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Zielsteliung zugeordnete Aufgabe wird in der Weise geldst, daB man die Fermentation der einbezogenen E.
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Kohlenstoffquelle und Mineralsalzen, vorzugsweise in einem Glukose-Mineralsalz-Medium wohldefinierter
Zusammensetzung, abschnittsweise durchfiihrt, wobei zuerst ein Batch-Abschnitt mit maximaler spezifischer
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Verfahren lassen sich E. coli-Kulturen mit groBer Stabilitét zu Biotrockenmassekonzentrationen im
Hochzelidichte-Bereich fermentieren.
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Patentanspriiche:

1.

Verfahren zur Hochzelldichte-Fermentation von Escherichia coli in einem Riihrkesselfermentor,

dadurch gekennzeichnet, da man in sinem Medium mit einem Gehalt an Stickstoffquelle,

organischer Kohlenstoffquelle sowie Mineralsalzen fermentiert und die Fermentation

abschnittsweise durchfiihrt, indem man

= zuerst einen Batch-Abschnitt mit maximaler spezifischer Wachstumsrate sowie

- danach einen Fed-Batch-Abschnitt mit submaximaler, (iber den Sauerstoffeintrag gesteuerter
und/oder geregelter spezifischer Wachstumsrate vorsieht, wobei in diesem Abschnitt mit
Magnesiumsulfat supplementierte Glukoseldsung zugefiittert wird.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzelchnet, da® man im Fed-Batch-Abschnitt ein

zeitliches Profil fiir die submaximale spezifische Wachstumsrate vorsieht.

Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzelchnet, daR man im Fed-Batch-Abschnitt als

zeitliches Profil eine etwa konstante submaximale spezifische Wachstumsrate vorsieht,

. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dafl man den

Fed-Batch-Abschnitt nach Erreichen des durch den Ruhrkesselfernientor vorgegebenen
maximalen Sauerstoffeintrags mit einem Unterabschnitt beendet, bei dem die submaximale
spezifische Wachstumsrate abfilit,

. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daR man

E.coli K12 oder einen Abkémmling davon und vorzugsweise E. coli TG 1 fermentiert,

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekerinzeichnet, da man in
Gegenwart von Supplinen fermentiert und Auxotrophien kompensiert.

Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daR man bei Thiamin-Auxotrophie des zu
varmentierenden E.-coli-K 12-Stammes in Gegenwart von Thiamin fermentiert,

. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daR man E. coli TG1in Gegenwart einer

Thiamin-Konzentration <4,5mg/I fermentiert.

. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, da® man

10.

1"

12

13.

14.

165.

