain can be obtained from an
original strain and has, under production
conditions of 2, 3-butanediol, a glucose
dehydrogenase enzyme activity which is not
present in the original strain or only present under
physiological conditions which are different from
the production conditions of 2, 3-butanediol. The
invention also relates to a method for producing 2,
3-butanediol (2, 3-BDL) by fermentation by means
ot said type of production strain.

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft
einen Produktionsstamm zur Herstellung von 2, 3-
Butandiol. Dieser ist herstellbar aus einem
Ausgangsstamm und weist unter Bedingungen der

2, 3-Butandiolproduktion eine Glucose
Dehydrogenase Enzymaktivitdt auf, die im
Ausgangsstamm  nicht oder nur  unter

physiologischen Bedingungen die verschieden von
den Bedingungen der 2, 3-Butandiolproduktion
sind, vorhanden ist. Die Erfindung betriftt ferner
ein Verfahren zur fermentativen Herstellung von
2, 3-Butandiol (2, 3-BDL) mittels eines derartigen
Produktionsstammes.
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Verfahren zur fermentativen Herstellung von 2,3-Butandiol

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur fermentativen Herstel-
lung von 2,3-Butandiol (2,3-BDL} mittels eines verbesserten
Mikroorganismenstammes, der gegenlber dem nicht verbesserten
Ausgangsstamm die Enzymaktivitdt einer Glucose Dehydrogenase
(GDH), bzw. eine erhdhte Enzymaktivitidt einer Glucose Dehydro-
genase aufweist.

Bedingt durch steigende Roh&lpreise steigen auch die Herstel-

lungskosten der daraus petrochemisch gewonnenen Grundstoffe filr
die chemische Industrie. Daraus resultiert ein wachsendes Inte-
resse an alternativen Produktionsverfahren flir chemische Grund-

stoffe, speziell auf Basis nachwachsender Rchstoffe.

Beispiele fir chemische Grundstoffe (sog. chemische Synthese-
bausteine) aus nachwachsenden Rohsteoffen sind Ethanol (C2-
Baustein), Glycerin, 1,3-Propandiol, 1,2-Propandiocl (C3-
Bausteine) oder Bernsteinsiure, 1-Butanol, Z2-Butanol 1,4-
Butandiol oder auch 2,3-Butandiol {C4-Bausteinel. Diese chemi-
schen Bausteine sind die biocgenen Ausgangsverbindungen, aus de-
nen dann auf chemischem Wege weitere Grundchemikalien herge-
stellt werden kénnen. Voraussetzung dafir ist die kostenglinsti-
ge fermentative Herstellung der jeweiligen Synthesebausteine
aus nachwachsenden Rohstoffen. Entscheidende Kostenfaktoren
sind einerseits die Verfligbarkelt geeigneter billiger nachwach-
sender Rohstoffe sowie andererseits effiziente mikrobielle Fer-
mentationsverfahren, welche diese Rohstoffe effizient in den
gewlnschten chemischen Grundstoff umwandeln. Dabei ist ent-
scheidend, dass die eingesetzten Mikroorganismen das gewlinschte
Produkt in hoher Konzentration und unter geringer Nebenprodukt-
bildung aus dem biogenen Rohstoff herstellen. Die Optimierung
der als Produktionsstémme bezeichneten Mikroorganismen in Bezug
auf Produktivitidt und Wirtschaftlichkeit wird beispielsweise

erreicht durch Metabolic Engineering.

Ein auf fermentativem Weg zuginglicher C4-Baustein ist 2,3-
Butandiol. Der Stand der Technik zur fermentativen 2,3~
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Butandiol Herstellung ist zusammengefasst in Celinska und
Grajek (Biotechnol. Advances 27 (2009), 715-725). 2,3-Butandiol
ist mégliches Ausgangsprodukt fir Produkte der Petrochemie mit
vier C-Atomen {(Cé4-Bausteine) wie Acetoin, Diacetyl, 1,3-
Butadien, 2~Butanon (Methyl-Ethylketon, MEK}. AuBerdem sind
Produkte mit zwei C-Atomen (CZ2-Bausteine) wie Essigsdure (DE
102010001399} und davon abgeleitet, Acetaldehyd, Ethanol und
auch Ethylen zugianglich. Durch Dimerisierung ven 2,3-Butandiol
sind auch C8-Verbindungen denkbar, die Verwendung z.B. als
Treibstoff im Luftfahrtbereich haben.

Der von verschiedenen Mikroorganismen beschrittene biosyntheti-
sche Weg zu 2,3-Butandiol ist bekannt (siehe Review wvon Celins-
ka und Grajek, Biotechnol. Advances (2009%8) 27: 715-725) und
fihrt vom zentralen Stoffwechselprodukt Pyruvat tber die drei

folgenden enzymatischen Schritte zum 2, 3-Butandiol:

Reaktion der Acetolactatsynthase: Bildung von Acetolactat aus

zwei Moleklilen Pyruvat unter Abspaltung von COZ.
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Reaktion der Acetolactatdecarboxylase: Decarboxylierung von
Acetolactat zu Acetoin.
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Reaktion der Acetoinreduktase {(2,3-Butandiocldehydrogenase):

NADH-abhidngige Reduktion von Acetoin zu 2, 3-Butandiol.
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Verschiedene natirliche Produzenten von 2, 3~Butandiol sind bea-
kannt, z. B. aus den Gattungen Klebsiella, Raocultella, Entero-
bacter, Asrcbacter, Reromonas, Serratia, Bacillus, Paenibacil-
lus, Lactobacillus, Lactoceoccus etc. Bber auch Hefen sind als
Produzenten bekannt (z.B. Backerhefe). Die meisten bakteriellen
Produzenten sind Mikroorganismen der bioclogischen Sicherheits-
stufe 82, kénnen also groBtechnisch nicht cohne aufwidndige und
teuere technische Sicherheitsmassnahmen eingesetzti werden (dazu
und zu weiteren mikrobiellen Z,3-Butandiolproduzenten siehe Re-
view von Celinska und Grajek, Biotechnol. Advances (2009) 27:
715-725). Dies wirde ebenso flir bisher nicht beschriebene gen-
technisch optimierte Produktionsstdmme basierend auf diesen
Stammen gelten.

Fir eine kosteneffiziente grobtechnische 2,3-BDL Produktion
gind Produktionsstimme der biologischen Sicherheitsstufe S1 be-
vorzugt. Flir diese wurden jedoch bisher keine ausreichend hohen
2,3-BDL Ausbeuten beschrieben. Bekannte 2, 3~-BDL-Produktions-
stamme aus der biologischen Sicherheitsstufe SI1 sind Stamme der
Arten Klebsiella terrigena, Klebsiella planticola, Stamme der
Gattung Bacillus (bzw. Paenibacillus) wie Bacillus polymyxa o-
der Bacillus licheniformis. Iin der Fachliteratur (Drancourt et
al., Int. J. Syst. Bvol. Microbiol. (20601), 5i: 925-232) werden
infolge einer taxonomischen Umbenennung die Arten Klebsiella
terrigena und Klebsiella planticola synonym auch als Raoultella
terrigena und Raocultella planticola bezeichnet. Es handelt sich

dabel um Mikroorgansimenstdmme der gleichen Art.

Fir diese in der Sicherheitsstufe Sl eingestuften Stamme wurden
bisher 2,3-Butandiolausbeuten von nicht mehr als 57 g/1 (637
mM, Produktionsdauer 60 h) berichtet (Nakashimada et al., J.
Bioscience and Bioengineering (2000) 90: 661-664). Diese Aus-
beuten sind fir eine wirtschaftliche Produktion bei weitem zu
gering. Als minimale Fermentationsausbeute fiir eine wirtschaft-
liche Produktion werden >80 g/l 2,3-Butandiol (Fermentations-
dauer maximal 72 h), bevorzugt >100 g/l 2,3~Butandicl angese-
hen.
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Bine gingige Definition flir den Begriff ,biclogische Sicher-
heitsstufe™ und die Einteilung in verschiedene Sicherheitsstu-
fen findet sich z.B. in ,Bilosafety in Microbiological and Bio-
medical Laboratories™, &§. 9ff. {Tabelle 1)}, Centers for Disease
Contrel and Prevention (U.3.) (Editor), Public Health Service
(U.S.) (Editor), Natlonal Institutes of Health (Editor},
Herausgeber: U.S. Dept. of Health and Human Services; 5, 5th
edition, Revised December 2009 edition (March 15, 2010); ISBN-
10: 0160850428.

Groleau et al., Biotechnol. Lett. 7 {1985): 53-58 untersuchten
die 2,3-Butandiclproduktion aus Glucose in Bacillus polymyxa.
2,3-Butandicl wurde nur so lange produziert, wie das Substrat
Glucose verfligbar war (Abbildungen in Groleau et al.). Darlber
hinaus wurde beobachtet, dass die Sporulation in Bacillus po-
lymyxa {gleichbedeutend mit der GDH-Expression) erst einsetzte,
nachdenm das Glucose Substrat verbraucht war (gleichbedeutend
mit dem Ausklingen der 2,3-Butandiolproduktion). Zusammen mit
der in Fujita et al., J. Bacteriol. 132 (1977): 282-293, offen-
barten Charakterisierung der GDH-Aktivitdt in sporulierenden
Bacillus Stdmmen ergibt sich fir den Fachmann, dass in Stémmen
der Gattung Bacillus die 2,3-Butandiolproduktion unabhdngig von
GDH-Aktivitat erfclgt und daher auch keine Verbesserung der
2,3-Butandiolproduktion in Gegenwart von GDH-Aktivitat zu er-
warten war.

Aufgabe der Erfindung war es, Produkiionsstidmme zur Herstellung
von 2,3-Butandicl bereitzustellen, die deutlich hdhere Z,3-

Butandiolausbeuten ermdglichen als der Ausgangsstamm.

