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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von Erythrit, genauer, ein Verfahren
zur Herstellung von Erythrit durch Fermentierung unter Verwendung von Ammoniumsulfat als Hauptstickstoff-
quelle in einem Kulturmedium, das fur die industrielle Herstellung von Vorteil ist.

[0002] Bekannte Verfahren zur Herstellung von Erythrit umfassen ein Verfahren, welches die Ziichtung eines
Hefestamms, welcher zur Gattung Topsis oder Candida gehért, in einem Kulturmedium, das Glycerin als Koh-
lenstoffquelle und Casein-Hydrolysat als Stickstoffquelle enthalt (Japanische Patentverdéffentlichung Nr.
47-41549), umfasst sowie ein Verfahren, welches die Ziichtung eines Hefestamms, der zur Gattung Candida,
Torulopsis oder Hansenula gehért, in einem Kulturmedium, das Hydrocarbonate und Ahnliche als Kohlenstoff-
quellen und Hefeextrakt und Harnstoff als Stickstoffquellen enthalt (Japanische Patentverdffentlichung Nr.
51-21072). Diese Verfahren wurden jedoch noch nicht industriell verwendet, da Rohmaterialien, die als Koh-
lenstoffquellen verwendet werden, fir die derzeitige industrielle Produktion nicht geeignet sind.

[0003] Alternativ ist die Herstellung von Erythrit durch Ziichtung von Moniliella tomentosa var. pollinis in einem
Kulturmedium bekannt, das Kohlenhydrate wie Glycose als Kohlenstoffquellen und Maisquellwasser, Harnstoff
und Hefeextrakt als Stickstoffquellen enthélt (Japanisches offengelegtes Patent Nr. 60-110295 und Ahnliche)
oder durch Ziichtung von Erythrit herstellenden Mikroorganismen in einem Kulturmedium, das Hefeextrakt und
Maisquellwasser als Stickstoffquellen enthalt (Japanisches offengelegtes Patent Nr. 1-199584).

[0004] Verschiedene Stoffe sind wie vorstehend beschrieben als Stickstoffquellen bekannt. Harnstoff ist je-
doch nicht als Nahrungsmittelzusatz zugelassen und deshalb kann es nicht fur die Herstellung von Erythrit ver-
wendet werden, welches Nahrungsmitteln zugesetzt wird. Auf der anderen Seite ist Hefeextrakt und Casein-
hydrolysat sehr teuer und diese kénnen deshalb nicht unbedingt fiir die industrielle Produktion von Vorteil sein.
Wenn Maisquellwasser als Hauptstickstoffquelle verwendet wird, kann Glycerin als Nebenprodukt hergestellt
werden, das hergestellte Erythrit kann braun gefarbt sein oder es enthalt eine grole Menge an Salz. Aus die-
sen Grinden ist der Reinigungsprozess Uberladen, was fir die wirtschaftliche Produktion von Nachteil ist.
[0005] Ein Ziel der vorliegenden Erfindung ist die Bereitstellung eines Verfahrens zur Herstellung von Erythrit,
das durch die Verwendung von sicheren und preiswerten Stickstoffquellen als Nahrungsmittelzusatz geeignet
ist.

[0006] Als ein Ergebnis der intensiven Forschung zur Lésung der vorstehenden Probleme fanden die vorlie-
genden Erfinder heraus, dass das vorstehende Ziel durch Verwendung von Ammoniumsulfat, das als Nah-
rungsmittelzusatz zugelassen ist, als Hauptstickstoffquelle erreicht werden kann.

[0007] Das Wesentliche der vorliegenden Erfindung besteht in einem Verfahren zur Herstellung von Erythrit,
umfassend die Schritte der Ziichtung eines Hefestamms, der in der Lage ist, Erythrit aus fermentierbaren Koh-
lenhydraten in einem Kulturmedium herzustellen, das das fermentierbare Kohlenhydrat als Kohlenstoffquelle
enthalt und Gewinnung des Erythrits aus der Kultur, in der Ammoniumsulfat als Hauptstickstoffquelle in dem
Kulturmedium verwendet wird.

[0008] Die bevorzugten Ausfiihrungsformen zur Durchflihrung der vorliegenden Erfindung umfassen: das
vorstehende Verfahren, in dem als Stickstoffquelle im Kulturmedium Ammoniumsulfat in einer Menge von 50
bis 85 % der gesamten Stickstoffquellen in Form von Stickstoffatomen verwendet wird; das vorstehende Ver-
fahren, in dem das Medium des Weiteren Maisquellwasser als Stickstoffquelle enthalt und die Menge an Am-
moniumsulfat zwischen 50 und 85% liegt und die Menge and Maisquellwasser zwischen 15 und 50% der ge-
samten Stickstoffquellen im Medium in Form von Stickstoffatomen vorliegen; das vorstehende Verfahren, in
dem der Hefestamm zur Gattung Moniliella gehért; das vorstehende Verfahren, in dem der Hefestamm zur Gat-
tung Moniliella pollinis gehdrt; das vorstehende Verfahren, in dem der Hefestamm zur Gattung Yarrowia gehort;
das vorstehende Verfahren, in dem der Hefestamm Yarrowia lipolytica ist; das vorstehende Verfahren, in dem
der Hefestamm zur Gattung Trichosporonoides gehdrt; das vorstehende Verfahren, in dem der Hefestamm
ausgewahlt ist aus Trichosporonoides oedocephalis, Trichosporonoides nigrescens und Trichosporonoides
megachiliensis; das vorstehende Verfahren, in dem das fementierbare Kohlenhydrat ausgewahlt ist aus Glu-
cose, Fructose und Glycerin; das in dem die Stickstoffquelle in dem Kulturmedium in einer Konzentration von
0,1 bis 5,0% (W/V) enthalten ist und das vorstehende Verfahren, in dem ein pH-Wert des Kulturmediums bei
3,0 bis 7,0 gehalten wird.

[0009] Das vorstehende Verfahren wird im Folgenden detailliert beschrieben werden.

[0010] Jeder Hefestamm kann in der vorliegenden Erfindung verwendet werden, so lange er Erythrit aus fer-
mentierbarem Kohlenhydrat herstellen kann. Genauer kann der Hefestamm, der zur Gattung Moniliella, Yarro-
wia, Trichosporonoides gehort, verwendet werden. Noch genauer umfassen Beispiele dafiir Moniliella pollinis,
wenn der Stamm zur Gattung Moniliella gehort, Yarrowia lipolytica, wenn der Stamm zur Gattung Yarrowia ge-
hért, Trichosporonoides oedocephalis, Trichosporonoides nigrescens und Trichosporonoides megachiliensis,
wenn der Stamm zur Gattung Trichosporonoides gehort. Diese Stamme kdénnen Mutanten sein, die durch
UV-Strahlung, Behandlung mit N-methyl-N'nitrosoguanidin (NTG), Behandlung mit Ethyl-Methansulfonat
(EMS), Behandlung mit salpetriger Séure, Acridin-Behandlung und Ahnliches erhalten werden, oder rekombi-
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nante Stdmme, die gentechnisch durch Verfahren der Zellfusion oder rekombinante DNA-Verfahren hergestellt
sind.