- wihrend der gesamten Fermentation den gasformigen Sauerstoff nur mit Hilfe von Luft zufiihrt
oder
- zu Beginn der Fermentation den gasférmigen Sauerstoff mit Luft und spater mit durch
Sauerstoff angereicherter Luft oder reinem Sauerstoff aufihrt, .
Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, da man als
organische Kohlenstoffquelle Monosaccharide, Disaccharide und/oder Polyole verwendet,
Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gexennzelchinet, dal man als organische Kohlensteffquelle
Glukose, Saccharose, Lactose und/oder Glycerin verwendet.
Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daR man im
Fed-Batch-Abschnitt zur Zufitterung eine L&sung obiger Beschaffenheit, die Glukose in einer
Konzentration <700g/I sowie MgSo, - 7H,0 in einer Konzentration < 19,2g/l enthélt, sowie
gegebenenfalls Antischaummittel verwendet, '
Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB man bei
Verfahrensbeginn ein Ndhrmedium einsetzt, welches bereits alle Nahrsubstrate fir die
Gesamtfermentation mit der Ausnahme enthilt, daB zusétzlich zu der Festsetzung nach
Anspruch 12 zur pH-Einstellung noch walBrige Ammoniaklésung zudosiert wird.
Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dal man ein
Narmedium einsetzt, das qualitativ folgende Komponenten umfaft: Glukose,
Kaliumdihydrogenphosphat, Diammoniumhydrogenptiosphat, Magnesiumsulfat, Eisenzitrat,
Kobaltchlorid, Manganchlorid, Kupferchlorid, Borséure, Natriummolybdat, Zinkacetat, Titriplex il
und/oder Zitronenséure sowie ggf. Antischaummittel und ggf. Suppline zur Kompensation von
Auxotrophien. ,
Verfahren nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, daR man ein Ndhrmedium verwendet, das
folgende Komponenten umfaft: Glukose (=50g/1), KH,PO,4 (<13,3g/1), (NH,4),HPO4 (=4 g/1),
MgSQ; - 7H,0 (=1,2g/l), Eisenzitrat (=60mg/l), CoCl, - 6H,0 (<2,5mg/1), MnCl, - 4H,0 (=15mg/l),
CUC|2 . 2H20 (S 1,5 mg/l), H3BO3 (53 mg/l), N82M004 + 2 Hzo (52,5 mg/l), Zn(CH3COO)2 « 2 H;O
(=8mg/l), Titriplex lll (< 8,4mg/l) und/oder Zitronenséure (< 1,7g/1) sowie ggf. Antischaummittel
Ucolub N115 (<0,1ml/I).
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Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzelchnet, daR man die
Bestandteile des Néhrmediums in folgender Reihenfolge in den Fermentor sinbringt:
- 2uerst Kaliumhydrogenphosphat, Diammoniumhydrogenphosphat und/oder Zitronenséure;
- danach eine ggf. aus Stammiésungen angesetzte Losung aus Kobaltchlorid, Manganchlorid,
Kupferchlorid, Borséure, Natriummolybdat, Zinkacetat und/oder Titriplex I,
- danach Eisenzitrat,
— danach ggf. Antischaummittel
und danach sterilisiert,
Verfahren nach Anspruch 16, dadurch gekennzelchnet, daR man fiir die aus Stammlsungen
angesetzte Lésung zuerst Titriplex Ill vorlegt.
Verfahren nach einem der Anspriiche 11 bis 17, dadurch gekennzelchnet, daR man nach
Sterilisation derim Fermentor vorgelegten Lésung eine sterilisierte Lésung von Glukose und/oder
Magnesiumsuifat in den Fermentor einbringt. :
Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzelchnet, daR man im
Batch-Abschnitt bei einem pH < 7,5, insbesondere im Bereich von 6,6 bis 6,9 und vorzugsweisee
bei etwa 6,8, fermentiert. '
Verfahren nach Anspruch 13 und 19, dadurch gekennzeichnet, da man zur pH-Einstsllung
wiéllrige Ammoniaklosung siner Konzentration < 25% verwendet.
Verfahren nach einem der varhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, da man im
Batch-Abschnitt mit Hilfe allméhlicher Erhéhung der Riihrerdrehzahl einen p0, = 1%,
vorzugsweise im Bereich von 5 bis 20% und insbesondere etwa 10%, einstelit.
Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzelchnet, da man nach
beendetem Fed-Batci.-Abschnitt zur submaximalen spezifischen Wachstumsrate des Fed-Batch-
Abschnittes tibergeht, indem man
- entweder wéhrend aines Zeitraumes von 5 Minuten bis 60 Minuten die Riihrerdrehzahl
erniedrigt
- oder wéhrend eines Zeitraumes von 0,5 Stunden bis 10 Stunden die Ruihrerdrehzahi konstant
halt,
Vesfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, da man im
Fed-Batch-Abschnitt mit Hilfe der Glukosedosierung einen pO, = 1%, vorzugsweise im Bereich
von 5 bis 20% und insbesondere von etwa 10%, einstellt.
Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzelchnet, da man im
Fed-Batch-Abschnitt mit Hilfe erhéhten Sauerstoffeintrags die gewiinschte submaximale
spezifische Wachstumsrate einstelit,
Verfahren nach Anspruch 24, dadurch gekennzeichnet, daR man die Rithrerdrehzahl, die
Begasungsrate, den Druck und/oder den Sauerstoffgehalt der Luft erh6ht oder mit Sauerstoff
tegast.
Verfahten nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daR man im
Fed-Batch-Abschnitt die submaximale spezifische Wachtumsrate (iberwacht und mit ihrer Hilfe
einen addquaten Sauerstoffeintrag einstellt. :
Verfahren nach Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, daR man die submaximale spezifische
Wachstumsrate mit Hilfe des Sauerstoffgehalts der Fermentorabluft iiberwacht.
Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzelichnet, da® man im
Fed-Batch-Abschnitt, nachdem der technisch maximal zu realisierende Sauerstoffeintrag erreicht
worden ist, die Kultur mit Hilfe der pO,-Regelung durch Glukose-Dosierung bei sinkender
submaximaler spezifischer Wachstumsrate weitarfermentiert.
Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daR man die
Konzentration an Biotrockenmasse variiert, indem man
- das Verhéltnis der Dauer des Batch-Abschnittes zur Dauer des Fed-Batch-Abschnittes und/oder
~ im Fed-Batch-Abschnitt die H6he der konstant zu haltenden submaximalen spezifischen
Wachstumsrate variiert.

Y
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Anwendungsgeblet der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren 2ur Hochzelldichte-Fermentation von E.coli-Stimmen, darunter solche, die sich als Wirta fiir
Vektoren mit rekombinanten Expressionssystemen eignen.

Das Anwendungsgebiet der Erfindung liegt generell in jenen Industriezweigen einer Volkswirtschaft, die einen Biotechnologie-
Sektor aufv. sisen und in diesem E. coli-Stdmme als Produzentenorganismen einsetzen.