Geldst wurde die Aufgabe durch einen Produktionsstamm der aus
einem Ausgangsstamm herstellbar ist, dadurch gekennzeichnet,
dass der Produktionsstamm unter Bedingungen der 2,3-
Butandiolproduktion eine eine Glucose Dehydrogenase Enzymakti-
vitat aufweist, die im Ausgangsstamm nicht oder nur unter phy-
siologischen Bedingungen die verschieden von den Bedingungen
der 2,3-Butandiolproduktion sind, vorhanden ist.
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Bevorzugt handelt es sich pei der Glucose Dehydrogenase Enzym-
aktivitét um die Enzymaktivit&t einer NAD-, bzw. NADP-
abhangigen Glucose Dehydrogenase (GDH) aus der Enzymklasse EC
1.1.1.47.

In der vorliegenden Erfindung wird unterschieden zwischen einem
Ausgangsstamm und einem Produktionsstamm. Beim Ausgangsstamm
kann es sich um einen nicht weiter optimierten, aber zur 2,3-
Butandiolproduktion bef&higten Wildtypstamm oder einen bereits
weiter optimierten Wildtypstamm handeln. Bel einem bereits wei-
ter cptimierten Wildtypstamm (z.B. durch einen gentechnischen
Eingriff erfolgt), ist jedoch nicht die Glucose Dehydrogenase
Aktivitdt von der Optimierung betroffen.

Unter einem Produktionsstamm ist im Sinne der vorliegenden Er-
findung ein bezlglich der 2,3~Butandiolproduktion optimierter
Ausgangsstamm zu verstehen, der eine Enzymaktivitdt einer NAD-,
bzw. NADP-abhdngigen Gluccse Dehydrogenase (GDH) vorzugsweise
aus der Enzymklasse EC 1.1.1.47 aufweist, die im Ausgangsstamm
entweder nicht oder nur unter speziellen physiclogischen Bedin-
gungen die verschieden von den Bedingungen der 2, 3-
Butandiolproduktion sind, vorhanden ist. Eine derartige Bedin-

gung 1st beilspielisweise die die Sporulation.

Der Produktionsstamm wird vorzugswelse aus dem Ausgangsstanm
hergestellt. Wenn ein bereits optimierter Ausgangsstamm durch
eine Erhdhung der Glucose Dehydrogenase Aktivitadt nochmals ver-
bessert werden soll, so ist es nattrlich ebenso mdglich zu~
nachst in einem unverbesserten Stamm die GDH Aktivitdt zu erho-

hen und anschlieBend weitere Verbesserungen einzubringen.

Die Erhéhung der Glucose Dehydrogenase Aktivitdt im Produkti-
onsstamm kann hervorgerufen sein durch eine beliebige Mutation
im Genom des Ausgangsstammes, z.B. eine Mutaticn, welche die
Expression eines inaktiven GDH-Gens aktiviert oder eine Mutati-
on, die zur konstitutiven Expression eines ansonsten nur unter

spezifischen physiolegischen Bedingungen wie z.B. der Sporula-
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tion exprimierten GDH-Gens fihrt oder durch Expression eines

homologen oder aber auch heterologen GDH~Gens im Ausgangsstamm.

Bevorzugt ist die Expression eines homologen oder eines heterc-
logen GDH-Gens im Ausgangsstamm.

Bevorzugt ist unter einer erhdhten Aktivitidt des GDH Gens eine
um den Faktor 1000 bis 10, besonders bevorzugt um den Faktor
100 bis 10 und insbescndere bevorzugt um den Faktor 10 erhéhte

GDH-Aktivitat gegenliber dem Ausgangsstamm zu verstehen.

Bei dem Ausgangsstamm kann es sich um einen beliebigen 2,3-
Butandiol produzierenden Stamm handeln. Bevorzugt handelt es
sich um einen Stamm der Gattung Klebsiella, Racultella, Bacil-

lus, Paenibacillus oder Lactcobacillus.

Besconders bevorzugt handelt es sich um einen Stamm der Art
Klebgiella {(Raocoultella) terrigena, Klebsiella (Raoultella)
planticeola, Bacillus (Paenibacillus} polymyxa oder Bacillus
licheniformis wobel ein Stamm der Art Kiebsiella (Racultella)
terrigena oder Klebsiella (Raoultella) planticola nochmals be-

vorzugt ist.

Insbesondere bevorzugt handelt es sich um einen Ausgangsstamm
und einen Produktionsstamm eingestuft in der Sicherheitsstufe
S1 und von diesen, dariiber hinaus bevorzugt, Stédmme der Art
Klebsiella (Raocultella) terrigena oder Klebsiella (Raoultella)
planticecla.

In der Enzymklasse der Glucose Dehydrogenasen (GDHs) unter-
scheidet man verschiedene Formen. GDHs, welche unter die Enzym-
klassifizierung EC 1.1.99.17 eingestuft werden, enthalten Pyr-
rolochinolin als Enzym-gebundenen Cofaktor (Oubrie et al., EMBO
J. 18 (1999): 5187-5194) fiur die enzymatische Oxidation von
Glucose. GDHs der Enzymklasse EC 1.1.992.17 sind teilweise Memb-
ranproteine und uUbertragen die aus der Glucosecoxidation gewon-
nenen Elektronen auf Ubichinon.
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GDHs, welche unter die Enzymklassifizierung EC 1.1.1.47 einge-
stuft werden, oxidieren Glucose zu 8-Gluconclacton und reduzie-
ren NAD, bzw. NADP zu NADH, bzw. NADPH. Sie wurden beispiels-
weise beschrieben fiir Stédmme der Gattung Bacillus, wo sie in
Sporen, bzw. sporulilerenden Zellen exprimiert werden {Fujita et
al., J. Bacteriol. 132 (1977): 282-293). Die Enzymstabililitit
isclierter GDH-Enzyme wurde als sehr gering beschrieben und Mu-
tanten mit erhdhter Stabilitdt isoliert. Ein Beispiel fir eine
GDH aus B. subtilis mit erhdhter chemischer Stabilitit ist of-
fenbart in DE102004059376.

Wie in den Beispielen der vorliegenden Anmeldung gezeigt, ist
eine (Uber)Expression der GDH dazu geeignet, die 2,3-
Butandiolaushbeute (bestimmt als Volumenausbeute 2,3-Butandiol
in g/1) in Schittelkolben um mehr als 25 %, bevorzugt mehr als
50 % und insbesondere um mehr als 100 % (siehe 4. Beispilel) und
in der Fermentation um mehr als 35 %, bevorzugt mehr als 45 %

und insbesondere beverzugt um mehr als 60 % zu steigern.

Bei der GDH handelt es sich vorzugsweise um ein Enzym der En-—
zymklasse EC 1.1.1.47. Es kann sich um jedes genkodierte Enzym
handeln, das Glucose oxidiert und dabei NAD, bzw. NADP zu NADH,
bzw. NADPH reduziert.

In einer bevorzugten Ausfihrung stammt das Gen der GDH aus ei-
nem Bakterium der Gattung Bacillus. Besonders bevorzugt stammt

das Gen der GDH aus einem Bakterium der Art Bacillus subtilis.

Insbesondere bevorzugt ist das Gen einer GDH Mutante der Art
Bacilliusg subtilis mit verbesserter chemischer Stabilitéat wie z.
B. in DE102004059376 offenbart.

Der erfindungsgemife Stamm enth&lt die Enzymaktivitidt einer
GDH, bevorzugt einer durch rekombinante Expression einer NAD-,
bzw. NADP~abhé&ngigen GDH (EC 1.1.1.47) erhaltenen GDH, die es
in unerwarteter Weise ermdglicht, die Ausbeute an 2,3-Butandiol
signifikant zu stelgern. GDH oxidiert Glucose zu Gluconsdure
und reduziert NAD, bzw. NADP zu NADH, bzw. NADPH. Das GDH Enzym
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kann daher prinzipiell den energetischen Haushalt der Zelle
verandern, indem sie zu einer verstérkten Regenerierung von
NADH und NADPH Cofaktoren beitrdgt. Das Ausmal dieser Reaktion
ist jedoch von der intrazelluldren Verfiigbarkeit an freier Glu-
cose abhingig. Es ist bekannt, dass Bakterien Glucose fast aus-
schlieBlich tber das sog. PT8-System als Glucose-6-Phosopht im-
portieren, wo es direkt filir die Glykolyse zur Verfiigung steht.
Glucose-6~Phosphat ist jedoch kein Substrat der GDH und es war
zu erwarten, dass der intrazelluldre Spiegel an freier Glucose
sehr gering ist. Ein positiver Einfluss einer im Produktions-—
stamm rekombinant hergestellten GDH auf die 2,3-BDL Produktion

war somit fliir den Fachmann nicht zu erwarten.

Der erfindungsgemife Stamm ermdglicht neben der Steigerung der
2,3-Butandicl Produkiion auch die Steigerung der Ausbeute ande-
rer fermentativ hergestellter Produkte, darunter Acetolactat,
Acetoin, Diacetyl, Ethanol, Essigsiure, aber auch Pyruvat,
Lactat (Milchsaure), 1,2-Propandiol, 1,3~Propandiol sowie 1,4-
Butandiocl, 1-Butanol und z2-Butanol.

Ein erfindungsgemidber Produktionsstamm ist in einer bevorzugten
Ausfiihrungsform auch dadurch charakterisiert, dass er aus einemn
Ausgangsstamm, wie in der Anmeldung definiert, hergestellt wur-
de und eine GDH in rekombinanter Form produziert mit der Folge,
dass seine 2,3-BDL Produkiion {(Volumenproduktion ausgedriickt in
g/l 2,3~BDL) gegeniiber dem nicht gentechnisch optimierten Aus-
gangsstamm um mindestens 30 %, bevorzugt 45 %, besonders bevor-
zugt 60 % und insbesondere bevorzugt um 100 % gesteigert wird,
wobei die 2,3-BDL Ausbeute des Ausgangsstammes mindestens 80
g/l betragt.