[0011] Einer oder zwei weitere der vorstehend beschriebenen Stamme kdnnen im vorstehenden Verfahren
gemal der vorliegenden Erfindung verwendet werden.

[0012] Spezifische Beispiele fiir solche Mutanten umfassen Moniliella pollinis MCI3371, welche eine Mutante
von Moniliella pollinis CBS 461.67 ist, Moniliella pollinis MCI3555, welche eine Mutante von Moniliella pollinis
MCI3554 ist, Yarrowia lipolytica ATCC8661, Trichosporonoides oedocephalis MCI3440, welche eine Mutante
von Trichosporonoides oedocephalis CBS568.85 ist, Trichosporonoides megachiliensis MCI3369, welche eine
Mutante von Trichosporonoides megachiliensis CBS567.85 ist und Trichosporonoides nigrescens MCI13437,
welche eine Mutante von CS268.81 ist.

[0013] Die vorstehenden Stamme mit Ausnahme von Yarrowia lipolytica ATCC8661 sind Mutanten, die weni-
ger Schaum bilden als Stamme vom Wildtyp, nach Behandlung mit ultravioletter Strahlung oder mit einem Mu-
tagen wie N-methyl-N'"-nitro-nitrosoguanidin (NTG) oder Ahnlichem, wobei die Stdmme bei einem der Interna-
tional Depository Authorities, Centraal Bureau voor Schimmelcultures (CBS), Niederlande hinterlegt oder von
den vorliegenden Erfindern aus der Natur isoliert wurden. MCI3369, MCI3371, MCI13437, MCI3440, MCI3554
und MCI3555 wurden am National Institute of Bioscience and Human-Technology, Agency of Industrial Science
and Technology (Postleitzahl : 305, 1-3, Higashi 1-chome, Tsukuba-shi, Ibaraki-ken, Japan), unter den Hinter-
legungsnummern FERM BP-6172, FERM BP-6173, FERM BP-6174, FERM BP-6175, FERM BP-6170 und
FERM BP-6171 hinterlegt. Yarrowia lipolytica ATCC8661 wurde sowohl an der American Type Culture Collec-
tion (ATCC), U.S.A. sowie am National Institute of Bioscience and Human-Technology, Agency of Industrial
Science and Technology, Japan, unter der Hinterlegungsnummer FERM BP-6169 hinterlegt. Die mycologi-
schen Eigenschaften von MCI3369, MCI3371, MCI3437, MC13440, MCI3554 und MCI13555 werden im Folgen-
den beschrieben.

MCI3369:

[0014] Die Farbung der Kolonie von Stamm NCI3369 bei einer Kultur von 24°C auf PDA-Medium ist anfang-
lich weil}, dann olivgrau und nach einer Kultur von mehr als zwei Wochen oliv-dunkelbraun. Der Stamm wéachst
schnell und vermehrt sich durch Knospung wie Hefen. Die Farbung der hefedhnlichen Zellen ist anfanglich
farblos und dann oliv-dunkelbraun. Ihre vegetativen Hyphen wachsen gut und verzweigen sich durch Bildung
von Septum. Die Hyphen haben eine Breite von 2 bis 3,8 um, sind anfanglich farblos und verandern dann ihre
Farbe zu dunklem Braun mit leichter Verdickung. Das Wachstum der Luft-Hyphen ist kraftig und and der Seite
der Luft-Hyphen wird Blastoconidium gebildet. Die vegetativen Hyphen und die Luft-Hyphen sind fragmentiert
und bilden ein thallisch-arthrisches Conidium. Das thallisch-arthrische Conidium liegt in Form eines Zylinders
oder Rohrs vor und hat eine Gré3e von 3,6 bis 25 ym x 2,2 bis 4,3 pm. Es ist anfanglich farblos und verandert
sich dann in blassbraun. Das Blastoconidium ist einzeln oder eine Kette von drei bis vier davon. Das Conidium
befindet sich in einer schlanken elliptischen Form und hat eine Gréf3e von 3,4 bis 7,5 ym x 1,9 bis 4,1 ym (6,5
1+ 1,2 pm x 3,8 £ 0,6 ym im Durchschnitt). Es ist anfanglich farblos und verandert sich dann in oliv-dunkelbraun.
[0015] Die morphologischen Eigenschaften dieses Stammes (MCI3369) befinden sich in groBer Ubereinstim-
mung mit jenen eines Standard-Stammes des parentalen Stammes Trichosporonoides megachiliensis
CBS567.85. Somit wurde dieser Stamm als Trichosporonoides megachiliensis identifiziert.

MCI3371:

[0016] Bei Ziichtung auf PDA-Medium bei 24°C ist die Farbung der Kolonie von Stamm NCI3369 anfanglich
weild bis gelbweil3, verandert sich dann nach einer Kultur von einer Woche in blassgelb und nach weiterer
Zuchtung in schwarzbraun. Der Stamm wéachst schnell und vermehrt sich wie Hefen durch Knospen. Tochter-
zellen sind anfanglich ein dinner Film von olive-dunkelbraun. Danach verdicken sie sich und dunkeln nach.
Vegetative Hyphen wachsen gleichzeitig mit hefedhnlichen Knospen. Die vegetativen Hyphen haben ein Sep-
tum und Aste. Die Breite der Hyphen liegt zwischen 2 und 4,5 m und ihre Farbung ist anfanglich farblos, um in
dunkelbraun zu wechseln. Die Hyphen sind fragmentiert und bilden ein thallisch-arthrisches Conidium. Ein
Blastoconidium wird an der Seite oder an der Spitze der Hyphen gebildet. Das thallisch-arthrische Conidium
liegt in Form eines Zylinders oder Rohrs vor und hat eine Gré3e von 6 bis 35 pm x 2,5 bis 5,0 ym. Es ist an-
fanglich farblos und verandert sich dann in dunkelbraun. Das Blastoconidium ist einzeln oder eine Kette von
zwei bis drei davon. Das Conidium befindet sich in einer eiférmigen bis elliptischen Form und hat eine GréRe
von 4,7 bis 9,4 ym x 3,1 bis 5,6 ym (6,8 + 1,3 ym x 4,5 £ 0,6 ym im Durchschnitt). Es ist anfanglich farblos und
verandert sich dann in oliv-dunkelbraun.

