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Fremgangsmide til fremstilling af
bakteriecellemasse.

Den foreliggende opfindelse angdr en fremgangsméde til fremstil-
ling af bakteriecellemasse, der indeholder en stor mengde protein
og desuden fedtstoffer, carbonhydrater og vitaminer. Cellemassen tje-
ner som grundsubstans for fodermidler.

Kendte metoder til fremstilling af bakteriecellemasse ved hjalp
af bakteriestammer, der vokser p& methanol som eneste carbonkilde,
fgrer ofte til produkter, der indeholder farvestoffer, slim eller
ugnskede reservestoffer sisom polyhydroxysmgrsyre, hvorved deres eg-
nethed som fodermidler indskrankes starkt. Lugt, smag
eller toksiske egenskaber hos sddanne ledsagende stoffer kan forhin-

dre en sddan anvendelse.
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Man har nu fundet en ny stamme af slagten Methylomonas, der som
carbonkilde kan bruge methanol, methan eller dimethylamin. Denne
stamme er nybestemt som Methylomonas clara FH-B-5460 og deponeret i
American Type Culture Collection under betegnelsen ATCC 31226.

Fremgangsmiden til fremstilling af bakteriecellemasse ifglge op-
findelsen ved dyrkning af bakterier af slagten Methylomonas under ae-
robe betingelser i et neringsmedium indeholdende methanol som carbon-
kilde, nitrogenkilder og mineralsalte er ejendommelig ved, at der an-
vendes en stamme af arten Methylomonas clara ATCC 31.226, og at kon-~-
centrationen af methanol ligger mellem 5 og 150 dpm beregnet pa& vag-

ten af naringsmediet. Methanol er den eneste carbonkilde.
Foretrukket er en methanolkoncentration, der ligger mellem 5 og

100 dpm. Serlig foretrukket, isar til kontinuerlig drift, er en me-
thanolkoncentration mellem 5 og 30 dpm.

Fremgangsmdden foregdr i godt udluftede fermentationsbeholdere,
der indeholder et naringsmedium, der foruden methanol som eneste car-
bonkilde indeholder salte s&som kaliumnitrat, ammoniumsulfat, ammoni-
umphosphat eller ammoniak som nitrogenkilde. Desuden indeholder det
phosphater sd&som kaliumdihydrogenphosphat eller dinatriumhydrogen-
phosphat samt magnesium- Og kaliumsalte; desuden spor af grundstof-
fer, sdledes som de indeholdes i ledningsvand, altsd isar jern-, kob-
ber- og molybdansalte.

Fremgangsmidden gennemfgres fortrinsvis ved temperaturer mellem
30 og 42°C, fortrinsvis mellem 35 og 39°¢.

Fremgangsmaden ifglge opfindelsen kan foregd i kendte fermenta-
tionsbeholdere, f.eks. i luftgennemstrgmmede rgrkedler eller ogsd i
moderne geringsbeholdere sasom "slynge"reaktorer med afbrudt eller
kontinuerlig drift.

Det flydende neringsmedium i fermentationsbeholderen udluftes

med 0,1-1,5 liter luft pr. liter neringsmedium og minut (vvm) .

Den methanolkoncentration, der skal opretholdes, kan styres kon~-
tinuerligt ved forskellige forholdsregler, f.eks. ved maling af ni-
trogenforbruget, af mengden af baktericellemasse i suspensionen eller
fortrinsvis ved m&ling af carbondioxidproduktionen. Denne regulering
kan med sarlig fordel ogsd ske ved hjalp af malingen af gasformig me-
thanol med en flammeioniseringsdetektor.

pH-vaerdien af den kultursuspensionen, der bestdr af naringsmedium
og den voksende bakteriecellemassg, ligger fortrinsvis mellem 4,0 og
9,0, serlig foretrukket mellem 6,0 og 7,2. N&r kultursuspensionens
pH-verdi falder under den foreskrevne vardi, tilsazttes der en tilsva-

rende mengde alkali, f.eks. natrigmhydroxid— eller kaliumhydroxidop-
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lgsning. En for hg¢j pH-verdi reguleres ved tilsetning af syre, f.eks.
saltsyre eller svovlsyre.

Fraskillelsen af bakteriecellemassen sker pd gaengs made, f.eks.
ved centrifugering under flere gange vask med vand. Hertil kan der
anvendes dekanteringsmidler og separatorer. Man far sdledes en pa-
staagtig bakteriecellemasse, der stadig indeholde 75-90 vagtprocent
vand.