Charakteristik des bekannten Standes der Technik

E.coliwird hiiufig als zellulérer Wirt fiir die Bildung rekombinanter DNA-Produkte verwendet. Neben einer hohen intrazelluldren
Konzentration andem gewiinschtan Praduktist die Erzielung hoher Konzentrationen an Zellon im Fermentor eine entscheidende
Voraussetzung filr eine hohe Gesaratausbeute.

Bei der Kuliivierung 2u hohen Zelldichten im {btichen Rilhrkesselfermentor wird man mit den Problemen der
Wachstumsinhibition durch 2u hohe Substratanfangskonzentrationen, dem Verbrauch essentieller Néhrmedienbestandteile im
Verlaufe der Kultivierung, der Bildung von inhibitorisch wirkenden Nebenprodukten des Stoffwechséls und der begrenzten
Kapazitit der Sauerstoffzufiihrung konfrontiert,

Den steigenden Bedarf an Sauerstoff einer wachsenden E. coli-Kultur kann man durch verschiedene Strategien zu decken
versuchen, néimlich: Steigerung der Riihrerdrehzahl und der Begasungsrate, Zufihrung vdn sauerstoffangereicherter Luft (Jung
et al. 1986; Fass et al. 1989; Krilger 1989; Eppstein et al. 1989), Begasung mit relnem Sauerstoff (Bauer und Shiloach 1974;
Shiloach und Bauer 1975; Bauer und White 1976; Bauer und Ziv 1976; Mori et al. 1979; Gleiser und Bauer 1981; Mitzutani et al.
1986; Baily et al. 1987; Pan et al. 1987; Kriiger 1989), Kultivierung bei niedrigen Temperaturen (Shiloach und Bauer 1975; Bauer
und White 1976; Bauer und Ziv 1976) und bei erhdhtem Druck (Tsai et al, 1987).

Mitiiberschilssigem Sauerstoff wurde E. coliin elnem Glukose-Mineralsalzmedium bis zu 18,5¢g Biotrockenmasse X/l fermentiert
(Relling et al. 1985). Krilger (1989) und Eppstein et al. (1989) erreichten 19g X/I. Wachstum zu h8heren Zelldichten erforderte eine
Fed-Batch-Technik, um einerseits Inhibition und Limitation von Substanzen auszuschalten und andererseits die Bildung von
inhibitorischen Nebenprodukten des Stoffwechsels zu verhindern. In allen Féllen war es erforderlich, neben der C-Quelle und
Ammoniak als N-Quelle und pH-Regulator auch andere Nahrstoffe zu dosieren. Unter Verwendung eines Glukose-
Mineralsalzmediums erzielten Eppstein et al. {1989) durch zusitzliches Nachfittern von Salzen 39g X/I. Fass et al. (1989)
erreichten durch Doslerung von Glukosel$sung, in der sich auch Magnesiumsulfat befand, zu einem vorgelegten Glukose-
Mineralsalzmedium 45g X/I. Zusétzliches Nachfiittern von Salzen fiihrte bei Pan et al. (1987) zu 95g X/1.

Andere Fed-Batch-Fermentationen wurden in Glukose-Mineralsalzmedien durchgefiihrt, die vor detan Beimpfung zusitzlich
Hefeextrakt oder autolysiertes Hefepulver enthieiten, Ohne zusétzliches Nachfittern wihrend des Zellwachstums auBer Glukose
und Ammoniak wurden 38g X/l erhalten (Mori et al, 1979). Zusétzliches Dosieren von Salzen ergab héhere
Biomassekonzentrationen mit 47 g X/I (Bauer und White 1976), 65g X/! (Shiloach und Bauer 1975) und 689 X/i (Bauer und Ziv
1976). Zusétzliches Dosieren von Salzen, Spurenelementen und Vitaminen fihrte zu 70g X/} {Fieschko und Ritsch 1988), Sehr
hohe Zelldichten von 110g X/I (Cutayar und Poillon 1989) und 125g X/I (Mori et al. 1979) konnten durch ein komplexes
Nachfiittern von Salzen, Hefeextrakt und Spurenslementen zusitzlich zur Gblichen Dosierung von Glukose und Ammoniak
erhalten werden, Eine weitere Supplementisrung eines Glukose-Mineralsalzmediums, das vor der Beimpfung schon Hefeextrakt
enthielt, mit Bactotrypton oder Pepton sowie die Zudosierung dieser komplexen Substrate wihrend der Fermentation fiihrte zu
keiner weiteren Erhdhung der Biomassekonzentration (Bailey et al, 1987; Tsai et al 1987). Sehr hohe Bioimassenkonzentrationen
von 80 bis 105g X/I (Eppstein et al. 1989) wurden durch Kombination der cbenbeschriebenen Fed-Batch-Technik {Dosierung von
Glukose und Salzen) durch Begasung mit sauerstoffangereicherter Luft erzilt. Kriiger {1988) erzielte durch Begasung mit reinem
Sauerstoff 112¢g X/I.