[0017] Dieser Stamm (MCI3371) besitzt einen Dimorphismus: thallisch-arthrisches Conidium und Blastoconi-
dium. Letzteres ist in Richtung auf die Spitze charakteristisch geformt und wird nicht gleichzeitig gebildet. Ba-
sierend auf diese Eigenschaften wurde die Gattung dieses Stammes in Ubereinstimmung mit der Monographie
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von De Hoog & Hermanides-Nijhof (1977) erforscht und als Ergebnis wurde herausgefunden, dass dieser
Stamm zur Gattung Moniliella gehort. Gemall De Hoog (1979) ,The Black Yeasts, |l: Moniliella and Allied Ge-
nera" Studies in Mycology Nr. 19, 1-90, ist bekannt, dass drei Arten und zwei Varianten, Moniliella suaveolens
var. suaveolens, Moniliella suaveolens var. niger, Moniliella acetoabutens und Moniliella pollinis zur Gattung
Moniliella gehéren. Diese Arten und Varianten sind basierend auf hauptsachlich morphologischen Eigenschaf-
ten von thallisch-arthrischen Conidien oder Blastoconidien klassifiziert. Als ein Ergebnis der prazisen Untersu-
chung von morphologischen Eigenschaften dieses Stammes stimmte dies gut mit der Beschreibung von Mo-
niliella pollinis Uberein. Deshalb wurde dieser Stamm als Moniliella pollinis identifiziert.

MCI13437:

[0018] Der Stamm MCI3437 zeigt anfanglich weifl} bis gelbweil, gelbliches dunkelbraun nach einwéchiger
Kultur und dunkles gelbbraun nach mehr als zweiwéchiger Kultur bei Ziichtung bei 24°C auf LCA. Die Wachs-
tumsrate ist maRig. Dieser Stamm vermehrt sich durch hefedhnliche Knospung. Tochterzellen sind anfanglich
ein dinner Film von olivdunkelbraun, danach verdicken sie sich und wechseln zu dunkelbraun und vermehren
sich durch multilaterale Knospung ein bis drei- oder viermal. Submerse Hyphen wachsen gleichzeitig mit he-
fedhnlichen Knospen. Die submersen Hyphen haben Septum und Ast. lhre Breite liegt zwischen 2 und 4,5 pm
und ihre Farbung ist anfanglich farblos und dann dunkelbraun. Die Hyphen sind fragmentiert und bilden ein
thallisch-arthrisches Conidium. Alternativ wird an der Seite oder an der Spitze der Hyphe ein Blastoconidium
gebildet. Das thallisch-arthrische Conidium hat die Form eines Zylinders oder Rohrs, eine variable Lange und
eine Breite von 2,5 bis 5,0 ym. Es ist anfanglich farblos und verandert sich dann in dunkelbraun. Das Blasto-
conidium wird von der Seite und von der Spitze der submersen Hyphen her und einzeln oder in einer Kette von
zwei oder drei davon gebildet. Es hat eine halbrunde bis elliptische Form mit einer Gréfke von von 4,3 bis 9,2
x 3,8 bis 6,5 pm, ist dunkelbraun gefarbt und verdickt sich. Es wachst nicht bei 37°C.

[0019] Dieser Stamm (MCI3437) besitzt einen Dimorphismus: thallisch-arthrisches Conidium und Blastoconi-
dium. Letzteres ist in Richtung auf die Spitze charakteristisch geformt und wird nicht gleichzeitig gebildet. Ba-
sierend auf diesen Eigenschaften wurden Gattung und Art dieses Stammes mit dem parentalen Stamm von
Trichosporonoides niegrescens verglichen und in Ubereinstimmung mit der Monographie von G. S. De Hoog
(1979) und der urspriinglichen Beschreibung von A.D. Hocking & J.I. Pitt (1981) erforscht. Als ein Ergebnis
lagen die Eigenschaften dieses Stammes in guter Ubereinstimmung mit jenen von Trichosporonoides nigre-
scens. Deshalb wurde dieser Stamm als T. nigrescens identifiziert.

MC13440:

[0020] Der Stamm MCI3440 zeigt anfanglich weil} bis gelbweil3, braun nach einwéchiger Kultur und dunkles
gelbbraun nach mehr als zweiwdchiger Kultur bei Ziichtung bei 24°C auf LCA. Er wachst schnell und vermehrt
sich durch hefeahnliche Knospung. Tochterzellen sind farblos und vermehren sich durch multilaterale Knos-
pung ein bis drei- oder viermal. Submerse Hyphen und Lufthyphen wachsen gleichzeitig mit hefedhnlichen
Knospen. Die submersen Hyphen und Lufthyphen haben Septum und Ast. Ihre Breite liegt zwischen 2 und 4,5
pm und sie sind farblos. Die Hyphen sind fragmentiert und bilden ein thallisch-arthrisches Conidium. Alternativ
wird an der Seite oder an der Spitze der Hyphen ein Blastoconidium gebildet. Auf LCA und PDA wird kein Ve-
sikel gebildet. Das thallisch-arthrische Conidium hat die Form eines Zylinders oder Rohrs, eine variable Lange
und eine Breite von 2,5 bis 5,0 pm. Es ist farblos. Das Blastoconidium wird von der Seite und von der Spitze
der submersen Hyphen her und einzeln oder in einer Kette von zwei oder drei davon gebildet. Es hat eine el-
liptische Form mit einer Grol3e von 4,7 bis 8,1 x 2,5 bis 3,4 ym, ist farblos und wachst bei 37°C.

