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(54) Verfahren zur kontinuierlichen Herstellung von organischen Sauren

(57) Die vorliegende Erfindung beinhaltet ein Verfahren zur kontinuierlichen Herstellung von organischen S&uren,
besonders organischen GenuRsauren, das es gestattet, organische Sauren in solcher Qualitdt herzustellen, daB sie
sowohl fiir den Einsatz in der Lebensmittel- und pharmazeutischen Industrie als auch fiir medizinische und
biochemische Zwecke geeignet sind. Organische Sauren produzierende Mikroorganismen werden in geeigneter
Weise in eine Kapsel aus Polyelektrolytkomplexen eingeschlossen und mit Nahr- bzw. Produktionsmedium umspiilt.
Die Substanzumsetzung findet bei Temperaturen von 4-40°C und bei fiir die Produktion der jeweiligen Saure
optimalen pH-Werten statt. Die resultierende, die organische Séure enthaltende Lésung (iber eine geeignete
ionenaustauschaktive Substanz enthaltende S&ule gefiihrt und so vom Produkt befreit. Die vom Produkt befreite
Lésung kann mit Substrat versetzt und der erneuten Fermentation zugefiihrt werden.
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Patentanspriiche:

1. Verfahren zur kontinuierlichen Herstellung von organischen Séuren, vorzugswelse organischen Genuf3séuren,
gekennzeichnet dadurch, daR organische Sauren produzierende Mikroorganismen in eine semipermeablé Membran aus
Polyelektrolytkomplexen eingeschlossen und einer aeroben oder anaeroben Fermentation unterworfen werden, wobei zur
kontinuierlichen Verfahrensfiihrung dem ausgezehrten Medium stindig Substrat zugefithrt wird und die entstehende
organische Saure an anionenaustauschaktive Substanzen gebunden wird.

2. Verfahren nach Anspruch 1, gekennzeichnet dadurch, da? die Fermentation bei Temperaturen von 0°C bis zur oberen

. Stabilitatsgrenze der Mikroorganismen und bei pH-Werten von 2.0-7.5 durchgeflihrt werden.

3. Verfahren niach Anspruch 1, gekennzeichnet dadurch, daB die Fermentation bei Substratkonzentrationen von 0,5% bis zur

_ Stabilitatsgrenze der semipermeablen Kapseln durchgefihrt wird.

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur kontinuierlichen Gewinnung von organischen Sauren mittels immobilisierter
Mikroorganismen, wobei die immobilisierten Mikroorganismen eine kontinuierliche Herstellung organischer Sduren wie
beispielsweise Citronenséure, Isocitronenséiure, Gluconséure, a-Ketogularsdure gestatten.

Charakteristik der bekannten technischen Losungen .

Die Herstellung von Stoffwechselprodukten vermittels immobilisierter lebender Systeme oder Teilen von ihnen gewinnt immer
mehr an Bedeutung. Als besonders vorteilhaft hat sich die Verwendung vonimmobilisierten Mikroorganismen erwiesen, dadie
Reindarstellung von Enzymen entfélit und auch die Abtrennbarkeit der gewiinschten Produkte weniger Probleme aufwirft.
AuRerdem sind diese Biokatalysatoren oft wiederverwendbar. Es sind auf diese Weise technologische Vorteile gegeniiber dem
Arbeiten mit freien Mikroorganismen zu erzielen und sie kénnen zu Kosteneinsparungen fiihren (S. Birnbaum, P.-O-Larsson und
K.Mosbach, Solid Phase Biochemistry: Analytical Synthetic Aspects 679-762 [1983]).

Die Fermentation mit freien Mikroorganismen ist entweder im emersen oder submersen Verfahren durchfiihrbar. Der Nachteil
dieser Verfahrensweise besteht in starker Kontaminationsempfindlichkeit gegeniiber Infektionen mit Fremdorganismen und der
schlechten Abtrennbarkeit der das gewiinschte Fermentationsprodukt enthaltenden Lésung. Eme kontinuierliche
Verfahrensfiihrung ist kaum méglich.

Immobilisierung von ganzen Zellen istim wesentlichen durch inotrope Gelierung von Polysaccharlden (2.B. Na-Alginat mit Ca®*)
oder durch Polymerisation einer Suspension von Zellen mit einem geeigneten Monomeren (z. B. Acrylamid) zu bewerkstelligen.
Die alginatimmobilisierten Zellen kdnnen nicht in phosphatpufferhaitigen Systemen verwendet werden, das Acrylamid selbst
besitzt erhebliche Toxizitat fir lebende Systeme.

