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Verbessertes Fermentationsverfahren zur Herstellung von

Xanthan

Anwendunesrebiet der Erfindung:

Die Erfindung betrifft ein verbessertes Fermentationsver-
fahren zur Herstellung von Xanthan.

Charakteristik der bekannten technischen LGsungen:

Zahlreiche Verdffentlichungen befassen sich mit der Herstel-
lung hydrophiler Kolloide durch die aerobe Vermehrung von
Bakterien der Gattung Xanthomonas in wassrigen Ndhrmedien.

_ Die friiheste Arbeit auf diesem Gebiet erfolgte bei The
Northern Regional Research Laboratory of The United States:
Department of Agriculture, Peoria, Illinois, und ist in der -
US-PS 3 000 790 beschrieben. Abgewandélte Fermentationsver-
fahren sind beschrieben in den US-PS'en 3 020 206, 3 391 060,
3 427 226, 3 433 708, 3 271 267, 3 251 749, 3281 329, 3 453
786, 3 565 763, 3 594 280 und 3 391 061.

Die von Xanthomonas produzierten hydrophilen Kolloide sind

Polysaccharide, die Mannose, Glucose, Glucuronsdure, O-Acetyl-
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Resté und Acetal verknupfte Brenztraubensaure enthalten Die-

se Harze und ihre Derivate haben breite Anwendung auf dem Nah-
rungsmittelsektor und in der Industrie gefunden. Von besonde-

rem Interesse ist die. zunehmende Zuspitzung auf die Verwendung
von Xanthomonas- Polymeren bei der Verdrdngung von 81 aus teil-
weise erschdpften Vorkommen oder Lagerstatten.

‘Darlegung -des Vesens der Erflndung

Die allmihliche Zugabe einer Quelle a581m111erbaren Kohlen-
stoffs, vorzugsweise Glucose, zu dem wdssrigen Ndhrmedium inm .
Verlauf einer Xanthomonas-Fermentatlon fiihrt zu erheblich er-
hdhten Xanthanausbeuten.

Die Kostenfaktoren bei sekundidrer und tertiérér Restblgewinnung
und die konkurrierendeVerwendung von verdiinnten Xanthomonas-
Gesamtbrﬁhen bei einer solchen Gewinnung zwingen aus wirtschaft-
lichen Griinden zﬁr Steigerung der Fermentationskonzentration
der Xanthomonas-Polymeren. Reduzierte Verschiffungskosten, La-
gerkapazitéten fiir die Fermentationsbriihe und Handhabungsko-
sten sind einige der daraus sich ergebenden Vorteile. Ferner
werden verringerte Volumina an Losungsmittel fiir die Géwinnung
bendtigt, wenn die Ausgangskonzentrationen der Fermentations-
briihe bei solchen Verfahren hoch sind, wo Xanthomonés—ﬁarze fir
- Anwendungsgebiete,wie dem Nahrungsmittelsektor, dem industriel-

len Bereich und der Rest®lgewinnung,gewonnen werden.

Eines der dem Fachmann auf dem Gebiet gut bekannten Verfahren

zur Erhdhung der Fermentatlonsausbeute eines gewlnschten mlkro—
" biellen Produkts besteht darin, ein oder mehrere Ndhrmedien im
Verlauf des Fermentationszyklus zuzusetzen. Dabei kann einfach
zwischendurch eine L&sung, die eine Quelle assimilierbaren Koh-

lenstoffs enthdlt, zugegeben werden.

Herkommliche Medien fiir die Produktion von Xanthan (Xanthomonas-
Polymer) enthalten ein geeignetes Kohlenhydrat in den wdssrigen
Nihrmedien bei einer Konzentration 'von etwa 1 bis etwa 5 Gew.-/

Vol.-%. Geeignete Koh%gnhydrate sind z.B. Glucose, Saccharose,

B
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Maltose, Fructose, Lactose, bearbeitete, . invertierte Zucker-
riiben-Molassen, Invertzucker, filtrierte, verdiinnte Qualitdts-
starke oder Gemische dleser Kohlenhydrate. Die bevorzugte

Quelle as51m111erbaren Kohlenstoffs ist Glucose.