[0021] Dieser Stamm (MCI3440) besitzt einen Dimorphismus: thallisch-arthrisches Conidium und Blastoconi-
dium. Letzteres ist in Richtung auf die Spitze der submersen und Lufthyphen charakteristisch geformt. Es bildet
keine Vesikel vom Oedocephalus-Typ. GemaR der urspriinglichen Beschreibung von Haskins & Spencer
(1966) wird Trichosporonoides oedocephalis von anderen Arten (T. spathulata, T. nigrescens, T. madida und
T. megachiliensis) vor allem in seiner Eigenschaft, Vesikel zu bilden unterschieden. Diese Variante (MCI3440)
unterscheidet sich in diesem Punkt von T. oedocephalis. Als ein Ergebnis des Vergleichs von diesem Stamm
mit dem parentalen Stamm von T. oedocephalis und des Erforschens der Gattung und der Art dieses Stammes
in Ubereinstimmung mit der Monographie von G.S. de Hoog (1979) un der urspriinglichen Beschreibung von
R.H. Haskins & J.F.T. Spencer (1966) waren seine morphologischen Eigenschaften in guter Ubereinstimmung
mit jenen des parentalen Stammes von T. oedocephalis Deshalb wurde dieser Stamm als T. oedocephalis iden-
tifiziert.
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MCI13554:

1) Morphologische Eigenschaften

[0022] Kolonien vom Stamm MCI3554 zeigen anfanglich weif} bis gelbweil3, gelbliches dunkelbraun nach ein-
waochiger Kultur und dunkles gelbbraun nach Kultur von mehr als zwei Wochen bei Ziichtung bei 24°C auf PDA.
Die Wachstumsrate ist maRig. Dieser Stamm vermehrt sich durch hefedhnliche Knospung. Tochterzellen sind
anfanglich farblos und verdicken sich dann, wahrend sie zu blassbraun wechseln, wobei sie eine elliptische,
eiférmige oder halbrunde Form und eine GréRRe von 3,8 bis 6,3 um x 3,0 bis 5,0 yum annehmen. Sie vermehren
sich ein bis drei oder viermal durch hefedhnliche Knospung.

[0023] Submerse Hyphen und Lufthyphen wachsen gleichzeitig mit hefedhnlichen Knospen. Die submersen
Hyphen und Lufthyphen haben eine Breite zwischen 2,2 und 3,5 um und ein Septum mit Verastelungen. lhre
Farbung ist anfanglich farblos und wird dann dunkelbraun. Die Hyphen sind fragmentiert und bilden ein thal-
lisch-arthrisches Conidium. Alternativ wird an der Seite oder an der Spitze der Hyphen ein Blastoconidium ge-
bildet. Das thallisch-arthrische Conidium hat die Form eines Zylinders oder Rohrs, eine variable Lange und
eine Breite von 9,4 bis 18,8 um x 3,1 x 4,1 uym. Es ist anfanglich farblos und wechselt dann in blassbraun. Das
Blastoconidium wird von der Seite und von der Spitze der submersen Hyphen her und einzeln oder in einer
Kette von zwei oder drei davon gebildet. Es hat eine halbrunde bis elliptische Form mit einer Gréfe von 5,9 bis
10,9 x 3,8 bis 5,9 uym. Es ist anfanglich farblos und wird dann mit der Verdickung dunkelbraun.

2) Physiologische Eigenschaften

Wachstumstemperatur: 9 bis 37°C (geziichtet auf PDA Uber 10 Tage)

Optimale Wachstumstemperatur: 27 bis 30°C.

Wachstums-pH-Wert; 4 bis 9 (gezlchtet in flissigem LCA-Medium tUber 10 Tage).
Optimaler Wachstums-pH-Wert: 5 bis 6

Verwendung von Kohlenstoffquellen: gezeigt in Tabelle 1.

Fermentierbarkeit von Kohlenhydraten: gezeigt in Tabelle 2.

Verwendung von Stickstoffquellen: gezeigt in Tabelle 3.

3) Taxonomische Analyse

[0024] Dieser Stamm (MCI3554) wird so beschrieben, dass er 1) hefedhnliche Knospungs (Tochter-)Zellen
hat, 2) einen Dimorphismus aufweist: thallisch-arthrisches Conidium und Blastoconidium, und 3) das Blasto-
conidium charakteristisch in Richtung auf die Spitze gebildet wird und nicht gleichzeitig gebildet wird. Basie-
rend auf diesen Eigenschaften wurden Gattung und Art dieses Stammes mit Bezug auf die Forschungstabelle
in der Monographie von G.S. de Hoog (1979), ,The Black Yeasts, Il: Moniliella and Allied Genera, Studies in
Mycology Nr. 19, 1-36" und die Beschreibung von Arten, die zu der Gattung Moniliella in G.S. de Hoog & D.
Gueho (1984) ,Desoxyribonucleic Acid Base Composition and Taxonomy of Moniliella and Allied Genera, An-
tonle van Leeuwenhook, 135-141" erforscht. Als ein Ergebnis lagen die Eigenschaften dieses Stammes in gu-
ter Ubereinstimmung mit jenen von Ubereinstimmung mit jenen von Moniliella ollinis. Des Weiteren stimmen
die Eigenschaften beim Vergleich mit dem Typenstamm (CBS 461.67) von Moniliella pollinis gut Gberein. Des-
halb wurde dieser Stamm als Moniliella pollinis identifiziert.

MCI3555:
1) Morphologische Eigenschaften

[0025] Der Stamm MCI3555 ist eine Mutante, die von Moniliella pollinis MCI3554 abgeleitet wird. Kolonien
vom Stamm MCI3555 zeigen anfanglich weild bis gelbweil3, gelbliches dunkelbraun nach einwéchiger Kultur
und dunkles gelbbraun nach Kultur von mehr als zwei Wochen bei Zichtung bei 24°C auf PDA. Die Wachs-
tumsrate ist maRig. Dieser Stamm vermehrt sich durch hefedhnliche Knospung. Tochterzellen sind anfanglich
farblos und verdicken sich, wahrend sie zu blassbraun wechseln, wobei sie eine elliptische, eiférmige oder
halbrunde Form und eine Gréf3e von 4,0 bis 7,8 ym x 3,5 bis 6,2 ym annehmen. Sie vermehren sich einmal
bis drei- oder viermal durch multilaterale Knospung. Submerse Hyphen und Lufthyphen wachsen gleichzeitig
mit hefedhnlichen Knospen. Die submersen Hyphen und Lufthyphen haben eine Breite zwischen 1,3 und 4,1
pm und ein Septum mit Verastelungen. Ihre Farbung ist anfanglich farblos und wird dann dunkelbraun. Die Hy-
phen sind fragmentiert und bilden ein thallisch-arthrisches Conidium. Alternativ wird an der Seite oder an der
Spitze der Hyphen ein Blastoconidium gebildet. Das thallisch-arthrische Conidium hat die Form eines Zylinders
oder Rohrs, eine variable Lange und eine Breite von 13,4 bis 32,8 ym x 2,5 x 4,1 ym. Es ist anfanglich farblos
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und wechselt dann in dunkelbraun. Das Blastoconidium wird von der Seite und von der Spitze der submersen
Hyphen her und einzeln oder in einer Kette von zwei oder drei davon gebildet. Es hat eine halbrunde bis ellip-
tische Form mit einer Grof3e von 5,0 bis 9,4 x 4,4 bis 6,3 ym. Es ist anfanglich farblos und wird dann mit der
Verdickung dunkelbraun.

