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(57) Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur kontinuierlichen Herstellung genetisch homogener Actinomyceten-Kulturen
und verfolgt das Ziel, das Risiko der Degeneration dieser Mikroorganismen, das bei den bisher bekannten und

genutzten Methoden zur Anzucht und Vermehrung aufiritt, zu vermeiden. Die Aufgabe, ein dazu geeignetes Verfahren zu
beschreiben, wird dadurch geloest, daR die Actinomyceten in einer kontinuierlichen Submerskultur unter geeigneten

und reproduzierbaren Bedingungen kultiviert werden.
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- Titel der Erfindung

Verfahren zur kontinuierlichen Herstellung genetisch homogener
Actinomyceten-Kulturen

Anweﬁdungsgebiet der Erfindung '

D;é Erfindung betrifft ein Verfahren zur kontinuierlichen Her-
stellung von genetisch homogener Biomasse von Actinomyceten,
das in der technischen Mikrobiologie sowie in der mikrebiolo-
gischen und mikrobengenetischen Forschung einsetzbar iste

Charakteristik der bekannten technigchen Losungen

Es ist bekannt, dal Actinomyceten als Produzenten zahlreicher
" Metabolite und Enzyme in groBem Umfang in der pharmazeutischen
“und mikrobiologischen Industrie eingesetzt werden, Fiir einen
ungestérten und effektiven Produktionsablauf ist die Stabili-
t4t der Pahigkeit des betreffenden Produkbionsstammes zur Bil-
dung des erwinschten Produkts von entsoheidender_Bedeutung;

Aus der Praxis der technischen Mikrobiologie und der gene;
tischen Grundlagenforschung ist bekannt, daB es bei Produke
tionsstimmen von Actinomyceten, die zur Herstellung von Mebta-
boliten, wie z. B. Antibiotika und Enzymen genutzt werden,
| spontan zur Degeneration kommen kann, die durch den“Verlust
der Fihigkeit zur Bildung des betreffenden Produkts gekenn~
zeichnet ist. Weiterhin ist bekannt, daB derartige Degeneram
- tionen héﬁfig bei mehrmaligen aufeinanderfolgenden Uber-
impfungen der Bakterien auf Agarndhrbdden bzwe Passagierungen
in Nihrlosungen auftreten (Perlman et al., Apple. Microbiol. 2
(1954), 199; Reusser et al., Appl. Microbiol. 9 (1961), 342;
Reusser, Adve Appl. Microbiole 5 (1963); 189; Freeman und
Hopwood, J. Gen. Microbiole 406 (1978), 377).
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Die in der technischen Mikrobieclogie allgemein genutzten Methe-
den zur Anzucht und Vermehrung von Actinomyceten sind gerade
dadurch gekennzeichnet,; daB die Biomasse fir die Beimpfung der
Produktionsfermentoren ausgehend von Agarkulturen oder Mycel-
konserven durch mehrere aufeinanderfolgende Vorkulturen it zU-
nehménden Kulturvolumina gewonnen wirde. Nachteilig an dieser
Verfahrenswelse iSt, daR sie nux bedingt reproduzierbar isb

wnd daB auf Grund der mehrmaligen Uberimpfungen und der langen’
Kult1v1erunga7e1u das Risiko fir eine Degeneratlon des be~ |
treffenden Agtlnomycetenystammeo besonders groB iste

Bin Kultiviefungsverfahren, mit dem unter reproduzierbaren Be-
dingungen genetisch homogene Biomasse won Actinomyceten herge—
stellt werden kann, ist bisher nicht bekannt.

Ziel der Erfindung

Die Erfindung verfolgt das Ziel, unber reproduzierbaren Be-
dingungen genebisch homogene Biomasse von Actinomyceben herzu-
stellen, um die Nachteile der bisher bekannten und genutzten
Mebhoden zur Anzucht und Vermehrung dieser Mikroorganismen zu
vermeiden. '

Darlegung des Wesens der Erfindung

Der Brfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein konbtinuierliches
Kultivierungsverfahren zu beschreiben, mit dem genetisch homo-
gene Biomasse von Actinomyceten ﬁnter’reproduzierbaren Be=
dihgungen hergestellt werden kann, Das Verfahren soll die
Nachteile der bisher bekannten Methoden zur Anzucht und Ver-
mehrung dieser Bakterien, die im Risiko der Degeneration der
Bakterien und in der ungeniigenden Reprodu21erbarkelt besgtehen,
vermeldeno '