Die obenbeschriebenen Verfahren sind alle mit dem Nachteil behaftet, daB sie sehr komplexe Nachfiitterungs-Systeme
darstellen, Die Zugabe aller zus#tzlichen Nahrstoffe auBer Glukose oder mit Magnesiumsulfat versetzter Glukose und Ammoniak
bedingen spezielle Ndhrsubstratdosierungen, die entweder nur zeitwelse Zugaben oder zeitgesteusrte Zugabaphasen
beinhalten. Diese betrifft auch den Einsatz des gasférmigen Substrates Sauerstoff, .

Eine Abkehr von derart komplexen Nachfitterungssystemen war dann erstmals mit dem Verfahren 2ur E.coli-Hochzelldichte-
Kultivierung von T.MATSUI et al. {Agric. Biol. Chem. 1989, 53 [8}, 21 15-20; Pat-JP 63.157.974) méglich, d.h., in Verbindung mit
dieser Verfahrenslésung konnte erstmals sin {Ausgangs-) N&hrmedium mit hinreichend kompletter Ausstattung an Mineralsalz-
sowie Spurenmetall-lonen angegeben werden, so dat nunmehr Farmentationen zu hohen Zelldichten unter alleiniger
Zudosierung von Glukose und Ammonlumwasser durchfiihrbar wurden (bis zu Biomasse-Konzentrationen von 134g X/l).

Mit diesem Verfahren kénnen jedoch noch keine léingeren Fed-Batch-Fermentationsabschnitte mit konstanter spezifischer
Wachstumsrate it < imy realisiert werden (vgl. die nachstehenden Darlegungen), die keinerlei rlickgekoppelte Kontrolle dieses
Zustandsparameters angestrebt wird, Fiir den ProzeB von MATSUI et al. ist weiterhin nachteilig, daB die Kohlenstoff-Quelle in
Form von Pulver nachzufiittern ist, was den Einsatz von speziell zu fertigender Dosierungstechnik erfordert. Auch unter dem
Aspekt seiner Gesamt-Effektivitit |48t disses Hochzelldichte-Verfahren noch Wiinsche offen, denn die Mineralsalz- und
Spurenmetall-lonen sind in auBerordentlich hohen Ausgangskonzentrationen bersitzustellen, und wihrend der Fermentation
wird dar Ubsrgang zur Begasung mit purem Sauerstoff unvermeidlich,

E.coli-Zellen, die als Wirte fir Vektoren dienen und somit zur Bildung rekombinanter DNA-Produkte verwendet werden, miissen
dem einzusetzenden Expressionssystem fiir das rekombinante Produkt ad#quat fermentiert werden. Dies bedeutet, daR
E.coli-Wirte mit anschaltbaren Expressionssystemen zunichst zu hohen Zelldichten fermentiert werden und dann die
Anschaltung der rekombinanten DNA-Expression vorgenommen wird. Fiir E.coli sind auch eine Reihe homologer und
heterologer Expressionssysteme, die konstitutiv sind bzw. bel denen die Expression bei niederen spezifischen Wachstumsraten
héher ist als bei der im jeweiligen N&hrmedium maximal méglichen spezifischen Wachstumsrate Mmax, bekannt, Die spezifische
Wachstumsrate ist wie folgt definiert:

p=1/X-dX/dt.
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Es sind einige L8sungen bekannt, mit denen ein Wachstum von €.colimit p < Py realisiert wurde, So orreichten Zabriskie und
Arcuri (1986) durch die ZufUtterung der Kohlenstoffquelle zur Fermentationslsung mit einer konstanten Rate, die geringer war
als disjenige, die 2u . gefilhrt hitte, daB die Kultur mit H < Hmax Wuchs. Nachtell dieser Vorgehenswelse ist jedoch, daf sich u
sténdig &ndert, Bei Konstanthaltung der Doslerungsrate tiber den gesamten Fed-Batch-ProzeB wiirde usténdig fallen, Allen und
Luli (1985) entwickelten sine Strategle, mit der die spezifische Wachstumsrate 1 mit zunehmender Zelldichte von Zeit zu Zeit
durch Einstellung neuer Zufiitterungsraten der Kohlenstoffquelle zeitweise neu eingestelit wurde. Diese Strategle impliziertden
Nachtell, daB sich jt in einem Toleranzbereich, der von der Hiufigkeit der Off-line-Messungen von Glukose und Zelldichte
abhéingt, stidndig &ndert, obwohl ein Wachstum mit p < pip. €rzwungen wird. Anderungen in der spezifischen Wachstumsrate
ziehen Unstetigkeiten im Stoffwechsel nach sich und kdnnen destabilisierend wirken, insbesondere dann, wenn es zur Bildung
von inhibitorisch wirkenden Nebenprodukten des Metabolismus kommt.