Es wird beispielsweise ein Verfahren zur Produktion von Citronens&ure mit in Polyacrylamidgel immobilisierten
Candidalipolytica-Zellen von U. Stottmeister (Z. Allg. Mikrobiol. 19 [10}, 763-765 [1979], vgl. auch R.Berger und G. Langhammer
Z. Allg. Mikrobiol. 20 [1], 69-72 [1980]) beschrieben. infolge der schon erwéhnten Toxizitat des Acrylamids und der
Diffusionslimitierung durch das Polymernetzwerk liegen die Ausbeuten an organischer Saure nur bei ca. 5% im Vergleich zu
freien Zellen. Zudem treten durch Zellwachstum freie Zellen im Fermentationsmedium auf.

Ziel der Erfindung

Ziel der Erfindung ist es, in einfacher und 8konomischer Weise eine kontinuierliche Produktion organischer Séuren,
vorzugsweise organischer GenuBs&uren vermittels immobilisierter Mikroorganismen durchzufihren.

Darlegung des Wesens der Erfindung

‘Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, organische Séuren, vorzugsweise organische Genulséuren, mit Hilfe eingekapselter
Mikroorganismen zu produzieren und dieselbe vermittels geeigneter ionenaustauschender Substanzen selektiv aus dem
Produktionsmedium zu entfernen.

ErfindungsgemaR wird das dadurch erreicht, daf organische Sauren produzierende Mikroorganismen in bekannter Weise in
eine Kapsel aus Polyelektrolytkomplexen eingeschlossen werden und diese Kapseln in ein fir die Fermentation der jeweiligen
Saure geeignetes Medium (iberfiihrt werden. Die Fermentation erfolgt entweder anaerob oder aerob in der Weise, daf? ein
steriler Luftstrom durch die die Kapseln enthaltende Lésung geleitet wird. Das organische Saure enthaltende Medium wird iber
eine Saule mit ionenaustauschaktiven Substanzen, wie z.B. schwach basische lonenaustauscher, geleitet und auf diese Weise
die organische Saure selektiv entfernt. Das vom Produkt befreite Medium wird wiederum mit Substrat versetzt und erneut der
" Fermentation zugefiinrt. Durch den Entzug der S&uren entfélit das Einstellen des pH-Wertes auf den fiir die Herstellung der
jeweiligen Saure optimalen Wert. Durch den Einschlu® in Kapseln sind die produzierenden Mikroorganismen vor
Fremdeinfliissen geschiitzt. Im Falle einer mikrobiellen Kontamination des Reaktionsmediums kénnen die eingekapselten
Mikroorganismen leicht abgetrennt und einem erneuten FermentationsprozeR unterworfen werden; d.h. es entféllt die Anzucht
von neuen produzierenden Zellen, wie es im Falle der Verwendung freier Zellen notwendig ware.

Die Fermentation kann bis zum Erreichen der natiirlichen Lebenszeit der Mikroorganismen gefiihrt werden. Beliebige
Unterbrechungen bei adiquater Aufbewahrung der Kapsein sind ebenfalls méglich.
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Ausfiihrungsbeispiele

Beispiel 1

Die Erfindung soll nachstehend am Beispiel der Herstellung von Citronenséure niher erldutert werden.

1ml Suspension von Yarrowia lipolytica EH59 (= 1mg Hefetrockenmasse) wird mit 1ml 2% Cellulosesulfat in Wasser gemischt
und in eine 2%ige walrige Lésung von Polydimethyldiallylammoniumchlorid getropft und 2 Minuten sanft gertihrt. Die die
Zellen enthaltenden Kapseln werden abgetrennt und mit sterilem Leitungswasser gewaschen.

450 der nach obiger Vorschrift dargesteliten Kapseln werden in 250m! Produktionsmedium nach BEHRENS (Die Nahrung 21,
525-530 [1977]) suspendiert und steril belliftet. Die Fermentation wird bei 30°C durchgefiihrt. Das Medium wird (iber eine einen
schwach basischen lonenaustauscher vom Wofatit-Typ enthaltende Saule gefiihrt und nach dem Passieren der Saule wieder der
Fermentation zugefihrt. Bei Verarmung des Mediums an Substrat (z.B. Glucose) wird dieses nachdosiert. Die
lonenaustauschersaule kann zwecks Elution der Citronensaure aus dem Kreislauf entfernt werden.

Pro g eingesetzter Glucose sind von den Zellen 0,7 g Citronensaure produziert worden.

Beispiel 2
Analog Beispiel 1 werden Zellen von Acetobacter suboxydans eingeschlossen und der Fermentation mit Glucose als Substrat
unterworfen. Das Produkt Gluconséure wird analog abgetrennt und nach Elution als Ca-Gluconat isoliert.

Beispiel 3

Analog Beispiel 1 werden Zellen von Yarrowia lipolytica EH53 immobilisiert und einer Fermentation in der Weise unterworfen,
daB Glucose in éinem thiaminfreien Medium zugesetzt wird, der pH-Wert der Fermentationslésung zwischen 2 und 4 gehalten
und die a-Ketoglutarsdure mit geeigneten lonenaustauschern entfernt wird.
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