Tgrringen kan ske pd forskellige mdder, f.eks. ved valsetgrring,
tgrring i hvirvellag eller sprgjtetgrring. Det sdledes tgrrede pro-
dukt indeholder kun 1-4 vagtprocent vand og 80-90 vagtprocent rapro-
tein. I dette ré&protein er mengden af aminosyre 75-78 vagtprocent,
idet mangden af essentielle aminosyre er ca. 50 vagtprocent af det
samlede indhold af aminosyre. Produktets indhold af nucleinsyre,
fedt og carbonhydrater er lavt. Nucleinsyreindholdet ligger mellem
10 og 14 vagtprocent, indholdet af fedt ligger mellem 5 og 10 vegt-
procent, og indholdet af carbonhydrater ligger mellem 5 og 10 vagt-
procent.

Serlig fordelagtigt er det, at den ved fremgangsmiden ifglge op-
findelsen fremstillede tgrrede bakteriecellemasse ikke indeholder
pigmenter, toksiske stoffer, reservestoffer sdsom slim eller poly-
hydroxysmprsyre, gdelaggende lugtstoffer eller sekundere metabolitter.

Den ved fremgangsméden ifglge opfindelsen opndede tgrrede bak-
teriecellemasse er derfor i sarlig udstrakning egnet som kilde for
aggehvidestoffer til dyrefoder.

Den ny art Methylomonas clara FH-B-5460 ATCC 31226 kan karak-
teriseres som fglger.

I. Vakstbetingelser
a) Ingen vakst pa Glukoseaggr eller glukosemedium, k@d-

bouillonagar eller kgdbouillonnarings-
medium, gelatine, peptonagar eller -me-
dium, lakmusmelk, kartoffelnaringsmedium
og aminosyrenaringsmedium.
b) Vakst pa Methanolholdigt syntetisk naringsmedium
IT. Morfologi

‘a) Korte smd stave pd 0,5-1,5 P bevagelige ved polare fimrehér,
ingen sporedannelse, cystedannelse.
b) Koloniformen rund, gennemskinnelig, let glinsende.

c) Ingen pigmentdannelse.



III. Fysiologi

a)

b)

c)

Vakst ved: 20°% i,

25°¢C +
30°C ++
35%C +++
37°C +4+++
399C +++
41% +

Optimal vaksttemperatur: 37%

Optimal pH-verdi: 6,8-7,0

Gram-negativ
Vaekstfaktorer
Vakstbetingelser

Polyhydroxysmgr-
syredannelse

Indoldannelse
Acetonedannelse
Reduktion af NO3

Cytochromoxidase
Katalase
isocitratdehydrogenase
Malatdehydrogenase

Oxidase

Dannelse af st
Smeltning af gelatine
Stivelseshydrolyse
Citronsyredannelse

Mzlkekoagulering

vekst pé
Ammoniumsalte
Urinstoffer
Acetat
Dimethylamin
Trimethylamin

Monomethylamin

pakravet

+ + + + +
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Formiat -
Formaldehyd -
Sukker, Polysaccharid -
Alkoholer (excl. me-

thanol) -
N2—fiksering +
COz-fiksering

De kendte Methylomonas-arter og andre methanolforbrugende mi-
kroorganismer er beskrevet i Bergey's Manual of Determinative Bac-
terology, 8. udg., Williams & Wilkens Company, Baltimore 1974; desu-
den er beslagtede stammer blevet karakteriseret i forskellige publi-
kationer. Nedenstiende tabel I viser teknikkens stade i sammenlig-
ning med de karakteristiske egenskaber hos den nye art Methylomonas
clara. Som tabellen viser, er Pseudomonas-—arterne forskellige ved
dannelsen af polyhydroxysmgrsyre og manglende vekst p& methan eller
dimethylamin som hos den nye art. De kendte Methylomonas-arter adskil-
ler sig fra den nye art ved temperaturoptimum, pigmentdannelse, poly-
hydroxysmgrsyredannelse og kokke-form. Et yderligere vigtigere ad-
skillelsekendetegn mellem den nye art og kendte arter er hexylose-
phosphatvejen. Denne er hos de.a nye art energetisk begunstiget
i forhold til methanoludnyttelsens serinvej.

I nedenst&ende tabel betyder G+C (%) i slutningen af fgrste
kolonne guanin- og cytosinmengden i det samlede indhold af pyrimi-
dinbaser.

I kolonne 2 karakteriseres den nye art Methylomonas clara ATCC
31266.