Der erfindungsgem&Be Produktionsstamm wird vorzugswelse herge-
gtellt durch Einbringen eines Genkonstruktes in einen der ge-
nannten Ausgangsstdmme.

Das Genkonstrukt in seiner einfachsten Form ist definiert als
bestehend aus dem GDH-Strukturgen, dem, operativ verbunden, ein

Promotor vorgeschaltet ist. Gegebenenfalls kann das Genkon-
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strukt auch einen Terminator umfassen, der dem GDH-Strukturgen
nachgeschaltet ist. Dabei ist die Funktion des Promotors defi-
niert als ein genetisches Element, das die Transkription des
GDH-Gens im Wirtsorganismus bewirkt. Die Funktion des Termina-
tors ist definiert als ein genetisches Element, das die Tran-
skription des GDH-Gens im Wirtsorganismus stoppt. Bevorzugt ist
ein starker Promotor, der zu einer starken Transkription fihrt.
Unter den starken Promotoren bevorzugt ist der sog. dem Fach-
mann geldufige Tac-Promotor.

Das Genkonstrukt kann in an sich bekannter Weise in Form eines
autonom replizierenden Plasmids vorliegen, wobei die Kopienzahl
des Plasmids variieren kann. Dem Fachmann ist eine Vielzahl von
Plasmiden bekannt, die abhéngig von ihrer genetischen Struktur
in einem gegebenen Produktionsstamm in autonomer Form replizie-

ren kdnnen.

Das Genkonstrukt kann jedoch auch im Genom des Produktionsstam-—
mes integriert sein, wobel jeder Genort entlang des Genoms als
Integrationsort geelgnet ist.

Das Genkonstrukt, entweder in Plasmidform oder mit dem Ziel der
genomischen Integration, wird in an sich bekannter Weise durch
genetische Transformation in den Produktionsstamm eingebracht.
Verschiedene Methoden der genetischen Transformation sind dem
Fachmann bekannt (Aune and Aachmann, Appl. Microbiol. Biotech-
nol. (2010) 85: 1301 - 1313}, darunter beispielsweise die
Elektroporation.

Zur Selektion transformierter Produktionsstémme enthialt das
Genkonstrukt, ebenfalls in bekannter Weise, einen sog. Selekti-
onsmarker zur Auswahl von Transformanten mit dem gewilnschten
Genkonstrukt. Bekannte Selektionsmarker sind ausgewidhlt aus
sog. Antibiotika-Resistenzmarkern oder aus den eine Auxotrophie
komplementierenden Selektionsmarkern.

Bevorzugt sind Antibiotika-Resistenzmarker, besonders bevorzugt

solche, die Resistenz gegen Antibiotika ausgewdhlt aus Ampicil-
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lin, Tetracyclin, Kanamycin, Chlorampheniccl oder Zeocin ver-
leihen.

Fin erfindungsgemdBer Produktionsstamm enthilt somit in einer
bevorzugten Ausfihrungsform das Genkonstrukt, entweder in Plas-
midform oder in das Genom integriert und produziert ein GDH~-
Enzym, vorzugsweise eine GDH aus der Enzymklasse EC 1.1.1.47,
in rekombinanter Form. Das rekombinante GDH-Enzym ist in der
Lage, Glucose zu oxidieren und NAD, bzw. NADP zu NADH, bzw.
NADPH zu reduzieren. Nun wurde iiberraschend gefunden, dass in-
folge der rekombinanten Expression des GDH-Enzyms im Produkti-
onsstamm die 2,3-Butandiol Ausbeute gegeniiber dem Ausgangs-—
stamm, der das GDH-BEnzym nicht exprimiert, in signifikanter
Weise gesteigert werden kann.

Beim Ausgangsstamm kann es sich um einen nicht weiter optimier-
ten Wildtypstamm handeln. Der Ausgangsstamm kann jedoch bereits
vorher optimiert worden sein, bzw. als erfindungsgeméfier GDH-
produzierender Produktionsstamm weiliter optimiert werden. Die
von der Erfindung umfasste Optimierung des Produktionsstammes
kann einerseits durch Mutagenese und Selektion von Mutanten mit
verbesserten Produktionseigenschaften erfolgen. Die Optimierung
kann jedoch auch gentechnisch erfolgen durch zusatzliche Ex-
pression eines oder mehrerer Gene, die zur Verbesserung der
Produkticonseigenschaften geeignet sind. Beispiele solcher Gene
sind die bereits genannten 2, 3~Butandiol Biosynthesegene Aceto-
lactatsynthase, Acetoclactatdecarboxylase und Acetoinreduktase.
Diese Gene k&nnen in an sich bekannter Weise als jewells eigene
Genkonstrukte oder aber auch kombinilert als eine Expressions-
einheit {als sog. Operon) im Produktionsstamm exprimiert wer-
den. So ist beispielsweise bekannt, dass in Klebsiella terrige-
na alle drei Biosynthesegene des Z,3-Butandiols (sog. BUD-
Operon, Blomgvist et al., J. Bacteriol. (1993) 175: 13%2 -
1404), bzw. in Stammen der Gattung Bacillus die Gene der Aceto-
lactatsynthase und der Acetolactatdecarboxylase in einem Operon
organisiert sind {Renna et al;, J. Bacteriol (1993) 175: 3863 -
3875) .
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Weiterhin kann der Produktionsstamm dadurch optimiert werden,
dass ein oder mehrere Gene inaktiviert werden, deren Genproduk-
te sich negativ auf die 2,3~Butandicl Produktion auswirken.
Beispiele daflir sind Gene, deren Genprodukte fir die Nebenpro-
duktbildung verantwortlich sind. Dazu z&hlen z. B. die Lactat-
dehydrogenase {Milchsidurebildung), die Acetaldehyddehydrogenase
(Ethanolbildung) coder aber auch die Phosphotransacetylase, bzw.
die Acetatkinase (RAcetatbildung).

Weiterhin umfasst die Erfindung ein Verfahren zur Produktion
von 2,3-Butandiol mit Hilfe eines erfindungsgemélen Produkti-~

onsstammes.

Das Verfahren ist dadurch gekennzeichnet, dass Zellen eines er-
findungsgemaBen, GDH-produzierenden Produktionsstammes in einem
Anzuchtmedium kultiviert werden. Dabei wird einerseits Biomasse
des Produktionsstammes und andererseits das Produkt 2,3-BDL ge-
bildet. Die Bildung von Biomasse und 2,3-BDL kann dabei zeit-
lich korrelieren coder aber zeitlich voneinander entkoppelt er-
folgen. Die Anzucht erfolgt in einer dem Fachmann gelaufigen
Weise. Dazu kann die Anzucht in Schiittelkolben (Labormalstab)
erfolgen oder aber auch durch Fermentation (Produktionsmalb-
stab) .

Bevorzugt ist ein Verfahren im ProduktionsmaRstab durch Fermen-
tation, wobel als ProduktionsmaBstab ein Fermentationsvolumen
grdBer 10 1 besonders bevorzugt und ein Fermentationsvolumen
grober 300 1 insbesondere bevorzugt ist.

Anzuchtmedien sind dem Fachmann aus der Praxis der mikrobiellen
Kultivierung gel&ufig. Sie bestehen typischerweise aus einer
Kohlenstoffquelle (C-Quelle), einer Stickstoffquelle (N-Quelle)
sowle Zusdtrzen wie Vitaminen, Salzen und Spurenelementen, durch
die das Zellwachstum und die 2,3-BDL Produktbildung optimiert
werden. C-Quellen sind solche, die vom Produktionsstamm zur
2,3-BDL Produktbildung geniitzt werden kodnnen. Dazu gehtren alle

Formen von Monosacchariden, umfassend Céo~Zucker wie z. B. Glu-
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cose, Mannose oder Fructose sowie C5-Zucker wie z.B. Xylose,

Arabinose, Ribose coder Galactose.

Das erfindungsgemibe Produktionsverfahren umfasst jedoch auch
alle C-Quellen in Form von Disacchariden, insbesondere Saccha-

rose, Lactose, Maltose oder Cellobiose.

Das erfindungsgemile Produktionsverfahren umfasst weiterhin
auch alle C-Quellen in Form hoherer Saccharide, Glycoside oder
Kohlehydrate mit mehr als zwel Zuckereinheiten wie z. B. Malto-
dextrin, Stiarke, Cellulose, Hemicellulose, Pektin bzw. daraus
durch Hydrolyse (enzymatisch oder chemisch) freigesetzte Mono-
mere oder Oligomere. Dabei kann die Hydreclyse der héheren C-
Quellen dem erfindungsgemdBen Produktionsverfahren vorgeschal-
tet sein oder aber in situ wdhrend des erfindungsgemében Pro-
duktionsverfahrens erfclgen.

Andere verwertbare, von Zuckern oder Kohlehydraten verschiedene
C-Quellen sind Essigsdure (bzw. davon abgeleitete Acetatsalze),
Ethanol, Glycerin, Zitronensiure (sowie deren Salze), Milchsiu-
re (sowie deren Salze) oder Pyruvat (und dessen Salze}. Es sind
aber auch gasfdrmige C-Quellen wie Kohlendioxid cder Kohlenmo-

noxid denkbar.

Die vom erfindungsgemsdfen Produkticnsverfahren betroffenen C-
Quellen umfassen sowohl die isolierten Reinsubstanzen oder aber
auch, zur Erhohung der Wirtschaftlichkeit, nicht weiter aufge-
reinigte Gemische der einzelnen C-Quellen, wie sie als Hydroly-
sate durch chemischen oder enzymatischen Aufschluss der pflanz-
lichen Rohstoffe gewonnen werden k&nnen. Dazu gehdren z. B.
Hydrolysate der Stédrke (Monosaccharid Glucose), der Zuckerriibe
(Monosaccharide Glucose, Fructose und Arabinose), des Zucker-
rohrs (Disaccharid Saccharose), des Pektins (Monosaccharid Ga-
lacturonsiure) oder auch der Lignozellulose (Moncsaccharid Glu~
cose aus Cellulose, Monosaccharide Xylose, Arabinose, Mannose,
Galactose aus Hemicellulose sowie das nicht zu den Kohlehydra-

ten gehérende Lignin). Welterhin kénnen als C-Quellen auch Ab-
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fallprodukte aus dem Aufschluss pflanzlicher Rohstoffe dienen,

so z. B. Melasse (Zuckerribe) oder Bagasse (Zuckerrohr).