" BrfindungsgemiB wird die Aufgabe dadurch geldst, daB der be-

- treffende AcLLnomycetenmstamm in einer kontinuierlichen Sub-
merskulbur (Chemostat) unter Verwendung einer Mineralsalze,
eine organische Kohlenstoff- und eine Stickstoffquelle ent-
haltenden Nzhrlosung geziichtet wird. Die Art des limitierenden
Substrats in der Nahrlésung, welches das Wachstum der Bakbericn
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~in der Kontinuierlichen Kultur begrenzt, und die Verdinnungs-
rate D im Chemostaten (D = ¥/V; F ... ZufluBrate der Nihr-
16sung und V ..« Volumen des XulturgefiBes) sind von ent-
"scheidender Bedeutung fiir die Brhaltung der genetischen Stabi-
1it4% der Actinomyceben~Kultur,

Der Erfindung gemdB wird- als limitierendes Substrat in der
N&hrlosung die Sticksboffquelle verwendet. Die Verdiinnungs—
rate D der konbinuierlichen Kulbtur soll 20 bis 40 % der mexi-
malen Wachstumsrate des'betreffenden'Bakterienstammes in der
verwendeten'Néhrlbsdng betragen. Die Kultivierung wird bei
_einer KultLV1erungstemperatur im Bereich von 25 bis 37 ¢
durchgefihrb.

- Die konbtinuierliche Kulbtur wird beliiftet und bei.mycelbildenden
Actinomycetien hochbourig gerithrt, um eine ausreichende Zer- '
kleinerung des wachsenden Mycels zu erreichen.

Das Verfahren wird folgendermaBen durchgefiihrt:

Zur Beimpfung der konbtinuierlichen Kultur wird eine Vorkulbur
des zu kultivierenden Actinomyceten-Stammes hergestellt. Dazu
wird eine Nahrlisung gleicher Zusammensebzung wie fur die
kontinuierliche Kultur verwendet. Zur Beimpfung der Vorkultur
werden entsprechend der Wachstumsform der Actinomyceten—Art
Sporen, Mycel, Mycelfragmente oder Einzelzellen benutzt. Bei
Verwendung von Mycel werden grofe lfycelteile bzwe Mycelpellets
~ vorher durch Filtriqren durch ein geeignetes Bakterienfilter
entfernt, so daB eine Suspension von Mycelbteilen mdglichst ge-
ringer Grise gewonnen wird. Nach Erreichen der logarithmischen
Wachsbumsphase wird die Vorkultur in das leere KulturgefdB des
" Chemostaten eingeimpft} Die Beluftung und die Rihrung werden
eingestellt. Die Wahl der Drehzahl des Rilhrers erfolghb in Ab-
héngigkeit von der Actinomycebten-Art in der Weise, daB eine
mogllchst welbgehende Frakbtionierung des Mycels gewahrlelutet
| w1rd, ohne daf es zur Lyse des Mycels kommbe

Eine konstante ZufluBrate der Nzhrlosung, die Mineralsalze,
eine organische Kohlenptoffquelle und als limitierenden Be-
standteil eine Stickstoffquelle enbthilt, wird eingestellt, wow
bei die Verdiinnungsrate D der kontinuierlichen Kultur 20 bis
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40 % der maximalen Wachstumsrate der Aotlnomyceten-Art in dieser
Nahrldsung betragen 501l

Das FlieBgleichgewicht der konbinuierlichen Kultur (steady
state) ist erreicht, wenn mindestens die N#hrldsungsmenge zur
Kultur zugefihrt worden ist, die dem funffachen Arbeltsvolumen
des KulbturgefdfBes entsprlchto

Danach kann die aus dem Chemosbaten abflieBende Kulturldsung ge-
sammelt und weiter verwendet werden. Die in der Kultur enf-
haltenen Bakbterien sind iber mehrere Wochen zu mindestens 99 %
hinsichtlich ihrer genebischen Merkmele, wie z., B. der Fahig-
keit zur Bildung von Metaboliten und Enzymen, homogen und
stabiles Sie konnen als Impfmaterial fiir Fermentationsverfahren
in der technischen Mikrobiologie und als Ausgangsmaterial fiir
Stammhalbung und -konservierung verwendeb werden; Ebenso eignen
sie sich als Ausgangsmaterial fir experimentelle Zwecke in der
mikrobiologischen und genetischen Forschung.