Um ein Wachstum mit konstantem 1 zu realisiersn, wurde von Les und Mohler {1989) eine kontrolliarte Wachstumsraten-
Fermentationvorgestellt. Kernstiick der Vorgehensweise st die standige Messung des von den Zellen withrend des Wachstums
gebildeten Kohlendioxides, die hieraus per Computer berechnete jeweilige aktuelle Wachstumsrate und die sofortige
Realisierung der zur Aufrechterhaltung der Soll-Wert-Wachstumsrate notwendigen Einstellung der Doslerrate der
Kohlenstoffquelle mit der geloppelten Zufiitterung der C-Quelle. Auf diese Weise gelang Lea und Mohler (1989) die Kultivierung
von E.coli mit annéhernd kenstantem p < Hmex Im Bereich der Zelldichten von 0,3 bis 60g X/l (EP 0315944 A2), Die Strategie der
Konstanthaltung von pt iiber die MeBgréRe CO, beinhaltet aber prinziplell den Nachtell, daR CO; nicht in allen Féllen ein
wachstumskorreliertes Signal Ist. Dies trifft vor allem dann 2u, wenn Umstellungen im Sgoffwechsel stattfinden oder
anaplerotische Biosynthesewsge von den Zellen genutzt werden, was besonders bel sehr hohen Zelldichten und
Kohlenstoffmangel auftreten kann. Ein weiterer Nachteil der Vorgehensweise von Lee und Mohler besteht darin, daR nach
Ausschdpfung aller M8glichkeiten zur Erh&hung des Sauerstoffeintrages im jewells verwendeten Fermentorsystem dus
Wachstum schnell abbricht, da die Geléstsauerstoffkonzentration sofort abféllt. Nach der Wachstumsphase mit 0 = const < Y.
ist somit eine spiirbare Verlingerung des Wachstums zur weiteren Steigerung der Zelldichte mit ¥ < Himex bel stéindig

fallenden p nicht méglich. Des waiteren ist dis Geldstkohlendioxidkonzentration im eingesteliten pH-Bereich sehr stark vom
pH-Wert abhiingig; kleine pH-Anderungen wirken sich negativ auf das MeBsignal aus und kénnen zu einer Verfélschung der
M-Berechnung fithren,

Ziel der Erfindung

Die Erfindung verfolgt das Ziel, E.coli-Populationen in Riihrkesselfermentatoren bei effektiverer Substratverwendung 2u sehr
hohen Zelldichten zu fermentieren.

Darlegung des Wesens der Erfindung

DerErfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein unaufwendig durchfihrbares Verfahren zu beschreiben, nach dem E. coli-Stdmme

In Riihrkesselfermentoren bel effektiver Substratverwendung zu hohen Zelldichten fermentiert werden konnen.

ErfindungsgemiR wird diese Aufgabe durch ein Verfahren zur Hochzelldichte-Fermentation von Escherichia coli im

Rihrkessetfermentor geldst, das dadurch gekennzeichnet ist, daB man in einem Medium mit einem Gehalt an Stickstoffquelle,

organischer Kohlenstoffquelle und Mineralsalzen fermentiert und die Fermentation abschnittsweise durchfiihrt, indem man

~ auerst einen Batch-Abschnitt mit maximaler spezifischer Wachstumsrate und

- danach einen Fed-Batch-Abschnitt mit submaximaler, iiber den Sauerstoffeintrag gesteuerter und/oder geregelter
spezifischer Wachstumsrate vorsieht, wobsi in diesem Abschnitt mit Magnesiumsulfat supplementierte Glukoseldsung
2ugefiittert wird,

GemiB einer speziellen Ausfishrungsform kann man im Fed-Batch-Abschnitt eine etwa konstante submaximale spezifische

Wachstumsrate vorsehen. Ferner kann der Fed-Batch-Abschnitt nach Erreichen des durch den Riihrkesselfermentor

vorgegebenen maximalen Sauerstoffeintrags mit einem Unterabschnitt beendet werden, béi dem die spezifische

Wachstumsrate abflit,

Seit dem 26.11.1973 Hegt bel der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturan eine Hinterlegung vor fiir den

Stamm E. coliK 12 (Reg.-Nr. DSM498); der Stamm E.coli TG 1 hingegen istvorveréffentlicht bei Carter et al, {1985), Nucleic Acids

Res. 13: 4431-4443,

Man kann die Fermentierung in Gegenwart von Supplinen vornehmen und dadurch Auxotrophien kompensieren, Liegt eine

Thiamin-Auxotrophie vor, so kann man den E. coli-Stamm in Gegenwart von Thiamin fermentieren. Beispielsweise kann man

E.coli TG 1in Gegenwart einer Thiamin-Konzentration =4,5mg/l fermentieren.