Bevorzugte C-Quellen zur Anzucht der Produktionsstédmme sind
Glucose, Fructose, Saccharose, Mannose, Xylose, Arabinose sowie
pfianzliche Hydrolysate, die aus Stédrke, Lignozellulose, Zu-

ckerrohr oder Zuckerribe gewonnen werden kdnnen.

Besonders bevorzugte C-Quelle ist Glucose, entweder in isolier-
ter Form oder als Bestandteil eines pflanzlichen Hydrolysats.

N-Quellen sind solche, die vom Produktionsstamm zur Biomasse-
bildung genltzt werden kdnnen. Dazu gehéren Ammoniak, gasfdrmig
oder in wéssrilger Losung als NH4OH oder aber auch dessen Salze
wie z. B. Ammoniumsulfat, Ammconiumchlorid, Ammoniumphosphat,
Ammoniumacetat oder Ammoniumnitrat. Des Weiteren sind als N-
Quelle geeignet die bekannten Nitratsalze wie z. B. KNOj3, NaNOs,
Ammoniumnitrat, Ca(NOz)z, Mg(NO;3); sowie andere N-Quellen wie
z.B. Harnstoff. Zu den N-Quellen geh&ren auch komplexe Amino-
sduregemische wie z.B. Hefeextrakt, Proteose Pepton, Malzex-
trakt, Sojapepton, Casaminos&uren, Maisquellwasser (Corn Steep
Liguor, flissig oder aber auch getrocknet als sog. CSD) sowie
auch NZ-Amine und Yeast Nitrogen Base.

Die Anzucht kann erfolgen im sog. Batch Modus, wobei das An-
zuchtmedium mit einer Starterkultur des Produktionsstammes in-
okuliert wird und dann das Zellwachstum chne weitere Fitterung
von Nahrstoffguellen erfolgt.

Die Anzucht kann auch erfolgen im sog. Fed-Batch Modus, wobel
nach einer anfinglichen Phase des Wachstums im Batch Modus zu-
sdtzlich Nahrstoffquellen zugeflittert werden (Feed), um deren
Verbrauch auszugleichen. Der Feed kann bestehen aus der C-
Quelle, der N-Quelle, einem oder mehreren fiir die Produktion
wichtigen Vitaminen, bzw. Spurenelementen oder aus einer Kombi-
nation der vorgenannten. Dabei konnen die Feedkomponenten zu-
sammen als Gemisch oder aber auch getrennt in einzelnen

Feedstrecken zudosiert werden. Zusatzlich kdnnen auch andere
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Medienbestandteile sowie spezifisch die 2,3-BDL Produktion
steigernde Zusdtze dem Feed zugesetzt sein. Der Feed kann dabei
kontinuierlich oder in Portionen (diskontinuierlich) zugefihrt
werden oder aber auch in Kombination aus kontinuierlichem und
diskontinuierlichem Feed. Bevorzugt ist die Anzucht nach dem
Fed-RBatch Modus,

Bevorzugte C-Quellen im Feed sind Glucose, Saccharose, Melasse,
oder pflanzliche Hydrolysate, die aus Stédrke, Lignozellulose,

Zuckerrohr oder Zuckerribe gewonnen werden konnen.

Bevorzugte N-Quellen im Feed sind Ammoniak, gasfdrmig oder in
wadssriger Losung als NHsOH und dessen Salze Ammoniumsulfat, Am-
moniumphosphat, Ammoniumacetat und Ammoniumchlorid, weilterhin
Harnstoff, KNO;, NaNO; und Ammoniumnitrat, Hefeextrakt, Proteose
Pepteon, Malzextrakt, Sojapepton, Casaminosduren, Maisquellwas-
ser {Corn Steep Liguor) sowle auch NZ-Amine und Yeast Nitrogen
Base.

Besonders bevorzugte N-Quellen im Feed sind Ammoniak, bzw. Am-
moniumsalze, Harnstoff, Hefeextrakt, Soiapepton, Malzextrakt

oder Corn Steep liguor (flissig oder in getrockneter Form).

Die Anzucht erfolgt unter pH- und Temperaturbedingungen, welche
das Wachstum und die 2,3-BDL Produktion des Produktionsstammes
begiinstigen. Der nUtzliche pH-Bereich reicht von pH 5 bis pH 8.
Bevorzugt ist ein pH~Bereich von pH 5,5 bis pH 7,5. Besonders

bevorzugt ist ein pH-Bereich wvon pH 6,0 bis pH 7.

Der hevorzugte Temperaturbereich fir das Wachstum des Produkti-
onsstammes betrigt 20°C bis 40°C. Besonders bevorzugt ist der
Temperaturbereich von 25°C bis 35°C.

Das Wachstum des Produktionsstammes kann fakultativ ohne Sauer-
stoffzufuhr erfolgen (anaerobe Kultivierung) oder aber auch mit
Saverstoffzufuhr (aerobe Kultivierung). Beveorzught ist die aero-
be Kultivierung mit Sauerstoff, wobel die Sauerstoffversorgung

durch Eintrag von Pressluft oder reinem Sauerstoff gewdhrleis-
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tet wird. Besonders bevorzugt ist die aerobe Kultivierung durch
Eintrag von Pressluft.

Die Kultivierungsdauer zur 2,3-BDL Produktion betridgt zwischen
10 h und 200 h. Bevorzugt ist eine Kultivierungsdauer von 20 h
bis 120 h. Besonders bevorzugt ist eine Kultivierungsdauer von
30 h bis 100 h.

Kultivierungsansdtze, die durch das oben beschriebene Verfahren
gewonnen werden, enthalten das 2,3-BDI Produkt, vorzugswelse im
Kulturiberstand. Das in den Kultivierungsansdtzen enthaltene
2,3-BDL Produkt kann entweder ohne weitere Aufarbeitung direkt
welterverwendet werden oder aber aus dem Kultivierungsansatz
isoliert werden. Zur Isolierung des 2,3-BDL Produkis stehen an
sich bekannte Verfahrensschritte zur Verfligung, darunter Zent-
rifugation, Dekantierung, Filtration, Extraktion, Destillation
oder Kristallisation, bzw. Fallung. Diese Verfahrensschritte
kénnen dabei in jeder beliebiger Form kombiniert werden, um das
2,3-BDL Produkt in der gewilinschten Reinheit zu iscolieren. Der
dabel zu erzielende Reinheitsgrad ist abhidngig von der weiteren
Verwendung des 2, 3-BDL Produkts.

Verschiedene analytische Methoden zur Identifizierung, Quanti-
fizierung und Bestimmung des Reinheitsgrades des 2,3-BDL Pro-
duktes sind verfigbar, darunter NMR, Gaschromatographie, HPLC,
Massenspektroskopie oder auch eine Kombination aus diesen Ana-
lysemethoden.

Die Figuren zeigen die in den Beispielen genannten Plasmide.
Fig. 1 zeigt den in Beispiel 1 hergestellten 4,1 kb groben GDH
Expessionsvektor pGDBS-EY96Atet (+).

Fig. 2 zeigi den in Beispiel 1 verwendeten 2,9 kb grofen Expes-
sionsvektor pKKj.

Fig. 3 zeigt den in Beispiel 1 hergestellten 3,3 kb groBen Ex-
pessionsvektor pKKj-tet.

Die Erfindung wird durch die folgenden Beispiele weiter erlau-
tert:
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1. Beispiel:
Herstellung des GDH~Expressionsvektors pGDBS-E96Atet (+)

Verwendet wurde das mutierte GDH-Gen aus B. subtilis mit der
Bezelichnung GDBS-E%6A, wie in DE102004058376 offenbart. GDBS5-
£96A wurde in einer PCR-Reaktion (Tag DNS-Polymerase, Qiagen)
aus dem in DE102004059376 cffenbarten Plasmid pGDBS-ES6Ayexl
mit den Primern gdbslf und gdbsZr als DNS-Fragment veon 0,8 kb

Grofe iscoliert.

Primer gdbslf (SEQ ID NO: 1) und gdbs2r (SEQ ID NO: 2) hatten
folgende DNS-Sequenzen:

SEQ ID NO: 1:
5/ ~GCA GAA TTC ATG TAT CCG GAT TTA ARA GG-3°

SEQ ID NO: 2Z:
5/ ~CAC CTG CAG TTA ACC GCG GCC TGC CTG GAA TG-31

Das PCR-Produkt wurde mit Eco RI {in Primer gdbsl enthalten)
und Pst I (in Primer gdbs2r enthalten) nachverdaut und in den
Expressionsvektor pKKj~tet kloniert. Dabei entstand der 4,1 kb
groBe GDH-Expessionsvektor pGDBS-ES96Atet (+) (Abb. 1).

Expressionsvektor pKKj-tet:

pKKi-tet ist ein Derivat des Expressionsvektors pKKj (Abb. 2).
Der Expressionsvektor pKKj ist ein Derivat des Expressionsvek-
tors pKK223-3, Die DNS-Sequenz von pKK223-3 ist offenbart in
der ,GenBank" Gendatenbank unter der Zugriffnummer M77749.1.
Aus dem 4,6 kb Plasmid wurden ca. 1,7 kb entfernt (bp 262 -
1947 der in M77749.1 offenbarten DNS-Sequenz), wodurch der 2,9
kb Expressionsvektor pKK] entstand.