2) Physiologische Eigenschaften

Wachstumstemperatur: 9 bis 37°C (geziichtet auf PDA Uber 10 Tage)

Optimale Wachstumstemperatur: 27 bis 30°C.

Wachstums-pH-Wert: 4 bis 9 (gezlchtet in flissigem LCA-Medium Uber 10 Tage).
Optimaler Wachstums-pH-Wert: 5 bis 6

Verwendung von Kohlenstoffquellen: gezeigt in Tabelle 1.

Fermentierbarkeit von Kohlenhydraten: gezeigt in Tabelle 2.

Stickstoffquellen: gezeigt in Tabelle 3.

3) Taxonomische Analyse

[0026] Dieser Stamm (MCI3555) wird so beschrieben, dass er 1) hefedhnliche Knospungs-(Tochter-)Zellen
hat, 2) einen Dimorphismus aufweist: thallisch-arthrisches Conidium und Blastoconidium, und 3) das Blasto-
conidium charakteristisch in Richtung auf die Spitze gebildet wird und nicht gleichzeitig gebildet wird. Basie-
rend auf diesen Eigenschaften wurden Gattung und Art dieses Stammes mit Bezug auf die Forschungstabelle
in der Monographie von G.S. de Hoog (1979), ,The Black Yeasts, Il: Moniliella and Allied Genera, Studies in
Mycology Nr. 19, 1-36" und die Beschreibung von Arten, die zu der Gattung Moniliella in G.S. de Hoog & D.
Gueho (1984) ,Desoxyribonucleic Acid Base Composition and Taxonomy of Moniliella and Allied Genera, An-
tonle van Leeuwenhook, 135-141" erforscht. Als ein Ergebnis lagen die Eigenschaften dieses Stammes in gu-
ter Ubereinstimmung mit jenen von Moniliella pollinis. Des Weiteren stimmen die Eigenschaften beim Vergleich
mit dem Typenstamm (CBS 461.67) von Moniliella pollinis gut (iberein. Deshalb wurde dieser Stanzen als Mo-
niliella pollinis identifiziert.
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Tabelle 1: Verwendung von Kohlenstoffquellen

- Nr

‘Kohlenstoffquelle .

MCI3554 MCI3555

1 D-gluccse + | +
2 D-galactose v -
3 L-sorbose i -
4 D-glucosamine - -
3 D-ribose \Y =
6 D-xylose = -
-7 L-arabinose = +
8 D-arabinose - - .
39 L-rhamnose - -
10 Sucrose -~ + +
11 Maltose | . .
12 a,a-trehalose - -
13 Methyl. 2 -D-glucoside - -
14 Cellobiose " . .
15 Salicin: - - -
16 :  Arbutin: + -
17 Melibiose - -
18 Lactose - -
19 Raffinose = - _
20 ! Melezitose - - -
21 Inulin - - -
22 l6sliche Stirke -- - -
23 Glycerin - + N
24 " Meso-Brythritol + +
25 Ribitol - -
26 Xylitol . + =
27 L-arabinitol - -
28 D-glucitol - -
29 D-mannitol + +
30 /£ Galactitol - _ R
31 | Myo;Inositol ¢ " - -
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’g 32 Glucono-8-lacton pa x
" 33 D-gluconsaure Saure - -
34 D-gluconsaure Saure - -
| 35 D-gluconsaure Saure - -
; 36 DL-Michséaure - - 5
1 37 sukzinsaure Saure x pa :
] 38 Zitronensaure £ * k
v | 39 Methanol - - k
1 40 Ethanol x | + L

s

+: verwendbar. +: keine Aussage dariiber, welches, V: unbestimmt, und -
- nicht verwendet.

Tabelle 2: Fermentierbarkeit von Kohlenhydraten

No. Kohlenhydrat- - MCI3554 | MCI3555
1 D-glucose + +
2 D-galactose - -
3 Maltose- + | +
4 Sucrose . +
s Lactose, - -
6 Raffinose . _ -

+: fermentierbar, -: nicht fermentierbar

Tabelle 3: Verwendung von Stickstoffquellen

i

Stickstoffquelle MCI3554 MCI3555
' Ammoniumsulfat + +
Kaliumnitrat + +
L-lysin + +
Kadaverin + +

+: verwendbar, -; nicht verwendet

[0027] Die Haupt-Kohlenstoffquellen, die in dem Kulturmedium zur Kultivierung dieser Hefestamme verwen-
det wurden, sind nicht besonders beschrankt, so lange sie fermentierbare Kohlenstoffe sind. Vorzugsweise
konnen fermentierbare Kohlenstoffe wie Glucose, Fructose und Glycerin verwendet werden. Glucose wird be-
sonders bevorzugt. Diese fermentierbaren Kohlenhydrate kénnen allein oder in Kombination davon verwendet
werden. Obwohl ihre Konzentrationen nicht besonders beschrankt sind, ist es von Vorteil, innerhalb des Be-
reichs, der die Produktion von Erythrit nicht hemmt, eine Konzentration zu verwenden, die so hoch wie mdglich
ist. Die Konzentration liegt bevorzugt zwischen 20 und 50% (W/V), starker bevorzugt zwischen 35 und 40%
(WIV).

[0028] Die Stickstoffquellen sind bevorzugt aus Ammoniumsulfat in einer Menge von 50 bis 85% der gesam-
ten Stickstoffquellen in Bezug auf die Stickstoffatome und verschiedene organische oder anorganische Stick-
stoff enthaltende Verbindungen wie Ammoniumsalz auRer Ammoniumsulfat, Pepton, Hefeextrakt, Maisquell-
wasser und Ahnliche, in einer Menge vom Rest (15 bis 50%) der gesamten Stickstoffquellen zusammenge-

8/13



DE 697 20 379 T2 2004.02.12

setzt. Der Rest der Stickstoffquellen auler Ammoniumsulfat ist bevorzugt Maisquellwasser. Die Verwendung
von Ammoniumsulfat in einer Menge von weniger als 50% ist ungiinstig, da Glycerin als Nebenprodukt gebildet
werden kann, das erhaltene Erythrit dunkelbraun farbt oder eine groRe Menge an Salz kontaminiert. Auf der
anderen Seite ist die Verwendung von Ammoniumsulfat in einer Menge von mehr als 85% ebenfalls ungunstig,
da der Ertrag an Erythrit reduziert wird. Beispiele fiir die anorganischen Salze umfassen verschiedene phos-
phorische Salze, schweflige Salze, Salze mit Metallen wie Magnesium, Kalium, Mangan, Eisen, Zink oder Ahn-
liche. Wenn nétig kdnnen Faktoren, die das Wachstum der Hefestdmme foérdern kdnnen, zugesetzt werden.
Beispiele dafiir umfassen Vitamine, Nucleotide, Aminosduren und Ahnliche. Es ist erwiinscht, eine geeignete
Menge eines im Handel erhaltlichen Antischaummittels zuzusetzen, um die Schaumbildung wahrend der Zich-
tung zu verhindern.