I kolonne 3-7 samt 11 er anfgrt beslagtede stammer, der er be-
skrevet i Bergey's Manual of Determinative Bacteriology, 8. udg.,

1974, The Williams & Wilkens Company, Baltimore.
I kolonnerne 8-10 er angivet beslaegtede arter fra nogle enkelte

publikationer. Det drejer sig om Pseudomonas methanolica, der er
beskrevet i USA patentskrift nr. 3.755.082, Pseudomonas AM 1, der
er beskrevet i J. Bact. 114 (1), 390 (1973), og Pseudomonas me-
thylotropa, der er beskrevet i tysk fremlazggelsesskrift nr. 2.161.164.
Narvarende patent omfatter ikke fremgangsmédens anvendelser
ved tilvirkning af naringsmidler.
Fglgende eksempler illustrerer fremgangsméden ifglge opfindel=

sen yderligere.
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PHBS - - - (] - (] + -
N,-fiksering _M_ - O +
OONlmHWmthb@ = 1
NO., a. nitrogen- ]
3 kilde [+] * +
Temp. opt. °C 319 (30 H 37
Vakst p&d aminosyrer’ - + |
Methanol s. C-kilde + + + + + + + +
Methan s. C-kilde + + + + + - - =] +
Ethanol s. C-kilde - - + , il - -
Hexulosephosphatvesj + + o + +
Serinvei = H
Formaldehyd
Formiat . -
.:;.mn:m;epm - -
Dimethylamid + = =1
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Eksempel 1
Stammen Methylomonas clara FH-B-5460 ATCC 31266 holdes ved dyrk-

ning pa smi skrd rg¢r med fglgende sammensetning:

Agar 18 g
85%'s H3PO4 2,0 ml
12%'s NH4OH 3,0 ml
NaHPO4 0,01 g
HZSO4 1,2 g
MgSO, . 7 H,0 0,8 g
FeSO4 . 7 HZO 0,03 g
Methanol (tilsat f¢r

rgrene tappes) 10,0 ml
Sporelementopl.x) 1,0 ml
Vand 1 liter
pH fgr sterili-

sation 6,7

%) indeholder CuSO3, H3BO3, MnSO4, ZnSO4 og NaZMoO4

De skri r¢r med denne sammensatning opvarmes 30 minutter i en
autoklav til 120°Cc. Derefter podes rgrene med lethylomonas clara
og holdes i 2 dggn pa 37°c. Fra to r¢r vaskes cellemassen med 10 ml
fysiologisk kogsaltoplgsning og overfgres til naste trin.

Dette trin er en rystekultur (forkultur), hvor der anvendes en
Erlenmeyerkolbe pd 2 liter, der fyldes med 1 liter naringsoplgsning
som ovenfor, dog uden agar, og hertil sattes 3,3 ml methanol (filtre-
ret sterilt). Denne kultur holdes i tre dpgn ved 37OC i rystemaskinen,
der kgrer med 220 0/m og en amplitude pd 4 cm. Efter 24 og 48 timers
forlgb tilsattes 3,3 ml methanol.

Det fglgende trin (hovedkultur) foretages i en fermenteringsbe-
holder med et volumen pd 25 liter, der fyldes med ca. 20 liter af o-
venstdende naringsoplgsning, dog uden methanol og uden agar. Efter
sterilisering (30 min./lZOOC/l,2—1,4 bar) podes fermenteringsbehol-
deren med 2 liter forkultur. Fermenteringsbetingelserne i fermente-
ringsbeholderen, der er udstyret med en bladomrgrer, ventilationskrans

og tre skvulpeplader, er fglgende:

Temperatur 37%

Udluftning 10 liter/min. 0,5 vvm
Tryk 0,2 bar

Omdrejningstal 500 o/m

pH-verdi 6,6
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Methanol tilsattes pd forhdnd med 20 ml; hver gang cellernes CC,-

produktion falder, tilsattes yderligere 20 ml methanol. Methanol-

koncentrationen bliver derved ikke mere end 0,1l volumenprocent.

Efter 22 timer overfgres hovedkulturens 20 liter kultursuspen-

sion til en forfermenteringsbeholder pa 200 liter. Denne fermente-

ringsbeholder behandles ngjagtig som hovedkulturen, og den er udsty-

ret p& samme mdde. Fermenteringsbetingelserne er:

Temperatur
Udluftning
Tryk
Omdrejningstal

pH~-vaerdi

37°%

6-8 m>/h
0,2 bar

380 o/m

6,7

0,5-0,75 vvm

pH-vardien holdes med 10%'s sterilt ammoniakvand p& 6,7-6,8.