Es Ist mbglich, wihrend der gesamten Fermentation den gasfdrmigen Sauerstoff nur mit Hilfe von Luft 2uzufithren. Man kann

jedoch den gasférmigen Sauerstoff auch zuerst mit Hilfe von Luft zufiihren und danach mit Sauerstoff angereicherte Luft oder

Sauerstoff verwenden, :

Als organische Kohlenstoffquelle kann man vorzugsweise Monosaccharide, Disaccharide und/oder Polyole, Glucose,

Saccharose, Lactose und/oder Glycerin verwenden. Gem4® einer speziellen Ausfilhrungsform desvorgeschlagenen Verfahrens

kann man im Fed-Batch-Abschnitt mit Magnesiumsulfat (beispielsweise einer Konzentration =<19,2g MgSO, - 7H,0/1)

supplementierte Glukoselsung (beispielsweise einer Konzentration <700g/1) und ggf. Antischaummittel verwenden.

GeméR einer weiteren speziellen Ausfithrungsform kann das in das vorgeschlagene Verfahren eingesetzte Ndhrmedium bersits

alle Nahrsubstrate fiir die gesamte Fermentation mit den Ausnahmen enthalten, da8

~ wisserige Ammoniakldsung (beispielsweise einer Konzentration =25%) zur pH-Einstellung zudosiert wird,

- im Fed-Batch-Abschnitt mit Magnesiumsulfat (beispielsweise einer Konzentration <19,2g MgSO0, - 7H,0/1) supplementierte
Glukoseldsung (beisplelsweise einer Konzentration <700g/1} 2udosiert wird und

- ggf. Antischaummittel, beispielsweise Ucolub N 115 {Brenntag Mineraloel GmbH, BRD), zudosiert wird.
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Das In das vorgeschlagene Verfahren eingesetzte Néhrmedium kann qualitativ beisplelswelse folgende Komponenten

umfassen:

Glukose, Kaliumdihydrogenphosphat, Diammoniumhydrogenphosphat, Magnesiumsulfat, Eisenzitrat, Kobaltchlorid,

Manganchlorid, Kupferchlorid, Borsiure, Natriummolybdat, Zinkacetat, Titriplex 11l (Ethylendiamintetraessigs&ure-

dinatrilumsalz; Fa. Merck, BRD) und/oder Zitronenséure sowle gof. Antischaummittel und ggf. Suppline zur Kompensation von

Auxotrophien.

Insbesondere kann das eingesetate Nshrmedium beispielsweise folgende Komponenten umfassen: Glukose (< 50g/1), KH,PO,

(=13,3g/1), INH),JHPO, (< 49/1), MgSO, - 7H,0 (< 1,29/1), Elsenzitrat (< 80mg/l}, CoCl, - 6H,0 {s2,5mg/l), MnCl, - 4H,Q

(s16mg/l), CuCl; - 2H,0 (=< 1,5mg/l), H,B80, (<3mg/l), Na;MoO, - 2H,0 (= 2,5mg/l), Zn(CH;COOY), - 2H,0 (s8mg/l), Titriplex i

(s8,4mg/l) und/oder Zitronensiure (< 1,7 g/l) sowia ggf. Antischaummittel Jcolub N115 {<0,1mi/l).

Zur Durchfithrung des vorgeschlagenen Verfahrens kann man die Bestandteile des Nshrmediums in folgender Reihenfolge in

den Fermetor einbringen:

=~ zuerst Kaliumdihydrogenphosphat, Diammoniumhydrogenphosphat und/oder Zitronens#ure;

~ danach eine ggf. aus Stamml8sung angesetzte Ldsung von Kobaltchlorid, Manganchlorid, Kupferchlorid, Bors#ure,
Natrlummolybdat, Zinkacetat und/oder Titriplex Iil,

~ danach Eisenzitrat,

~ danach ggf. ein Antischaummitte!,

wonach man sterilisiert,

Fir die aus Stammldsungen angesetzte Ldsung kann man zuerst Titriplex Il vorlegen,

Nach Sterilisation der im Fermentor vorgelegten Lésung kann man eine sterilisierte Ldsung von Glukose und/oder

Magnesiumsulfat in den Fermentor einbringen. '

Nach der Beimpfung des Nihrmediums kann vor dem Batch-Abschnitt eine lag-Phase auftreten.