[0029] Das Kulturmedium wird im friihen Stadium der Fermentierung auf einen pH-Wert von 3 bis 7J, bevor-
zugt 3 bis 4,5, starker bevorzugt 3,5 bis 4,0 eingestellt. Die Temperatur wahrend der Kultivierung wird auf 5 bis
40°C, bevorzugt auf 30 bis 37°C eingestellt.

[0030] Um die Kultivierung zu starten kdnnen die Mikrobenzellen direkt von der Schragkultur zum Kulturme-
dium inokuliert werden. Die Zellen werden bevorzugt einen bis vier Tage in einem Flissigmedium kultiviert und
die entstandene Kultur wird in das Kulturmedium inokuliert. Die Kultur wird unter aeroben Bedingungen unter
Ruhren bei Beliiftung oder Schitteln durchgefihrt. Die Kultur wird bevorzugt weitergefiihrt bis die Hauptkoh-
lenstoffquelle erschopft ist, im Allgemeinen drei bis sechs Tage lang. Die Menge des hergestellten Erythrits
kann durch Gaschromatograpie, Hochleistungs-Fliissigchromatographie oder Ahnliche durchgefiihrt werden.
[0031] Erythrit, welches so in dem Kulturmedium akkumuliert wird, kann mit den tblichen Verfahren vom Kul-
turmedium isoliert und gereinigt werden. Genauer, Erythrit kann durch Entfernen der Feststoffe, einschlieRlich
der Mikrobenzellen, durch Zentrifugation, Filtration oder Ahnliches isoliert und gereinigt werden, wobei die ent-
standene Flussigkeit durch die Behandlung mit lonenaustauschharz oder aktiviertem Kohlenstoff einer Entsal-
zung und Entfarbung unterzogen wird und durch Durchfihrung einer erneuten Kristallisation von der entstan-
denen Lésung isoliert werden.

[0032] Gemal dem Verfahren der vorliegenden Endung kann Erythrit in hohen Ertragsmengen unter Verwen-
dung von sicheren und preiswerten Stickstoffquellen, welche als Nahrungsmittelzusatze erlaubt sind, effizient
hergestellt werden.

[0033] Die folgenden Beispiele werden die vorliegende Erfindung detaillierter illustrieren, sind jedoch nicht so
konzipiert, dass sie den Umfang der Erfindung beschranken, da sie innerhalb des Hauptthemas der Erfindung
liegen.

(Zusammensetzung des Kulturmediums)

Tabelle 4

Glucose 40%
Maisquellwasser (Ohji Maisstarke) 1,5%
Ammoniumsulfat 0,886%
Kaliumdihydrogenphosphat 0,1%
Zinksulfat 0,005%
Vitamin B1 0,005%
Antischaummittel 0,05%

[0034] Inder vorstehenden Tabelle 4 ist das Verhaltnis des Ammoniumsulfats zum Maisquellwasser als Stick-
stoffquelle etwa 4 : 1 hinsichtlich des Stickstoffverhaltnisses (Stickstoffgehalt des Maisquellwassers: durch-
schnittlich 3%).

BEISPIELE 1-3

[0035] Zu einer mit Watte verstopften konischen 500 ml-Flasche wurden 100 ml eines Flissigmediums zuge-
setzt, welches 30% (WN) Glucose und 1% Hefeextrakt (Asahi Breweries) enthielt, gefolgt von einer Sterilisie-
rung bei 120°C uber 20 Minuten. Die Flasche wurde jeweils mit Schragkulturen von MCI13437, MCI3440 und
MCI3555, die auf herkbmmliche Weise hergestellt wurden, inokuliert und 3 Tage unter Schutteln bei 30°C ge-
zuchtet (Impfkultur). Zehn ml der Impfkultur wurden verwendet, um einen 1-Liter-Fermenter welcher 500 ml des
vorstehend in Tabelle 4 gezeigten Kulturmediums enthielt, zu inokulieren und wurden bei 35°C, 0,5 vvm Beluf-
tung und 800 UpM 4 Tage lang gezlchtet. Der pH-Wert des Mediums zur Zeit der Inokulation lag bei 3,9 bis
4,0 und der pH-Wert wurde durch Zusetzen einer 35%igen wassrigen Natriumhydroxidlésung wahrend der
Zuchtung bei 3,5 bis 3,7 aufrechterhalten. Die Konzentrationen von Erythrit und Glycerin im Kulturmedium wur-
den durch Hochleistungs-Fliissigchromatographie gemessen und der Grad der Farbung des Uberstands der
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Nahrldsung nach Beendigung der Ziichtung wurde durch Messung der Absorption bei 420 nm durch ein Spek-
trophotometer bestimmt.

[0036] Die Ergebnisse der Menge an hergestelltem Erythrit, der Menge an hergestelltem Glycerin und dem
Grad der Farbung des Kulturmediums jedes Stammes waren wie folgt.

Tabelle 5
T - . d der |
o Menge an | Menge an - ; Gra er .,
- Beispiel Nr.- Stamm ‘Erythrit - Glycerin Farbung -
: (A435)
1 MCI3437 150.9 g/L 66.6 g/L 0.412
2 MCI3440 124.5 g/L 3.0 g/L 0.552
3 MCI3555 170.3 g/L 4.5 g/L 0.673 _
BEISPIEL 4