Die Verwendung von Glucose-Konzentrationen iber 5 Gew.-/Vol.-%
in einem typischen oxydativen Xanthomonas-Fermentationsansatz
fiihrt zu zu starker Hemmung des Xanthomonas-Wachstums und zur
Ansammlung toxischer Nebenprodukte (Sduren), die eine vorzei— 
tige Beendlgung der Fermentation verursachen. Es wurde gefun-
den, daB dieses Problem durch Zugabe oder “Nahrungszufuhr von
Glucose im Verlauf der Xanthomonas-Fermentation umgangen werden
kann. Die allmihliche Zugabe von Gluccse zum.Fermentationsme¥
dium, das anfangs wenig Glucose enthilt oder Glucose-frei ist,
ermdglicht nicht nur eine Glucosezugabe letztlich bis zu 7 Gew.~/
vol. -%, sondern fiihrt zu erheblich erhdhter Xanthankonzentra=
‘tion in der fertigen Fermentationsbriihe (5 Gew.-/Vol.-% und

70 & Ausbeute, bezogen auf die Gesamtglucose in dem Inoculum
der zWeiten stufe und auf die Menge, die dem letzten Fermenta-
tor zugesetzt wurde). Dies bedeutet eine Steigerung von mehr

als 60 % gegeniiber einem herkdmmlichen Ansatzverfahren.

Das Fermentatlonsmedlum kann unter den in der Literatur flir die
Xanthanproduktlon beschriebenen ausgewdhlt werden. Ein bevor-
zugtes, chemisch definiertes Fermentationsmedium ist in der US-
'PS 4 119 546 beschrieben.

Die Zugabe von GlucoselGsung (etwa 15 bis 50 Gew.-/Vol.-%) er-
folgt unmittelbar nach der Beimpfung. Die Glucose wird flr et~
wa O bis 24 h nach der Beimpfung exponentiell und von etwa 24
bis etwa 120 h mit konstanter Geschwindigkeit zugeflhrt. Wwah-
rend der friihen Stadien tritt etwas Zuckeransammlung (8 g/l,
Spitzen bei etwa 48 h) auf und £311lt auf nicht nachweisbare .
Mengen (etwa 72 h). Andere Ndhrstoffe konnen mit der Quelle
assimilierbaren Kohlenstoffs ohne Anderung des Wesens der-Er-

findung zugefiihrt wei Jen.
. N



217203 ..

Luft wird in den Produktionsfermentator mit herkdmmlichen Mit-
teln eingefiihrt. Der Sauerstoffbedarf fiir die Fermentation

kann den Anlagenbeschrinkungen des Mischens und Sauerstofftrans-
ports angepaBt werden, um die Ansammlung toxischer S&dure-Neben-
produkte herabzusetzen. Dies kann durch Herabsetzen~der Zufihr-
geschwindigkeit der assimilierbaren Kohlenstofféuelle gesche-
hen, bis der Sauerstoffbedarf der Sauerstofftransportkapazitdt
des Systems besser entspricht. N
Ausfﬁhrungsbeispiele:

Beispiel 1

Zellen von Xanthomonas campestris NRRL B-1459 aus einer Agar-
'Schrégkultur wurden in 2,8 1-Fernbach-Kolben lberfiihrt, die je-
~weils 500 ml-Mengen eines Mediums folgender Zusammensetzung

enthielten:

Bestandteil g/l
Glucose -10,0
Diammoniumphosphat 2,0
Kaliumdihydrogenphosphat : 1,0
Magnesiumsulfat 0,5
enzymatisch abgebautes Kasein 11,0
(NZ Amine YT)

pH - 6,8

Nach etwa 22 h Schiitteln bei 28 °C wurde eine Teilmenge,'die
ausreicht, um ein 5 Vol.-/Vol.-%iges Inoculum zu liefern, je-
weils in eine Reihe von Fernbach-Kolben, die 500 ml eines Me-

diums -der folgenden Zusammensetzung enthielten, liberfilhrt:

Bestandteil ) ‘ g/l
Glucose (separat im Autoklaven) 30,0
Ammoniumnitrat ' 1,0
Magnesiumsulfat ‘ ' 0,1

Zitronensdure (wasserfrei) ' 1,0
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Calciumhydroxid 0,1

Eisen(II)sulfat ‘ 0,01
Dikaliumhyarogenphosphat | 4,1
Kaliumdihydrogenphosphat 0,69
Mangansulfat © 0,03
pH - 6,8

Nach etwa 25.h Schiitteln bei 28 bC wurde eine'Menge, die aus-
reichte; ein 10%iges Inoculum zu liefern, in ‘einen 14 1-
Microferm-Fermentator iliberfiihrt, der 2 vierbldttrige Flach-
schaufelturbinen (11,9 cm bzw. 4,7" Durchmesser) und eine

~ Sonde fiir geldsten. Sauerstoff hatte.