Methanoltilfgrslen reguleres ved madling af methanolkoncentrationen i

afgangsluften ved hjelp af et FID (flammeioniseringsdetektor), idet

ethvert fald i methanolvardien under 50 ppm medfgrer yderligere til-

satning af methanol. Ved 600 vpm methanol i udgangsluften er der

0,22% methanol i oplgsningen.

Efter 20 timers fermentering podes en hovedfermenteringsbeholder

med 200 liter kultursuspension fra forfermenteringsbeholderen; den

indeholder 2000 liter naringsoplgsning og har fglgende driftsbetin-

gelser:

Temperatur
Udluftning
Tryk
Omdrejningstal
pH-verdi

37%

60-80 m°/h
0,2 bar
170 o/m
6,7

0,5-0,75 vvm

Tilsatningen af methanol sker som i forfermenteringsbeholderen pa 200

liter. Methanolkoncentrationen ligger ved 50-80 ppm i neringsoplgsnin-

gen. Efter 22 timers fermenteringstid hgstes bakteriecellemassen.

Hertil bringes kultursuspensionens pH ved tilsatning af fortyndet

svovlsyre pd 4,0, og cellemassen slynges i separatoren ved 400 o/m.

Man kan ogsd slynge ved pH 6,5-6,8. Den slyngede cellemasse (tgrstof-

indhold 20%) vaskes med vand og bringes derefter i separatoren til

et tgrstofindhold p& 25%. Herefter tgrres cellemassen i en sprgjte-

tgrrer ved en indgangstemperatur pa 120-150°C. Det siledes fremkomne

pulver indeholder stadig en restfugtighed pd 1,5-3,5% samt
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(N x 6,25)

raprotein 85%
Aminosyrer 74%
Essentielle amino-
syrer heraf ca. 50%
Nucleinsyrer 8-12%
Rafedt 6- 8%
Raaske 5- 6%

(procentangivelserne er vegtprocent) .

Eksempel 2
Stammen Methylomonas clara FH-B-5460 ATCC 31266 dyrkes som be-

skrevet i eksempel 1.
Hovedfermenteringsbeholderen er p& 3000 liter og beregnet til
kontinuerlig fermentering under stadig ventilering. Dens driftsbe-

tingelser er fglgende:

Temperatur 37%

vdluftning 80 Nm>/h 0,67 vvm
Tryvk 0,1 bar
Omdrejningstal 390 o/m

pH-verdi 6,8

Der podes med 200 liter kultursuspension fra forfermenteringsbe-
holderen; den indeholder 2000 liter naringsoplgsning (som beskrevet
i begyndelsen af eksempel 1, dog uden agar). Methanolkoncentrationen
miles som beskrevet ovenfor og reguleres ved tilsatning af methanol/
vand i et volumenforhold p& 40:60, s&ledes at der opretholdes en fri
middelmethanolkoncentration p& 10-50 ppm methanol i naringsoplgsningen.

Efter produktion af 7-10 kg cellemasse/liter optages kontinuer-
lig drift.

Med en gennemstrgmningshastighed (D) pa 0,25/h tilsettes nerings-
mediet; dette tal gges efter ca. 12 timer til D = 0,33/h, hvilket
udggr ca. 650 1/h. Efter dette tidspunkt har strgmningsligevagten
reguleret sig ind. Den frie middelmethanolkoncentration holdes nu
mellem 10 og 20 ppm. Den tilsvarende mengde tilgroet naringsmedium
fjernes, holdes i en mellembeholder uden tilsaztning af methanol i
1-2 timer og tilfgres derefter til cellefraskillelse og tgrring som

beskrevet i eksempel 1.
Den siledes opndede cellemasse indeholder 2-4% restfugtighed samt
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10
Riprotein (N x 6,25 81%
Aminosyrer 70%
Essentielle aminosyrer 50% af de samlede aminosyrer
Nucleinsyrer 8-10%
Rafedt 5-10%

Riaske 5-10%
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PATENTEKRAV

—— — o o P G (o S T P o S

1. Fremgangsmdde til fremstilling af bakteriecellemasse ved dyrk-
ning af bakterier af slagten Methylomonas under aerobe betingelser i
et neringsmedium, der indeholder methanol som carbonkilde, nitrogen-
kilder og essentielle mineralsalte, kendetegnet ved, at
der anvendes en stamme af arten Methylomonas clara ATCC 31226 og at
koncentrationen af methanol ligger mellem 5 og 150 dpm beregnet pa
vegten af naringsmediet.

2. Fremgangsmide ifglge krav 1, k en detegnet ved, at
ved kontinuerlig drift ligger koncentrationen af methanol mellem 5

og 30 dpm beregnet pd vagten af naringsmediet.

Fremdragne publikationer:
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