[0037] Zu einer mit Watte verstopften konischen 500 mi-Flasche wurden 100 ml eines Flissigmediums zuge-
setzt, welches 30% (W/n Glucose und 1% Hefeextrakt (Asahi Breweries) enthielt, gefolgt von einer Sterilisie-
rung bei 120°C Uber 20 Minuten. Die Flasche wurde mit einer Ose einer Schragkultur von MCI3369, welches
auf herkdmmliche Weise hergestellt wurde, inokuliert und 3 Tage unter Schiitteln bei 35°C geziichtet (Die ent-
standene Impfkultur wird als ,Impfkultur A" bezeichnet). Zu einer mit Watte verstopften konischen 500 mi-Fla-
sche wurden 100 ml eines Flissigmediums zugesetzt, welches 30% (W/V) Glucose und 1% Hefeextrakt (Asahi
Breweries) enthielt, gefolgt von einer Sterilisierung bei 120°C tber 20 Minuten. Die Flasche wurde mit 2 ml der
vorstehenden Impfkultur A inokuliert, und 3 Tage unter Schiitteln bei 35°C geziichtet (Die entstandene Impf-
kultur wird als ,Impfkultur B" bezeichnet). Dreihundert ml der vorstehenden Impfkultur B wurden verwendet, um
einen 30-Liter-Fermenter welcher 15 1 des vorstehend in Tabelle 4 gezeigten Kulturmediums enthielt, zu ino-
kulieren und wurden bei 35°C, 0,5 vvm Beluftung, einem inneren Druck von 0,5 kg/cm?G und 350 UpM 4 Tage
lang gezlchtet. Der pH-Wert des Mediums zur Zeit der Inokulation lag bei 3,9 bis 4,0 und der pH-Wert wurde
durch Zusetzen einer 35%igen wassrigen Natriumhydroxidlésung wahrend der Ziichtung bei 3,5 bis 3,7 auf-
rechterhalten. Die Konzentrationen von Erythrit und Glycerin im Kulturmedium wurden durch Hochleis-
tungs-Flussigchromatographie gemessen. Als ein Ergebnis lag das Verhaltnis des Ertrags von Erythrit zu Glu-
cose bei 48,2%, wohingegen das Verhaltnis des Ertrags von Glycerin zu Glucose bei 1,1% lag. Der Grad der
Farbung des Uberstands der Nahrlésung nach Beendigung der Ziichtung lag bei 0,367 bei 420 nm.

BEISPIEL 5

[0038] Dreihundert ml der vorstehenden Impfkultur A wurden verwendet, um einen 30-Liter-Fermenter, wel-
cher 15 1 des Flussigmediums, welches 30% (W/V) Glucose, 3,7% Maisquellwasser (Ohji Maisstarke) und
0,1% eines Antischaummittels enthielt, zu inokulieren und bei 35°C, 0,5 vvm Beliftung, einem inneren Druck
von 0,5 kg/cm®G und 330 UpM 3 Tage lang gezichtet. (Die entstandene Impfkultur wird als ,Impfkultur C" be-
zeichnet). Dreihundert ml der vorstehenden Impfkultur C wurden verwendet, um einen 30-Liter-Fermenter wel-
cher 15 1 des vorstehend in Tabelle 4 gezeigten Kulturmediums enthielt, zu inokulieren und wurden bei 35°C,
0,5 vvm Beluftung, einem inneren Druck von 0,5 kg/cm®G und 330 UpM 4 Tage lang geziichtet. Der pH-Wert
des Mediums zur Zeit der Inokulation lag bei 3,9 bis 4,0 und der pH-Wert wurde durch Zusetzen einer 35%igen
wassrigen Natriumhydroxidlésung wahrend der Ziichtung bei 3,5 bis 3,7 aufrechterhalten. Die Konzentrationen
von Erythrit und Glycerin im Kulturmedium wurden durch Hochleistungs-Flissigchromatographie gemessen.
Als ein Ergebnis lag das Verhaltnis des Ertrags von Erythrit zu Glucose bei 47,2%, wohingegen das Verhaltnis
des Ertrags von Glycerin zu Glucose bei 0,9% lag. Der Grad der Farbung des Uberstands der Nahrlésung nach
Beendigung der Zuchtung lag bei 0,395 bei 420 nm.

BEISPIEL 6
[0039] Erythrit wurde auf dieselbe Weise wie in Beispiel 4 mit Ausnahme der Verwendung von MCI3371 her-
gestellt. Das Verhaltnis des Ertrags an Erythrit zu Glucose lag bei 48,0% wohingegen das Verhaltnis des Er-

trags von Glycerin zu Glucose bei 4,5% lag. Der Grad der Farbung des Uberstands der N&ahrlésung nach Be-
endigung der Zichtung lag bei 0,353 bei 420 nm.
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BEISPIEL 7

[0040] Zu einer mit Watte verstopften konischen 500 mi-Flasche wurden 100 ml eines Flissigmediums zuge-
setzt, welches 30% (WN) Glucose und 1% Hefeextrakt (Asahi Breweries) enthielt, gefolgt von einer Sterilisie-
rung bei 120°C uber 20 Minuten. Die Flasche wurde mit dem Stamm ATCC 8661, welcher auf herkdmmliche
Weise durch Schragkultur hergestellt wurde, inokuliert und 3 Tage unter Schiitteln bei 30°C gezuchtet (Impf-
kultur) Einhundert ml der Impfkultur wurden verwendet, um einen 5-Liter-Fermenter welcher 2,5 | des vorste-
hend in Tabelle 4 gezeigten Kulturmediums enthielt, zu inokulieren und wurden bei 30°C, 1 vvm Beliftung, 900
UpM und einem inneren Druck von 5 kg/ cm?G 5 Tage lang gezlichtet. Der pH-Wert des Mediums zur Zeit der
Inokulation lag bei 3,9 bis 4,0 und der pH-Wert wurde durch Zusetzen einer 35%igen wassrigen Natriumhyd-
roxidlésung wahrend der Zichtung bei 3,5 bis 3,7 aufrechterhalten. Die Konzentrationen von Erythrit und Gly-
cerin im Kulturmedium wurden durch Hochleistungs-Flissigchromatographie gemessen. Als ein Ergebnis lag
das Verhéltnis des Ertrags von Erythrit zu Glucose bei 43,9%,. Der Grad der Farbung des Uberstands der
Nahrlésung nach Beendigung der Ziichtung lag bei 0,365 bei 420 nm.

BEISPIELE 8 bis 12

[0041] Zu einer mit Watte verstopften konischen 500 mi-Flasche wurden 100 ml eines Flissigmediums zuge-
setzt, welches 30% (WN) Glucose und 1% Hefeextrakt (Asahi Breweries) enthielt, gefolgt von einer Sterilisie-
rung bei 120°C Uber 20 Minuten. Die Flasche wurde mit dem Stamm MCI3555, der auf herkémmliche Weise
auf einer Schragkultur gezlchtet wurde, inokuliert und 3 Tage unter Schitteln bei 30°C gezuchtet (Impfkultur).
Zehn ml der Impfkultur wurden verwendet, um einen 1-Liter-Fermenter welcher 500 ml des Kulturmediums, wie
in Tabelle 4 gezeigt, mit der Ausnahme, dass das Verhaltnis des Maisquellwassers und das Ammoniumsulfat
wie in Tablle 6 gezeigt, ausgetauscht wurde, enthielt, zu inokulieren und wurden bei 35°C, 0,5 vvm Beluftung
und 800 UpM 4 Tage lang geziichtet. Der pH-Wert des Mediums zur Zeit der Inokulation lag bei 3,9 bis 4,0 und
der pH-Wert wurde durch Zusetzen einer 35%igen wassrigen Natriumhydroxidlésung wahrend der Ziichtung
bei 3,5 bis 3,7 aufrechterhalten.