Ausfihrungsbeispiel

Das folgende Beispiel dient dazu, die Erflndung zu erliutern,
ohne sie Hierauf zu beschrinkens

Von einer Schrégagarkultur (AL 53-Agar) des Streptomyces hygros-
copicus JA 6599/NG 60493, Bildner des Macrolid-Antibiotikums
Turimycin, werden die Sporen durch Abschwemmen mit Glucose-
Mlneralsalz»Medlum.gewonnen. Die Suspen31on wird durch ein G2-
Bakterienfilter (VEB Schott & Geno, Jena) filtriert, um damib
groflle Myceltelle Zu entfernena Mit der Sporensuspension werden
400 ml Glucose-Mineralsalz-Medium in der Weise beimpft, daB et~
Lowa. ﬂOG Sporen pro ml enthalten sind. Die Vorkulbur wird im
Fernbachkolben bei 30 O¢ auf einem Reziprokschiittler mit einer
Frequenz von 130 min ~1 15 Stunden geschutuelta‘Dle Vorkultur
enthalt dann Mycelflocken mit bis zu 20 Verzweigungen und wird
in das leere KulburgefdB des Chemostaten. geimpft, das ein
Arbeit svolumen von 250 ml habe Dananh werden sofort die Nahr-
18sungszufvhr (Glucose ~Minerslsalz-Medium) mit einer Ver-
dinnungsrate von D = 0,1 pro h; der Rihrer, der aus einem
horizontal am Ende der Rilhrerwelle befestigben Glaspléttchen
von 25 X 110 x 2 mm besteht, mit einer Drehzahl von 3000 min™1
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und die Beliiftung mit einer Rate von 0,1 1 Luft pro Stunde und
1 Kulturvolumen eingestellt, Die Kthlv1erungstemperatur bew~
trigb 30 Ce ' :

Die kontinuierliche Kultivierung wird unter den genannten Be-
dingungen 28 Tage lang durchgeFuhrf. Wahrend dieser Zeit sind
die aus den Bakterien auf Agarmedium wachsenden Kolonien zu
100 % in der Lage, sowohl Luftmycel als auch das Antibiobikum
Turimycin zu bilden, Die in der Kultur enthaltene Population
ist also hinsichtlich aleser beiden Eigenschaften homogen und
stabil, ’

- Zusammensebtzung von Glucose-MineralsalzuMedium:

(Angaben in g pro 1) :

Glucose 2,0 NH401 (llmltlerendes Substrat) 0, 08 KHZPO4 2 723
Na HPO, ® 12 B0 74163 NaOl 5,1; NayS0, 1,07; MgCl, © 6 1,0
0,041, Fe012/3 0,0054 MnCl 0,0039; Vltamlnfree Casamlno
Acids (Difco Laboratorles, Detr01t) 0,1 Lésungsmittel aqua

desto, pH-~Wert 6484

Zusammensetzung von AL 53-Agar:

(4ngaben in g pro 1) '

Saccharose 3,0 Dextrln 15 U3 Harnstoff O 1 NaCl 0,5, KHZPO4
045; Hefeextrakt 1,0; Pepton (bakb.) 5,0- FesO, (1%ig) 1 ml;

Fadenagar 15,0; Lésungsmittel aqua deste, pH-Werb 7,2.

Zur Prifung der genetischen Homogenitiat und Stabilitit werden
aus dem Chemostaten t&glich Proben entnommen, verdiant und auf
AL 53~Agar platbiert. Nach Inkubation bei 28 °C wird die Lufte
mycel-Bildungsfihigkeit der Kolonien visuell und die Turi-
mycin-Bildungsfihigkeit mit einem bekannben mlkroblologlschen
’Testveriahren (Agardlffu51onstest Kihler und Noack, Z. Allgs
Mikrobiols 14 (1974), 529.) geprift, wobei aus statistischen
Grinden von jeder Probe mindestens 200 Kolonien untersucht
Werdeno



~6- 2172783

Erfindungsanspruch

Verfahren zur kontinuierlichen Herstellung genetisch homegener
Actinomyceten-Kulturen, gekennzeichnet dadurch, dal Actine-
myceten in einer kontinuierlichen Submerskultur (Chemosbtat)
unber Beliftung und bei mycelbildenden Arten unter Mycel-
fraktionierung gewshrleistender, jedoch lMycellyse aussthlieBen-
der hochtouriger Rilhrung in einen Mineralsalze, eine organische
Kohlenstoffquelle sowie eine Sticksboffquelle; die als wachs—~
tunslimitierendes Substrab verwendet wird, enthaltenden Nahr-
16sung bei einer Verdiinnungsrabe, die 20 bis 40 % der maximalen
Wachstumsrate der betreffenden Actinomyceten-irt in dieser
N&hrlosung entspricht;‘und bei einer Kultivierungstemperatux

im Bereich von 25 bis 37 OC kultiviert werden, und daB die
‘resultierende homogene Actinomyceten-Kultur als Impfmaterial
fir Permentabionen in der mikrobiologischen Industrie und als
Ausgangsnaterial fiir Porschungszwecke und fir Stammhalbung ‘
und ;konservierung verwendet wirde
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