'Der Fermentator enthielt 5,8 1 eines Mediums folgender Zusam-

mensetzung:

Bestandteil g/l
Ammoniumnitrat , 1,0
Magnésiumsulfat A 0,01
Zitronensdure (wasserfrei) - 1,0
Dinatriumhydrogenphosphat | - 1,0
Mangansulfat 0,03
Eisen(II)sulfat 0,01
Caleciumhydroxid 0,01
pH - 6,8

' Eine sterile Glucoseldsung (511 g in einem Gesamtvolumen von
1335 ml Wasser) wurde dem Fermentator (Inkubationstemperatur
28 OC) beilfolgendem, von einem autcmatischen Zeitmesser ge-

steuertem Prograﬁmschema zugefilihrt:
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zeit YZeitmesser ein Zeitmesser aus Zufuhrgeschwin-  insgesamt angesam-

(h) (s) (s) digkeit (cm3/h) meltes Zufuhrma-
' terial (cmd) :
o 5,0 59,3 1,49 0,00
1 5,2 54,8 1,66 1,49
2 4,9 45,8 1,86 3,15
3 4,9 40,7 2,06 5,07
4 5,0 36,9 2,29 7,07
5 5,0 32,9 - 2,53 9,36
6 5,0 29,0 2,82 11,9
7 7,0 35,9 3,13 14,7
8 7,0 30,5 3,58 17,8
9 7,0 25,7 4,11 21,4
10 7,0 25,0 4,65 25,5
1 8,0 : 23,4 5,33 . 30,2
12 9,0 19,3 6,11 35,5
13 9,0 15,8 6,97 41,6
14 - 9,0 14,2 7,93 48,6
15 10,0 11,2 9,06 56,5
16 10,0 8,9 11,0 65,6
17 12,0 7,4 11,9 76,6
18 12,0 6,8 12,3 88,5 .
19-92 12,0 6,8 12,3 _ 100,8-998,7
92-127 12,0 12,0 9,6 998,7-1335

Wihrend der Fermentation wurde der pH—Wert mit 10 % NaOH und
10 % HZSO4 zwischen 6,5 und 6,9 gesteuert. GelOster Sauerstqff.
wurde nach dem folgenden Fermentator-Geschwindigkeitsprogramm .

gesteuert:
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Zeit (h) Geschwindigkeit (UpM) -~ Belliftung (1/min)
o o | 400 S 4,0
19 450 |
24 : 470 .

25 , _ 600

26 - 670

27 T 720

28 ) 750

30 ' 830

31 ' ) 860

32 910
33 , . 970

34 1000

35 o 900

45 . 1000

50 1012 (max.)

Die Fermentation erfolgte fiir insgeéamt 136 h, wofauf keine
nachweisbare Glucosemenge mehr vorlag. Die Xanthankonzentration
war 5,1 Gew.-/Vol.-% mit 70%iger Ausbeuté (bezogen auf die
Inoculum-Glucose der zweiten Stufe und Gesamtglucose, die dem
Fermentator zugesetzt wurde). Die Endviskositdt war 42,75 Pa : s

(42750 cP), gemessen mit einem Brookfield-Viskometer bei 12 UpM.

Beigpiel 2

Das Verfahren des Beispiels 1 kann unter Ersatz von Glucose
durch eine assimilierbare Kohlenstoffquelle aus der Gruppe
Saccharose, Fructose, Inertgucker, Maltose, Lactose, Stirke,

Stédrkehydrolysate und deren Gemische wiederholt werden.
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Erfindungsenspruch

1. Verfahren zur Herétellung von Xanthomonas-Biopoly-
meren durch aerobes Vermehren eines Mikroorganismus der Gat-.
tung Xanthomonas in einem wdssrigen Ndhrmedium, dadurch ge-
kennzeichnet, daB dem widssrigen Ndhrmedium nach und nach
eine Quelle assimilierbaren Kohlenstoffs zugesetzt wird.

2. Verfahren nachv Punkt 1, dadurch gekennzeichnet,
daB als Quelle assimilierbaren Kohlenstoffs Glucose, Saccha-
'rose, laltose, Fructose, Lactose, Stﬁrﬁé, Stdrkehydrolysate,
Rohquellen des assimilierbaren Kohlenstoffs oder deren Gemi-

sche verwendet wird bzw. werden.

™

3. Verfahren nach Punkt 2, dadurch gekennzeichnet,
daB als Quelle assimilierbaren Kohlenstoffs Glucose verwendet .
wird.

4., Verfahren nach Punkt 1 bis 3, dadurch gekennzelchnet,
dafB die Quelle assimilierbaren ZXohlenstoffs bis zu
mehr als 5 Gew.-/Vol.-% zugesetzt wird,
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