Aus pKKj wurde das Ampicillin Resistenzgen als 1 kb Fragment
durch Verdau mit Bsp HI entfernt. In das verbliebene 1,9 kb
Vektorfragment wurde das Tetracyclin Resistenzgen als 1,45 kb

Fragment kloniert.
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Das Tetracyclin Resistenzgen war vorher aus dem Plasmid
PACYC184 durch PCR (Tag DNS Pclymerase, Qiagen) mit den Primern
tet3f und tetdr und anschlieBendem Verdau mit Nco I (Schnitt-
stellen enthalten in den Primern tet3f und tetdr) iscliert wor-
den. Die DNS-Sequenz von pACYC184 ist zugénglich in der ,Gen-
bank™ Gendatenbank unter der Zugangnummer X06403.1. Es entstand
der 3,3 kb groBe Expressionsvektor pKKj-tet (Abb.

3) .

Primer tet3f (SEQ ID NC: 3} und tetdr (SEQ ID NO: 4) hatten
folgende DNS-Sequenzen:

SEQ ID NO: 3:
5" -CCA TGG CAG TGC AAT TTA TCT CTT C-310

SEQ ID NO: 4:
57 -CCA TGG GCC AAG GGT TGG TTT GCG CAT TC-3f

2. Beispiel:

Expressionsanalyse in E. ccli

Plasmid-DNS des Expressionsvektors pGDBS-E96Atet (+) wurde nach
an sich bekannten Methoden in den E. coli Stamm JM105 transfor-
miert. Als Kontrolle diente E. coli JM105, mit dem pKKi-tet
Leervektor transformiert. Jewelils ein Klon wurde ausgewdhlt und
in einer Schittelkolbenanzucht kultiviert. Von den E. coli-
Stadmmen wurde in LBtet-Medium (10 g/l Trypton, 5 g/l Hefeex~
trakt, 5 g/1 NacCl, 15 pg/ml Tetracyclin) eine Vorkultur herge-
stellt (Anzucht bei 37°C und 120 rpm iliber Nacht). Je 2 ml Vor-
kultur wurden als Inokulum einer Hauptkultur wvon 100 ml LBtet
Medium (300 ml Erlenmeyerkolben) verwendet. Die Hauptkulturen
wurden bei 30°C und 180 rpm geschiittelt, bis eine Zelldichte
ODggo von 2,0 erreicht wurde. Dann wurde der Induktor IPTG
(Isopropyl-BR-thiogalactosid, 0,4 mM Endkonzentration) zugegeben
und Uber Nacht bei 30°C und 180 rpm geschiittelt.
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Zur Analyse der GDH-Produktion wurden 50 ml der E. coli Zellen
zentrifugiert (10 min 15000 rpm, Sorvall S$S534 Rotor), das Zell-
pellet in 2 ml KPi-Puffer (0,1 M Kaliumphosphat, pH 7,0, 0,1 M
NaCl) aufgenommen, in an sich bekannter Weise mit elnem sog.
+French®Press™ Hochdruckhomogenisator (SLM-AMINCO) aufgeschlos-
sen und ein Zellextrakt durch Zentrifugation (15 min 15000 rpm,
Scorvall 8834 Rotor) iscliert. Aliquots der Zellextrakte wurden
zur spektralphotometrischen Bestimmung der GDH-Aktivitdt ver-
wendet. Wadhrend im Kontrollstamm keine GDH-Aktivitdt gemessen
werden konnte, betrug die spezifische GDH-Aktivitat in Zellex-
trakten 4,9 U/mg Protein.

Spektralphotometrische Bestimmung der GDH-Aktivitidt:

Der Messansatz von 1 ml Volumen zur photometrischen Bestimmung
der GDH-Aktivitdt war zusammengesetzt aus Messpuffer (0,1 M Ka-
liumphosphat, pH 7,0, 6,1 M NaCl), 10 mg/ml Glucose, 2 mM NAD
und GDH-haltigem Zellextrakt. Messtemperatur war 25°C. Die Re-
akticon wurde gestartet durch Zugabe der Glucose (aus einer 40-
fach konzentrierten Stammldsung) und die Extinktionszunahme in-
folge der Bildung von NADH bei einer Wellenldnge von 340 nm ge-
messen (Extinktionskoeffizient von NADH: € = 0,63 x 10% 1 % Mol™
Y% em™). Ein Unit GDH-Aktivitit ist definiert als die Bildung
von 1 pmol NADH/min unter Testbedingungen.

Zur Bestimmung der spezifischen Aktivitit wurde die Proteinkon-
zentration der Zellextrakte in an sich bekannter Weise mit dem

50g. ,BioRad Proteinassay“ der Fa. BioRad bestimmt.

3. Beispiel:

Expression von GDH in Klebsiella terrigena

Ausgangsstamm war Klebsiella terrigena DSM 2687 (synonyme
Stammbezeichnung Raoultella terrigena DSM 2697). Der Stamm
Klebsiella (Racultella} terrigena DSM 2687 ist kauflich erhadlt-
lich bel der DSMZ Deutsche Sammlung wvon Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH. Die Transformation mit dem Plasmid pGDBS-
E36Atet {+) erfolgte in an sich bekannter Weise analog der dem

Fachmann geldufigen Methoden zur Transformation von E. coli.
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Als Kontrollstamm wurde Klebsiella terrigena, mit dem pKKj-tet
Vektor transformiert, verwendet.

Transformanten wurden isoliert und durch Schilittelkolbenanzucht
auf GDH-Aktivitdt getestet. Dazu wurden Jjewells 50 ml FMZtet-~
Medium mit einer Transformante beimpft und 24 h bei 30°C und
140 rpm (Infors Schiittler) inkubiert.

FMZtet Medium enthielt Glucose 60 g/l; 10 g/l; Hefeextrakt
(Oxoid) 2,5 g/l; Ammoniumsulfat 5 g/1l; NaCl 0,5 g/l; FeS0s x 7
HzO 75 mg/l; NasCitrat x 2 HpO0 1 g/l; CaCl, x 2 Hx0 14,7 ng/l;
MgSQy x 7 Hp0 0,3 g/l:; KHPOs 1,5 g/l; Spurenelementemix 10 ml/1
und Tetracyclin 15 mg/l. Der pH des FMZ2tet Mediums wurde vor
Beginn der Anzucht auf 6,0 eingestellt.

Der Spurenelementemix hatte die Zusammensetzung HiBC; 2,5 g/l1;
CoClz; ®x 6 Hp0 0,7 g/l; CuS04 x 5 Hp0 0,25 g/1; MnCly, x 4 HO 1,6
g/1l; 4nS0s x 7 Hp0 0,3 g/l und NayMoOs x 2 H0 0,15 g/1.

Die Zellen wurden, wie im 2. Beispiel fir E. coli beschrieben,
analysiert. Klebsiella Zellen wurden mit der ,French®Press™
aufgeschlossen und die Zellextrakte auf GDH-Aktivitidt unter-
sucht. Die spezifische GDH-Aktivitdt in Rohextrakten (bestimmt
wie im 2. Beispiel beschrieben) betrug zwischen 0,% und 1,6
U/mg Protein. Im Klebsiella terrigena Kontrollstamm konnte kei-

ne GDH-Aktivitidt gemessen werden.

4. Beispiel:
2,3-BDL~Produktion durch Schiittelkolbenanzucht rekombinanter K.

terrigena Stamme

Die Kultivierung der mit dem Plasmid pGDBS~E96Atet transfor-
mierten K. terrigena Stédmme erfolgte wie im 3. Beispiel be-
schrieben. Als Kontrollstamm wurde Klebsiella terrigena, mit
dem pKKi-tet Vektor transformiert (Kontrcollstamm aus dem 3.
Beispiel), verwendet. Die Kultivierungsdauer betrug jedoch 96
h. Dabei wurde die Glucosekonzentration in Absténden von 24 h
bestimmt (Glucoseanalysator 7100MBS der Fa. ¥YSI) und Glucose



10

15

20

25

30

WO 2012/104233 PCT/EP2012/051406
20

bei Bedarf aus einer 40 % {(w/v) Stockldsung nachgefiittert. In
Abstédnden von 48 h wurden Proben auf ihren 2,3-BDL Gehalt un-
tersucht. Das Ergebnis der 2,3-BDL Produktion ist in Tabelle 1
dargestellt.

Tabelle 1: BDL-Produktion in Klebsiella terrigena Transforman-

ten

K. t. K. t. GDBS- K. t. GDBS- K. t. GDBS- K. t. GDBS-
WT- E96A E96A E96A E96A
PKKF ~ #1 #2 #3 #4
tet

zeit| 2,3 BDL 2,3 BDL 2,3 BDL 2,3 BDL 2,3 BDL

{h) (g/1) (g/1) (g/1} (g/1) (g/1)

48 27,3 35,8 36,5 34,9 34,8

96 24,4 56,1 57,3 57,0 57,6

Wie in Tabelle 1 dargestellt, resultierte die Expression des
GDH~Gens in Klebsiella terrigena in einer unerwartet hohen
Steigerung der 2,3-BDL Produktion in der Schiittelkolbenanzucht

oe

um ca. 1900

Die Bestimmung des 2,3~Butandiolgehalts in Kulturiiberstéanden
erfolgte in an sich bekannter Weise durch 'H~NMR. Dazu wurde
ein Aligquct der Anzucht zentrifugiert (10 min 5000 rpm, Eppen-
dorf Labofuge) und 0,1 ml des Kulturliberstandes mit 0,6 ml TSP
(3-(Trimethylsilyl)propions&ure-2,2,3,3~-dy Natriumsalz} Stan-
dardldsung definierten Gehalts (interner Standard, typischer-
welse 5 g/l) in D0 gemischt. Die 1H-NMR Analyse incl. Peak In-
tegration erfolgte entsprechend dem Stand der Technik mit einem
Avance 500 NMR~-Gerat der Fa. Bruker. Zur quantitativen Analyse

wurden die NMR-Signale der Analyten in folgenden Bereichen in-

tegriert:

TSP: 0,140 - 0,145 ppm {9%H)
2,3-Butandiol: 1,155 - 1,110 ppm {6H)
Ethanol: 1,205 - 1,157 ppm (3H)
Essigsdure: 2,000 - 1,965 ppm (3H}
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Acetoin: 2,238 - 2,200 ppm (3H)

5. Beispiel:
2,3-BDL Produktion mit GDH-exprimierenden K. terrigena Stidmmen
durch Fed-Batch Fermentation

Verwendet wurden ,Labfors IIY“ Fermenter der Fa. Infors. Das Ar-
beitsvolumen betrug 1,5 1 (3 1 Fermentervolumen). Die Fermenter
waren entsprechend dem Stand der Technik mit Elektroden zur
Messung des p02 und des pH sowie mit einer Schaumsonde ausge-
riistet, welche bei Bedarf die Zudosierung einer Antischaumléo-
sung regulierte. Die Werte der Messsonden wurden {iber ein Com-
puterprogramm aufgezeichnet und graphisch dargestellt. Die Fer-
mentationsparameter Rihrerdrehzahl (rpm), Beliiftung (Versorgung
mit Pressluft in vvm, Volumen Pressluft pro Volumen Fermentati-
onsmedium pro Minute), p0O; (Sauverstoffpartialdruck, auf einen
Anfangswert von 100 % kalibrierter relativer Sauerstoffgehalt},
pH und Fermentationstemperatur wurden {ber ein vom Fermenter-
hersteller bereitgestelltes Computerprogramm gesteuert und auf-
gezeichnet. Feed Medium (74 % Glucose, w/v) wurde entsprechend
dem Glucoseverbrauch iiber eine peristaltische Pumpe zudosiert,
Zur Kontrolle der Schaumbildung wurde ein alkoxylierter Fett-
sdureester auf vegetablilischer Basis, kduflich erhdltlich unter
der Bezeichnung Struktol® J673 bei Schill & Seilacher (20-25 %
v/v in Wasser verdinnt), verwendet.

In der Fermentation eingesetzte Stdmme waren der Klebsiella
Wildtyp Stamm, transformiert mit dem Vektor pKEj-tet (Kon-
trollstamm aus dem 3. Beispiel) und der GDH-produzierende Stamm
K. t. GDBS-E%6A#3 (siehe 4. Beispilel). Batch-

Fermentationsmedium war FMZtet Medium (siehe 3. Beispiel).

1,35 1 des Mediums wurden mit 150 ml Vorkultur beimpft. Die
Vorkultur der zu fermentierenden Stdmme wurde durch Z4 h Schit-
telkolbenanzucht in Batch-Fermentationsmedium hergestellt. Die
Fermentationsbedingungen waren: Temperatur 30°C, Rihrerdrehzahl
1000 rpm, Beliftung mit 1 vvm, pH 6,0.
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In regelmabigen Abstéinden wurden dem Fermenter Proben entnommen

zur Analyse folgender Parameter:

Die Zelldichte ODgge als MaB der gebildeten Biomasse wurde pho-
tometrisch beil 600 nm bestimmt (BioRad Photometer SmartSpec™
3000) .

Zur Bestimmung der Trockenbiomasse wurden je Messpunkt in einer
Dreifachbestimmung je 1 ml Fermentationsansatz zentrifugilert,
das Zellpellet mit Wasser gewaschen und bei 80°C zur Gewichts-
konstanz getrocknet.

Der Glucosegehalt wurde bestimmt wie im 4. Beispiel beschrie-
ben.

Der 2,3-BDL-Gehalt wurde durch NMR bestimmt wie im 4. Beispiel
beschrieben.

Nachdem die im Batchmedium vorgelegte Glucose verbraucht war,
wurde liber eine Pumpe (peristaltische Pumpe 101 U/R der Fa.
Watson Marlow) eine 74 % (w/v) Glucoseldsung zugefiittert. Die
Fiitterungsgeschwindigkeit wurde dabei von der aktuellen Glucose
Verbrauchsrate bestimmt.

Tabelle 2 zeigt die zeitabhingige 2,3-BDL-Bildung im K. terri-
gena Kontrollstamm und in dem GDH-produzierenden Stamm Klebs-—
iella terrigena K. t. GDBS-EY0A#3.

Wie bereits in den Schiittelkolbenexperimenten becbachtet (Bei-
spiel 4), flihrt die Expression des GDH-Enzyms zu einer signifi-
kanten Steigerung der 2,3-Butandiolproduktion um ca. 48 %, be-

zogen auf die Maximalausbeute bei 72 h Fermentationsdauer.
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Tabelle 2
Produktion von 2,3-BDL in K. terrigena Stammen durch Fed-Batch
Fermentation
K. terrigena WI K. t. GDBS-ESGA#3

Zelt 2,3 BDL Zz,3 BDL

(h) (g/1) (g/1)

23 47,0 68,9

27 61,8 85,3

31 71,3 93,5

477 83,8 106,6

51 86,6 121,4

55 85,3 126,8

71 87,7 129,9

6. Belspiel:

2,3-BDL Fermentation im 330 1 MaBstab

Fermentiert wurde der Stamm Klebsiella terrigena pGDBS-E96A#3

{(siehe 4. und

5. Belspiel).

Herstellung eines Inckulums flr den Vorfermenter: Ein Inckulum
von Klebsiella terrigena pGDBS-E%96A#3 in LBtet Medium (siehe 2.
indem 2 % 100 ml LBtet Medium, je-
wells in einem 1 1 Erlenmeyerkolben, mit jewells 0,25 ml einer

Beispiel) wurde hergestellt,

Glycerinkultur

(Uber-Nacht Kultur des Stammes

in LBtet Mediun,

mit Glycerin in einer Endkonzentration von 20 % v/v versetzt

und bei -20°C aufbewahrt)
fiar 7 h bei 30°C und 120 rpm auf einem Infors

{Zelldichte ODgye/ml von 0,5

zum Beimpfen von 8 1 Fermentermedium verwendet. Belmpft wurden

zweil Vorfermenter mit je 8 1 Fermentermedium.

Vorfermenter:

beimpft wurden. Die Anzucht erfolgte
Orbitalschiittler
- 2,5y, 100 ml der Vorkultur wurden

Die Fermentation wurde in zwel Bicstat® C-DCU 2

Fermentern der Firma Sartorius BBI Systems GmbH durchgefihrt.

Fermentationsmedium war FMZtet (siehe 3. Beispiel).

tation erfolgte im sog. Batch Modus.

Die Fermen-



10

15

20

25

30

35

WO 2012/104233 PCT/EP2012/051406
24

2 x 8 1 FMZtet wurden mit je 100 ml Inokulum beimpft. Fermenta-
tionstemperatur war 30°C. pH der Fermentation war 6,0 und wurde
mit den Korrekturmitteln 25 % NH ;OH, bzw. 6 N HiPO,; konstant ge-
halten. Die Bellftung erfolgte mit Pressluft bei einem konstan-
ten Durchfluss von 1 vvm. Der Sauerstoffpartialdruck p02 wurde
auf 50% Sattigung eingestellf. Die Regulierung des Sauerstoff-
partialdruckes erfolgte Uber die Rihrgeschwindigkeit (Rithrer-
drehzahl 450 - 1.000 rpm}. Zur Kontrolle der Schaumbildung wur-
de Struktol® J673 (20-25 % v/v in Wasser) verwendet., Nach 18 h
Fermentationsdauer (Zelldichte ODgy/ml wvon 30 - 40) wurden die
beiden Vorfermenter als Inckulum f£fiir den Hauptfermenter verwen-
det.

Hauptfermenter: Die Fermentation wurde in einem Biostat® D 500
Fermenter {Arbeitsvolumen 330 1, Kesselvolumen 500 1) der Firma
Sartorius BBI Systems GmbH durchgefithrt. Fermentationsmedium
war FM2tet (siehe 3. Beispiel}. Die Fermentation erfolgte im
sog. Fed-Batch Modus.

180 1 FM2tet wurden mit 16 1 Inokulum beimpft. Fermentations-
temperatur war 30°C. pH der Fermentation war 6,0 und wurde mit
den Korrekturmitteln 25 % NH4.0H, bzw. & N H3P0Os konstant gehal-
ten. Die Belliftung erfolgte mit Pressluft bel einem konstanten
Durchfluss von 1 vvm (siehe 4. Beispiel, bezogen auf das An-
fangsvolumen). Der Sauerstoffpartialdruck p02 wurde auf 50%
S&ttigung eingestellt. Die Regulierung des Sauverstoffpartial-
druckes erfolgte lber die Rihrgeschwindigkeit (Rihrerdrehzahl
200 — 500 rpm). Zur Kontrolle der Schaumbildung wurde Struktol®
Je73 {(20-25 % v/v in Wasser) verwendet. Im Verlauf der Fermen-
tation wurde der Glucoseverbrauch durch off-line Glucose-
Messung mit einem Glucose~Analysator der Fa. YSI bestimmt {(sie-
he 4. Beispiel). Sobald die Glukosekonzentration der Fermenta-
tionsansdtze ca. 20 g/l betrug (8 - 10 h nach Inokulation),
wurde die Zudosierung einer 60% w/w Glucose Feedldsung gestar-—
tet. Die FluBrate des Feeds wurde so gewdhlt, dass wiahrend der
Produktionsphase eine Glukosekonzentration von 10 - 20 g/l ein-
gehalten werden konnte. Nach Beendigung der Fermentation betrug
das Volumen im Fermenter 330 1.
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Die Analyse der Fermentationsparameter erfolgte wie im 5. Bei-
spiel beschrieben. Der Produktionsverlauf ist in Tabelle 4 dar-
gestellt. Die erzielte Ausbeute an 2,3-Butandiol wurde gegen-

liber dem Kontrollstamm aus Beispiel 5 um 60 % gestelgert.