Tabelle 6
Beispiel Nr.: . Menge an- - Menge an
Maisquellwasser Ammoniumsulfat

i 8 3.0264% 0.5044%

9 2.5220% 0.6305%

10 1.2610% _ 0.94575%

11 0.7566% 1.07185% ’

- 12 5 0.5044% 1.1346G% .

[0042] Die Ergebnisse der Menge an hergestelltem Erythrit, der Menge an hergestelltem Glycerin und dem
Grad der Farbung des Kulturmediums jedes Stammes waren wie folgt.
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Tabelle 7
e Menge an | . Menge an .| Grad der -
Beispiel Nr. - Erythrit - Glycerin® ' Férbung |
: S (Agz0
8 - 160.5g/L 10.2g/L 1.585
9 180.5 g/L 6.7 g/L 1.318 %
10 169.3 g/L 4.8 g/L 0.993
11 135.2 g/L 27.0 g/L 0.721
12 89.7 g/L 45.0 g/L 0.691

VERGLEICHSBEISPIELE 1 bis 3
[0043] Erythrit wurde auf dieselbe Weise wie in den Beispielen 1 bis 3 hergestellt, mit der Ausnahme, dass
das Kulturmedium verwendet wurde, das die in Tabelle 8 gezeigte Zusammensetzung hat an Stelle des Kul-
turmediums, das die in Tabelle 4 gezeigte Zusammensetzung hat.

(Zusammensetzung des Kulturmediums des Vergleichsbeispiels)

Tabelle 8
Glucose 40%
Maisquellwasser (Ohji Maisstarke) 8%
Antischaummittel 0,05%

[0044] In Tabelle 8 war die verwendete Stickstoffquelle nur Maisquellwasser und der Stickstoffgehalt dieser
Zusammensetzung ist hinsichtlich der Stickstoffatome derselbe wie in der in Tabelle 4 gezeigten Zusammen-
setzung. Die Ergebnisse der Menge an hergestelltem Erythrit, der Menge an hergestelltem Glycerin und dem
Grad der Farbung des Kulturmediums jedes Stammes waren wie folgt.

Tabelle 9
Vergleichs- . Menge an Menge .ai'n - _Gfad der
Beispiel Nr Stamirfr. Erythrit . Glycerin Eazb:ng)
o 420
1 MCI3437 137.3 g/L 76.2 g/L 3.131
2 MCI3440 109.3 g/L] 18.7 g/L 2.707
3 MCI3555 167.5 g/L 14.5 g/L 3.112

VERGLEICHSBEISPIEL 4

[0045] Erythrit wurde auf dieselbe Weise wie in Beispiel 4 hergestellt, mit der Ausnahme, dass das Kulturme-
dium verwendet wurde, das die in Tabelle 8 gezeigte Zusammensetzung hat an Stelle des Kulturmediums, das
die in Tabelle 4 gezeigte Zusammensetzung hat.

[0046] Als ein Ergebnis lag das Verhaltnis des Ertrags von Erythrit zu Glucose bei 39,89%, wohingegen das
Verhaltnis des Ertrags von Glycerin zu Glucose bei 19,5% lag.
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Patentanspriiche

1. Verfahren zur Herstellung von Erythrit, umfassend die Schritte der Zliichtung eines Hefestammes, der
fahig ist, aus fermentierbarem Kohlenhydrat Erythrit herzustellen in einem Kulturmedium, das das fermentier-
bare Kohlenhydrat als eine Haupt-Kohlenstoffquelle enthalt, und der Gewinnung von Erythrit aus der Kultur,
wobei das Kulturmedium Ammoniumsulfat als eine Hauptstickstoffquelle enthalt.

2. Verfahren zur Herstellung von Erythrit nach Anspruch 1, wobei eine Ammoniumsulfatmenge im Bereich
von 50 bis 85% der Gesamtstickstoffquellen im Medium bezogen auf das Stickstoffatom liegt.

3. Verfahren zur Herstellung von Erythrit nach Anspruch 2, wobei das Medium zusatzlich Maisquellwasser
als eine Stickstoffquelle enthalt, und wobei eine Menge an Ammoniumsulfat im Bereich von 50 bis 85%, sowie
eine Menge an Maisquellwasser im Bereich von 15 bis 50% der Gesamtstickstoffquellen im Medium bezogen
auf das Stickstoffatom liegt.

4. Verfahren zur Herstellung von Erythrit nach einem der Anspriiche 1 bis 3, wobei der Hefestamm zur Gat-
tung Moniliella gehort.

5. Verfahren zur Herstellung von Erythrit nach Anspruch 4, wobei der Hefestamm Moniliella pollinis ist.

6. Verfahren zur Herstellung von Erythrit nach einem der Anspriiche 1 bis 3, wobei der Hefestamm zur Gat-
tung Yarrowia gehort.

7. Verfahren zur Herstellung von Erythrit nach Anspruch 6, wobei der Hefestamm Yarrowia lipolytica ist.

8. Verfahren zur Herstellung von Erythrit nach einem der Anspriiche 1 bis 3, wobei der Hefestamm zur Gat-
tung Trichosporonoides gehort.

9. Verfahren zur Herstellung von Erythrit nach Anspruch 8, wobei der Hefestamm ausgewahlt ist aus der
Gruppe bestehend aus Trichosporonoides oedocephalis, Trichosporonoides nigrescens und Trichosporonoi-
des megachiliensis.

10. Verfahren zur Herstellung von Erythrit nach einem der Anspriche 1 bis 9, wobei das fermentierbare
Kohlenhydrat ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus Glucose, Fructose und Glycerin.

11. Verfahren zur Herstellung von Erythrit nach einem der Anspriche 1 bis 10, wobei die Stickstoffquelle
in einer Konzentration von 0,1 bis 5,0% (w/v) in dem Medium enthalten ist.

12. Verfahren zur Herstellung von Erythrit nach einem der Anspriiche 1 bis 11, wobei der pH-Wert des Kul-
turmediums bei 3,0 bis 7,0 gehalten wird.

Es folgt kein Blatt Zeichnungen
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