Im Batch-Abschnitt kann man belspielswelse bel einem PH < 7,5,insbescndere im Bereich von 6,6 bis 6,9 und vorzugswelse bel

etwa 6,8, fermentieren. Die Einstellung des pH-Wartes kann mit wiisseriger Ammoniakldsung (elner Korizentration von

beisplelswelse < 25%) erfolgen,

GomiR einer spezisllen Ausfihrungsform des vorgeschlagenen Verfahrens kann man im Batch-Abschnitt durch alim&hliche

Erhdhung der Rithrerdrehzahl einen pO, = 1%, vorzugsweise im Bersich von 5 bis 20% und insbesondere etwa 10%, einstellen.

Nach beendetem Batch-Abschnitt kann man zur submaximalen spezifischen Wachstumsrate des Fed-Batch-Abschnitts dadurch

tbergehen, daB man

~- entweder die Rihrerdrehzahl erniedrigt, beispielsweise im Bereich von 5 bis 60min,

- oder die Rihrerdrehzahl konstant hilt, beispielsweise im Bereich von 0,5 bis 10h. .

Im Fed-Batch-Abschnitt kann man mit Hilfe der Glukosedosierung einen pO, = 1%, vorzugsweise im Bereich von 5 bis 20% und

insbesondere von etwa 10%, einstellen,

Auch kann man im Fed-Batch-Abschnitt die gewlinschte submaximale spezifische Wachstumsrate mit Hilfe erhdhten

Sauerstoffeintrags einstellen. Dazu kann man die Rilhrerdrehzahl, die Begasungsrate, den Druck und/oder den Sauerstoffgehalt

der Luft erhdhen oder mit Sauerstoff begasen,

Wenn man beim Fed-Batch-Abschnitt die submaximale spezifische Wachstumsrate iberwacht, kann man mit ihrer Hilfe einen

addquater Sauerstoffeintrag einstellen, Die submaximale spezifische Wachstumsrate 148t sich vorzugsweise mit Hilfe des

Sauerstoffgehalts der Fermentorabluft iberwachen.

GemaB einer speziellen Ausflihrungsform des vorgeschlagenen Verfahrens kann man die Kultur im Fed-Batch-Abschnitt,

nachdem der technisch maximal zu realisierende Sauerstoffeintrag erreicht worden Ist, mit Hilfe der p0,-Regelung durch

Glukose-Dosierung bei sinkender submaximaler spezifischer Wachstumsrate waeiterfermentieren.

Der Vollstindigkeit halber sei auch angemerkt, daR man die Konzentration an Biotrockenmasse dadurch variierenkann, daR man

~ das Verhiltnis der Dauer des Batch-Abschnitts zur Dauer des Fed-Batch-Abschnitts und/oder

~ im Fed-Batch-Abschnitt die Héhe der etwa konstant zu haltenden submaximalen spezifischen Wachstumsrate variiert. So
kénnen mindestens etwa 95g X/I, beispielsweise bei einer Kultivierung von E.coli TG 1 bei u = 0,107 1/h = const, im Fed-
Batch-Abschnitt erreicht werden. '

Nachdem fir das jewsilige Fermentorsystem die Sauerstoffeintragsleistung nicht mehr gesteigert werden kann, erlaubt

Uberraschender Weise das vorliegende Verfahran ein weiteres Wachstum; allerdings bei fallendem p ohne eintretenden Mange!

an Sauerstoff fiir die Zellen in der Kulturldsung mittels der vorliegenden pO;-Regelung. In dem oben beschriebenen Medium

wurde auf diese Weise mit E.coli TG 1 eine Biotrockenmassekonzentration von mindestens 110g X/l erhalten, wobei das

Endvolumen zu 76% des Fermentornettovolumens nicht iberschritten wird.

Nachstehend wird die Erfindung durch eine Figur und ein Ausfiihrungsbeispiel naher erldutert,

Ausfithrungsbelspiel

Das Hachzelldichte-Fermentationsvarfahren soll am Beispiel der Kultivierung von E. coli TG 1 im 72-1-Fermentor (B. Braun
Melsungen AG, Typ 8015.1.01) néher beschrieben werden.