Tabelle 4
Produktion von 2Z,3-BDL durch Fed-Batch Fermentation im 330 1
Mabstab

K. t. GDBS-E96A#3

Zelt 2,3 BDL

(h) (g/1)

24 65,1

27 73,7

31 85,4

48 108,3

51 112,8

55 119,4

72 141,0
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Patentanspriiche:

. Produktionsstamm zur Herstellung von 2,3-Butandiocl her-

stellbar aus einem Ausgangsstamm, dadurch gekennzeichnet,
dass der Produktionsstamm unter Bedingungen der 2, 3-
Butandiolproduktion eine Glucose Dehydrogenase Enzymakti-
vitiat aufweist, die im Ausgangsstamm nicht oder nur unter
physiologischen Bedingungen die verschieden von den Bedin-

gungen der 2,3-Butandiolproduktion sind, vorhanden ist.

. Produktionsstamm gemil Anspruch 1 dadurch gekennzeichnet,

dass es sich bei der Glucose Dehydrogenase um ein Enzym
der Enzymklasse EC 1.1.1.47 handelt.

. Produktionsstamm gem&B® Anspruch 1 oder 2, dadurch gekenn-

zeichnet, dass die Glucose Dehydrogenase Aktivitat im Pro-
duktionsstamm durch Expression eines fir das Glucose De-

nydrogenaseenzym kodierenden Gens erreicht wird.

. Produktionsstamm gemdf einem der Anspriche 1 bis 3,

dadurch gekennzeichnet, dass es sich um einen Stamm der
Gattung Klebsiella, Raoultella, Bacillus, Paenibacillus
oder Lactobacillus handelt, wobei ein Stamm der Art Klebs-
ieilla (Raoultella) terrigena, Klebsiella (Raoultella)
planticola, Bacillus (Paenibacillus) polymyxa oder Bacil-
lus licheniformis bevorzugt ist und ein Stamm der Art
Klebsiella {(Raoultella) terrigena oder Klebsiella (Raoul-
tella) planticola besonders bevorzugt ist und es sich ins-
besondere bevorzugt um einen Stamm der Sicherheitsstufe S1
handelt.

. Produktionsstamm gemdB einem der Anspriiche 1 bis 4,

dadurch gekennzeichnet, dass das Gen der Glucose Dehydro-
genase aus einem Bakterium der Gattung Bacillus, bevorzugt

aus einem Bakterium der Art Bacillus subtilis stammt.

. Produktionsstamm gemdh einem der Anspriche 1 bis 5,

dadurch gekennzeichnet, dass er aus einem nicht gentech-
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nisch optimierten Ausgangsstamm hergestellt wurde und eine
Glucose Dehydrogenase in rekombinanter Form produziert mit
der Folge, dass seine 2,3-BDL Produktion gegeniiber dem
nicht gentechnisch optimierten Ausgangsstamm um mindestens
30 %, bevorzugt 45 %, besonders bevorzugt 60 % und insbe-
sondere bevorzugt um 100 % gesteigert wird, wobel die 2,3-
Butandiol Ausbeute des Ausgangsstammes mindestens 80 g/l
betragt.

. Verfahren zur Herstellung von 2,3~Butandiol, dadurch ge-

kennzeichnet, dass ein Produktionsstamm gemdfl Anspruch 1

bis 6 in einem Anzuchtmedium kultiviert wird.

. Verfahren gemdf Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass

eine Kultivierung in einem pH-Bereich von pH 5 bis pH 8
und einem Temperaturbereich von 20°C bis 40°C und anaerob
oder aerch mit einer Sauerstoffversorgung durch Eintrag
von Pressluft oder reinem Sauerstoff erfolgt und eine Kul-
tivierungsdauer zur 2,3~BDL Produktion zwischen 10 h und
200 h vorliegt.

. Verfahren gemdh Anspruch 7, oder 8, dadurch gekennzeich-

net, dass eine Kultivierung in einem Fermentationsvolumen
grober als 300 1 erfolgt.



WO 2012/104233

Fig. 1

tac-Promotor

R
b o e
L 2 n
i iy
5 e
nql?a\\ AR
%

BspEI (12)

PCT/EP2012/051406
1/3

B.subtilis GDBS-E96A



WO 2012/104233 PCT/EP2012/051406
2/3

Fig. 2

tac-Promotor

BamHI (1)
/ECORI (259)
Ty BamHI (269)

\ _Pst1 (285)
\ HindIII (289)

R



WO 2012/104233

Fig. 3

3/3

tac-Promotor

PCT/EP2012/051406

EcoR1 (264)



INTERNATIONAL SEARCH REPORT

International application No

PCT/EP2012/051406

A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER

INV. CI2N1/21 C12N9/04
ADD.

C12pP7/18

According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC

B. FIELDS SEARCHED

Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols)

CI2N Cl2pP Cl2y

Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched

EPO-Internal, BIOSIS, Sequence Search, FSTA, WPI Data

Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practical, search terms used)

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

and prospects",
BIOTECHNOLOGY ADVANCES,
vol. 27, no. 6,

715-725, XP027205958,
ISSN: 0734-9750
[retrieved on 2009-05-12]
cited in the application
the whole document
Absatze 4, 7

production of 2,3-butanediol-Current state

1 November 2009 (2009-11-01), pages

Category™ | Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages Relevant to claim No.
X WO 2006/061137 Al (CONSORTIUM ELEKTROCHEM 1-3,5,6
IND [DE]; PFALLER RUPERT [DE])
15 June 2006 (2006-06-15)
cited in the application
Y the whole document 1-9
Y CELINSKA E ET AL: "Biotechnological 1-9

_/__

Further documents are listed in the continuation of Box C.

See patent family annex.

* Special categories of cited documents :

"A" document defining the general state of the art which is not
considered to be of particular relevance

"E" earlier document but published on or after the international
filing date

"L" document which may throw doubts on priority claim(s) or
which is cited to establish the publication date of another
citation or other special reason (as specified)

"O" document referring to an oral disclosure, use, exhibition or
other means

"P" document published prior to the international filing date but
later than the priority date claimed

"T" later document published after the international filing date
or priority date and not in conflict with the application but
cited to understand the principle or theory underlying the
invention

"X" document of particular relevance; the claimed invention
cannot be considered novel or cannot be considered to
involve an inventive step when the document is taken alone

"Y" document of particular relevance; the claimed invention
cannot be considered to involve an inventive step when the
document is combined with one or more other such docu-
merr:ts, such combination being obvious to a person skilled
inthe art.

"&" document member of the same patent family

Date of the actual completion of the international search

19 April 2012

Date of mailing of the international search report

26/04/2012

Name and mailing address of the ISA/

European Patent Office, P.B. 5818 Patentlaan 2
NL - 2280 HV Rijswijk

Tel. (+31-70) 340-2040,

Fax: (+31-70) 340-3016

Authorized officer

van de Kamp, Mart

Form PCT/ISA/210 (second sheet) (April 2005)

page 1 of 3




INTERNATIONAL SEARCH REPORT

International application No

PCT/EP2012/051406

C(Continuation). DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category™

Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages

Relevant to claim No.

Y

WO 2007/014544 A2 (JULICH CHIRAL SOLUTIONS
GMBH [DE]; DAUSSMANN THOMAS [DE])

8 February 2007 (2007-02-08)

page 7, lines 1-14

examples 1,5

claims 2,10

EP 1 262 550 A2 (DAICEL CHEM [JP])

4 December 2002 (2002-12-04)

the whole document

paragraphs [0087], [0088], [0090]
examples 16,17

WECKBECKER ANDREA ET AL: "Glucose
dehydrogenase for the regeneration of
NADPH and NADH",

1 January 2005 (2005-01-01), MICROBIAL
ENZYMES AND BIOTRANSFORMATIONS, HUMANA
PRESS, US, PAGE(S) 225 - 237, XP009139098,
ISBN: 978-1-58829-253-7

the whole document

BLOMQVIST K ET AL: "CHARACTERIZATION OF
THE GENES OF THE 2,3-BUTANEDIOL OPERONS
FROM KLEBSIELLA TERRIGENA AND ENTEROBACTER
AEROGENES",

JOURNAL OF BACTERIOLOGY,

vol. 175, no. 5, 1 March 1993 (1993-03-01)
, pages 1392-1404, XP000577596,

ISSN: 0021-9193

the whole document

QIN J ET AL: "Production of
2,3-Butanediol by Klebsiella Pneumoniae
Using Glucose and Ammonium Phosphate",
CHINESE JOURNAL OF CHEMICAL ENGINEERING,
vol. 14, no. 1,

1 February 2006 (2006-02-01), pages
132-136, XP022856384,

ISSN: 1004-9541

[retrieved on 2006-02-01]

the whole document

table 2

JI X J ET AL: "Enhanced 2,3-butanediol
production by Klebsiella oxytoca using a
two-stage agitation speed control
strategy",

BIORESOURCE TECHNOLOGY,

vol. 100, no. 13, 1 July 2009 (2009-07-01)
, pages 3410-3414, XP026063298,

ISSN: 0960-8524

[retrieved on 2009-03-17]

the whole document

1-9

1-9

1-9

Form PCT/ISA/210 (continuation of second sheet) (April 2005)

page 2 of 3




INTERNATIONAL SEARCH REPORT

International application No

PCT/EP2012/051406

C(Continuation). DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category™ | Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages

Relevant to claim No.

A JOHANSEN ET AL: "Physiological and
biochemical role of the butanediol pathway
in Aerobacter (Enterobacter) aerogenes.",
JOURNAL OF BACTERIOLOGY,

vol. 123, no. 3,

1 September 1975 (1975-09-01), pages
1124-1130, XP55024667,

ISSN: 0021-9193

the whole document

page 1129 - page 1130

T ZHI-KUI NIE ET AL: "An Effective and
Simplified Fed-Batch Strategy for Improved
2,3-Butanediol Production by Klebsiella
oxytoca",

APPLIED BIOCHEMISTRY AND BIOTECHNOLOGY,
vol. 163, no. 8, 1 April 2011 (2011-04-01)
, pages 946-953, XP55024045,

ISSN: 0273-2289

the whole document

1-9

Form PCT/ISA/210 (continuation of second sheet) (April 2005)

page 3 of 3




INTERNATIONAL SEARCH REPORT

Information on patent family members

International application No

PCT/EP2012/051406
Patent document Publication Patent family Publication
cited in search report date member(s) date

WO 2006061137 Al 15-06-2006  DE 102004059376 Al 22-06-2006
WO 2006061137 Al 15-06-2006
WO 2007014544 A2 08-02-2007 DE 102005036880 Al 08-02-2007
WO 2007014544 A2 08-02-2007
EP 1262550 A2 04-12-2002  EP 1262550 A2 04-12-2002
JP 4630486 B2 09-02-2011
JP 2002345479 A 03-12-2002
US 2003032153 Al 13-02-2003

Form PCT/ISA/210 (patent family annex) (April 2005)




INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT

Internationales Aktenzeichen

PCT/EP2012/051406

A. KLASSIFIZIERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDE!

INV. CI2N1/21 C12N9/04
ADD.

® C12P7/18

Nach der Internationalen Patentklassifikation (IPC) oder nach der nationalen Klassifikation und der IPC

B. RECHERCHIERTE GEBIETE

CI2N Cl2pP Cl2y

Recherchierter Mindestprufstoff (Klassifikationssystem und Klassifikationssymbole )

Recherchierte, aber nicht zum Mindestprifstoff gehérende Veréffentlichungen, soweit diese unter die recherchierten Gebiete fallen

Waéhrend der internationalen Recherche konsultierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegriffe)

EPO-Internal, BIOSIS, Sequence Search, FSTA, WPI Data

C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN

Kategorie®

Bezeichnung der Veréffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile

Betr. Anspruch Nr.

IND [DE]; PFALLER RUPERT [DE])
15. Juni 2006 (2006-06-15)

in der Anmeldung erwdhnt

Y das ganze Dokument

Y CELINSKA E ET AL:

and prospects",
BIOTECHNOLOGY ADVANCES,
Bd. 27, Nr. 6,

715-725, XP027205958,
ISSN: 0734-9750
[gefunden am 2009-05-12]
in der Anmeldung erwdhnt
das ganze Dokument
Absatze 4, 7

X WO 2006/061137 Al (CONSORTIUM ELEKTROCHEM

"Biotechnological
production of 2,3-butanediol-Current state

1. November 2009 (2009-11-01), Seiten

1-3,5,6

1-9
1-9

Weitere Verdffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu entnehmen Siehe Anhang Patentfamilie

* Besondere Kategorien von angegebenen Veréffentlichungen

"A" Veréffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik definiert,
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist

"E" &lteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem internationalen
Anmeldedatum veréffentlicht worden ist

"L" Veréffentlichung, die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er-
scheinen zu lassen, oder durch die das Veréffentlichungsdatum einer
anderen im Recherchenbericht genannten Veréffentlichung belegt werden
soll oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie
ausgefuhrt)

"O" Veréffentlichung, die sich auf eine miindliche Offenbarung,
eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere MaBnahmen bezieht

"P" Veréffentlichung, die vor dem internationalen Anmeldedatum, aber nach
dem beanspruchten Prioritatsdatum veréffentlicht worden ist

"T" Spétere Veroffentlichung, die nach dem internationalen Anmeldedatum
oder dem Prioritatsdatum verdffentlicht worden ist und mit der
Anmeldung nicht kollidiert, sondern nur zum Verstéandnis des der
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden
Theorie angegeben ist

"X" Veréffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung
kann allein aufgrund dieser Veroéffentlichung nicht als neu oder auf
erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden

"Y" Verdffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet
werden, wenn die Veréffentlichung mit einer oder mehreren anderen
Veroffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und
diese Verbindung flur einen Fachmann naheliegend ist

"&" Veréffentlichung, die Mitglied derselben Patentfamilie ist

Datum des Abschlusses der internationalen Recherche

19. April 2012

Absendedatum des internationalen Recherchenberichts

26/04/2012

Name und Postanschrift der Internationalen Recherchenbehérde

Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2
NL - 2280 HV Rijswijk

Tel. (+31-70) 340-2040,

Fax: (+31-70) 340-3016

Bevoliméchtigter Bediensteter

van de Kamp, Mart

Formblatt PCT/ISA/210 (Blatt 2) (April 2005)

Seite 1 von 3




INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT

Internationales Aktenzeichen

PCT/EP2012/051406

C. (Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN

Kategorie®

Bezeichnung der Veréffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile

Betr. Anspruch Nr.

Y

WO 2007/014544 A2 (JULICH CHIRAL SOLUTIONS
GMBH [DE]; DAUSSMANN THOMAS [DE])

8. Februar 2007 (2007-02-08)

Seite 7, Zeilen 1-14

Beispiele 1,5

Anspriiche 2,10

EP 1 262 550 A2 (DAICEL CHEM [JP])

4. Dezember 2002 (2002-12-04)

das ganze Dokument

Absdatze [0087], [0088], [0090]

Beispiele 16,17

WECKBECKER ANDREA ET AL: "Glucose
dehydrogenase for the regeneration of
NADPH and NADH",

1. Januar 2005 (2005-01-01), MICROBIAL
ENZYMES AND BIOTRANSFORMATIONS, HUMANA
PRESS, US, PAGE(S) 225 - 237, XP009139098,
ISBN: 978-1-58829-253-7

das ganze Dokument

BLOMQVIST K ET AL: "CHARACTERIZATION OF
THE GENES OF THE 2,3-BUTANEDIOL OPERONS
FROM KLEBSIELLA TERRIGENA AND ENTEROBACTER
AEROGENES",

JOURNAL OF BACTERIOLOGY,

Bd. 175, Nr. 5, 1. Mdrz 1993 (1993-03-01),
Seiten 1392-1404, XP000577596,

ISSN: 0021-9193

das ganze Dokument

QIN J ET AL: "Production of
2,3-Butanediol by Klebsiella Pneumoniae
Using Glucose and Ammonium Phosphate",
CHINESE JOURNAL OF CHEMICAL ENGINEERING,
Bd. 14, Nr. 1,

1. Februar 2006 (2006-02-01), Seiten
132-136, XP022856384,

ISSN: 1004-9541

[gefunden am 2006-02-01]

das ganze Dokument

Tabelle 2

JI X J ET AL: "Enhanced 2,3-butanediol
production by Klebsiella oxytoca using a
two-stage agitation speed control
strategy",

BIORESOURCE TECHNOLOGY,

Bd. 100, Nr. 13, 1. Juli 2009 (2009-07-01)
, Seiten 3410-3414, XP026063298,

ISSN: 0960-8524

[gefunden am 2009-03-17]

das ganze Dokument

1-9

1-9

1-9

Formblatt PCT/ISA/210 (Fortsetzung von Blatt 2) (April 2005)

Seite 2 von 3




INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT

Internationales Aktenzeichen

PCT/EP2012/051406

C. (Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN

Kategorie®

Bezeichnung der Veréffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile

Betr. Anspruch Nr.

A

JOHANSEN ET AL: "Physiological and
biochemical role of the butanediol pathway
in Aerobacter (Enterobacter) aerogenes.",
JOURNAL OF BACTERIOLOGY,

Bd. 123, Nr. 3,

1. September 1975 (1975-09-01), Seiten
1124-1130, XP55024667,

ISSN: 0021-9193

das ganze Dokument

Seite 1129 - Seite 1130

ZHI-KUI NIE ET AL: "An Effective and
Simplified Fed-Batch Strategy for Improved
2,3-Butanediol Production by Klebsiella
oxytoca",

APPLIED BIOCHEMISTRY AND BIOTECHNOLOGY,
Bd. 163, Nr. 8, 1. April 2011 (2011-04-01)
, Seiten 946-953, XP55024045,

ISSN: 0273-2289

das ganze Dokument

1-9

Formblatt PCT/ISA/210 (Fortsetzung von Blatt 2) (April 2005)

Seite 3 von 3




INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT

Angaben zu Veroffentlichungen, die zur selben Patentfamilie gehéren

Internationales Aktenzeichen

PCT/EP2012/051406

Im Recherchenbericht
angefihrtes Patentdokument

Datum der
Veroffentlichung

Mitglied(er) der
Patentfamilie

Datum der
Veroffentlichung

WO 2006061137 Al

WO 2007014544 A2

EP 1262550 A2

15-06-2006

08-02-2007

04-12-2002

DE 102004059376 Al 22-06-2006
WO 2006061137 Al 15-06-2006
DE 102005036880 Al 08-02-2007
WO 2007014544 A2 08-02-2007
EP 1262550 A2 04-12-2002
JP 4630486 B2 09-02-2011
JP 2002345479 A 03-12-2002
US 2003032153 Al 13-02-2003

Formblatt PCT/ISA/210 (Anhang Patentfamilie) (April 2005)




	Page 1 - front-page
	Page 2 - front-page
	Page 3 - description
	Page 4 - description
	Page 5 - description
	Page 6 - description
	Page 7 - description
	Page 8 - description
	Page 9 - description
	Page 10 - description
	Page 11 - description
	Page 12 - description
	Page 13 - description
	Page 14 - description
	Page 15 - description
	Page 16 - description
	Page 17 - description
	Page 18 - description
	Page 19 - description
	Page 20 - description
	Page 21 - description
	Page 22 - description
	Page 23 - description
	Page 24 - description
	Page 25 - description
	Page 26 - description
	Page 27 - description
	Page 28 - claims
	Page 29 - claims
	Page 30 - drawings
	Page 31 - drawings
	Page 32 - drawings
	Page 33 - wo-search-report
	Page 34 - wo-search-report
	Page 35 - wo-search-report
	Page 36 - wo-search-report
	Page 37 - wo-search-report
	Page 38 - wo-search-report
	Page 39 - wo-search-report
	Page 40 - wo-search-report