Die 2u beimpfende N&hrldsung von 371 enthielt folgende Bestandteile: Glukose (25 3/1), KH,PO, (13,3g/1), (NH,),HPO, (4g/1),
MgS0, - 7H,0 (1,2g/1), Eisen-(lll)-zitrat (60mg/l), CoCl, - 8H,0 (2,5mg/l), MnCl; - 4H,0 (15mg/l), CuCl, - 2H,0 {1,5mg/l), H;B0,
{3mg/1), Na;MoOQ, - 2H,0 (2,6mg/l), Zn(CH;COO), - 2H,0 (8mg/1), Thiamin (4,6 mg/l), Titriplex !l (8,4 mg/l), Zitronensiure
{1,7g/1) und Ucolub N115 (0,1 ml/l). Die Zubereitung dieser Nahrlésung wurde folgendermaRen vorgenommen: Zunéchst
wurden 148¢g (NH,),HPO,, 492,1 g KH,PO, und 62,99 Zitronenséure als Trockensubstanz in ca. 30| deionisiertem Wasser im
Fermentor geldst; dann folgten der Zusatz von 257,4m| Spurengemischlésung, der Zusatz einar Eisen(lll)-zitratlésung (2,229
Eisen(lil)-zitrat in 300m!) und von 3,7ml Ucolub N 115. Die Spurengemischlésung wurde aus Stammlésungen in nachfolgender
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Welse hergestellt: 62,2ml Titriplex lll {5g/1), 34,3mI CoCl, - 2 H,0(2,79/1), 34,7ml CuCl, - 2H,0 (1,8g/1), 34,7 ml MnCl; - 4H,0
(18g/71), 27,8mI H3B0,4 (4g/1), 30,8 ml Na;MoO, - 2H,0 (3 g/1) und 32,9ml Zn(CH;COO), - 2H,0 (9g/1). Die Ldsung im Fermentor
wurde auf Gibliche Weisa sterilisiert. AnschlieBend wurden zur Komplettierung noch separat steriliserte Glukoseldsung(1,0176kg
Glukosemonohydrat in 2,61 H,0), sterilisierte Magnesiumsulfatiésung (44,5g MgSO, - 7H,0 in 11 H,0), sterllfiltrierte
Thiaminldsung (166,5mg in 100mI H,0) zugesetat, der pH-Wert mit wiSriger Ammoniaklésung (25%) auf 6,8 eingestelit, und
schileBllich mit sterilem H,0 bis zum Erreichen von 36,81 aufgefiilit. AnschlieBend erfolgte die Beimpfung mit 200ml einer
aufgetauten Glycerin-Kulturkonserve (20% v/v) von E.coli TG 1. . R

Die Kultivierung von E.coli TG 1 wurde bei einer Temperatur von 28°C, efnem Druck von 1,5bar, einem pH-Wertvon 6,8 und einer
Begasungsrate von 851/min vorgenommaen. Der pH-Wert wurde wihrend der gesaimten Fermentation durch geregelte
Dosierung von 26 % NH, konstant gehalten. In Abb. 1 sind die zeitlichen Verl&ufe der Rilhrerdrehzahl, der Konzentration der
Biotrockenmasse X, der Glukosekonzentration und der Geldstsauerstoffkonzentration dargestellt.

Im Batch-Abschnitt der Hochzelldichte-Fermentation wuchs die Kultur nach der Beimpfung zum Zeitpunkt t = 0 nach einer
kurzen lag-Phase von ca. 2h mit maximaler spezifischer Wachstumsrate {Hmax = 0,468 1/h). Nach Erreichen des Wertes von 10%
wurde der pO; durch geregelte Erh8hung der Rithrerdrehzah! im weiteren Verlauf konstant gehalten. Nach Verbrauch der 2u
Beginn vorgelegten Glukese war der Batch-Abschnitt beendet, Der PO, stieg drastisch an, Danach érfolgte keine weitere
Regelung des pO, ilber die Rithrerdrehzahl, Zur Absenkung der spezifischen Wachstumsrate von Hmex = 0,456 aufp = 0,11 1/h
wurde die Riihrerdrehzahl von 420 U/min auf 260U/min im Zeitraum von 30 Minuten abgesenkt. AnschlieRend wurde die
PO2-Regelung Gber die Dosierung von mit Magnesiumsulfat (19,29 MgSO0, - 7H,0/1) supplementierter Glukoselésung (700g/l)
in Betrieb genommen. Die Konstanthaltung von p in der Phase 1 des Fed-Batch-Abschnittes erfolgte durch Erh8hung des
Sauerstoffeintrages. Zu diesem Zweck wurde die Drehzahl dber einen Pl-Regler mit der RegelgréRe p gestelit, Die spezifische
Wachstumsrate wurde indirekt aus der Sauerstoffbilanz des Systems nach folgender Formel ermittelt:

Qoalt)
K+ t{ Qo2lr)dr

ult) =

wobel: Qo; die Sauerstoffverbrauchsrate und
K der Quotiantaus der Biotrockenmassekonzentration zum Zeitpunkt tound dem Ertragskoeffizienten fiir Sauerstoff sind,

Am Ende der ersten Phase des Fed-Batch-Abschnittes wurde eine Konzentration an Biotrockenmasse von 959/l erreicht.
Aufgrund des nicht mehr erhdhbaren Sauerstoffsintrages in die Kulturlésung nach Erreichen der technisch maximal méglichen
Rihrerdrehzahl wuchs die Kultur in der Phase 2 des Fed-Batch-Abschnittes dann mit sténdig fallendem p. Am Ende dieser Phase
und somit zu FermentationsabschluR konnte eine Biotrockenmasse von 110g X/l erhalten werden.,
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Abb .
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