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(57) Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur baktsriellen Herstellung von Ubichinon-10. ErfindungsgemaR wird eine
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Patentanspriiche:

1. Verfahren zur Herstellung von Ubichinon-10 mittels Bakterien der Art Acetobacter methanolicus,

die durch sine chemostatische Kultivierung unter Verwendung heterotropher Substrate,

insbesondere Methanol, Glucose oder Gluconsaure/Gluconaten, gewonnen wurden,
gekennzeichnet dadurch, daR auf diese Weise erzeugte Biomasse anschlieBend so weitervermehrt
wird, daR das Substratangebot stets groRer ist als wachstumsbedingt verbraucht werden kann.

2. Verfahren nach Anspruch 1, gekennzeichnet dadurch, daR der Substratiiberschu® durch ein
molares Kohlenstoff/Stickstoff-Verhéltnis von mindestens 30:1 charakterisiert wird.

3. Verfahren nach Anspruch 1 und 2, gekennzeichnet dadurch, daR die Waeitervermehrung der
Biomasse nach dem ,fed-batch”-Prinzip erfolgt und die Zulaufrate des Substrates so eingestellt
wird, dal sie stets groRer ist als die wachstumsbedingte Verbrauchsrate.

4. Verfahren nach Anspruch 1 und 2, gekennzelchnet dadurch, daR die Weitarvermehrung der

Biomasse nach dem ,fed-batch”-Prinzip erfolgt und der Verbrauch an heterotrophem Substrat

durch Limitation einer anderenfiir das Wachstum wesentlichen Komponents, insbesondere durch

Sauerstofflimitation, geregelt wird.

Verfahren nach Anspruch 1, gekennzeichnet dadurch, daR Bakterien des Stammes Acetobacter

methanolicus IMET 11402 verwendet werden.

o

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von Ubichinon-10 unter Nutzung von Bakterien als Quelle.

Charakteristik der bekannten technischen Lésungen

Ubichinone sind dem systematischen Namen nach 2, 3-Dimethoxy-6-methyl 1-1, 4-benzachinone, die in 6-Stellung des
Chinonringes eine Isoprenseitenkette variabler Lange tragen. In Hefemitochondrien und Bakterien kommen Homologe vor, die
entsprechend der Zahl der isoprenoiden Einheiten als z.B. 0-8, Q-9 oder Q-10 bezeichnet werden. Das Vorkommen und die
Verteilung der Ubichinonhomologen in Mikroorganismen ist stammspezifisch und besitzt taxonomische Relevanz.

Ubichinone haben wegen ihrer vielfaltigen pharmakologischen Wirkungen und der biochemischen Aktivitit kommerzielles
Interesse erlangt. Mikroorganismenbiomasse enthaltin der Regelzu sonstigen natiirlichen Quellen um 1 bis 2 GroRenordnungen
héhere Ubichinonkonzentrationen und wird deshalb als Rohstoff fiir die Gewinnung von Ubichinonen bevorzugt. Die bekannten
Verfahren haben iberwiegend die Gewinnung von Ubichinon-10 zum Ziel, da dieses auch im menschlichen Gawebe vorkommt.
Beschrieben wurde u. a. die mikrobielle Herstellung mit Arten der Gattungen Rhodotorula, Candida, Sporobolomyces,
Aureabasidium, Trichosporon (US-PS 1,343066). Bekannt ist auch, daft Bakterien, darunter Alcaligenes, Acetobacter,
insbesondere A. methanolicus {DD 236552, Urakami, T., Komagata, K., J. Gen. Appl. Microbiol. 32, 317-341 [1986)) sowie eine
Reihe weiterer fakultativ methylotropher und Methylamin assimilierender Spezies der Gattungen Pseudomonas und
Methylobacterium Ubichinon-10 bilden. Ob die Kohlenstoff- und Energisquelle fiir das Wachstum eine wesentliche Rolle spielt,
188t sich nicht beurteilen. Fest steht nur, daB unterschiedlichste Substrate verwendst worden sind — Kohlenhydrate, organische
Séuren und Alkohole. Die anslytisch erfalten Konzentrationen bewegen sich zwischen 60ptg/g Trockensubstanz bis 1000 ug/g
(im Falle von Microcyclus methanolica— JP-PS 54-119079).

An Versuchen zur Steigerung der Konzentration und der Ausbsute als mg/i (bezogen auf die Zellkonzentration im Fermentor) hat
es nicht gefehlt. Prikursoren wurden dem Nahrmedium zugesetzt (US-PS 4.220.719, DE-0OS 2838252, US-PS 4.070.244,

US-PS 4.367.289) oder spezielle Mutanten benutzt (z.B. von Agrobacterium, JP-PS §5-00026). Die erzielten Effekte halten sich in
Grenzen. In Rechnung zu stellen ist auBerdem, daB die Herstellung der Prékursoren einen ziemlichen priparativen Aufwand zur
Voraussetzung hat und Mutanten hinsichtlich der Vermshrung nicht problemlos sind. Das Patent DD 236552 beansprucht
Acetobacter methanolicus und Methanol allein oder methanolhaltige mit organischen Verbindungen belastets Ab- und
Nebenprodukte der chemischen Industris, DaB die Synthese durch kontinuierliche Vermehrung und unter unsterilen
Bedingungen erfolgen kann, ist nicht iiberraschend, wenngleich bezogen auf sine etwaige Produktion wertvoll. Auch mit
anderen Mikroorganismen sollte eine kontinuierliche Erzeugung moglich sein, Die gem#R DD 236552 erreichten Ausbeuten
stellen zwar Héchstwerte dar, verglichen iait bis dahin mitgeteilten Ergebnissen, die in der Trockensubstanz vorliegende
Stoffkonzentration ist jedoch fiir eine effektive Verwertung des Verfahrens noch zu gering.

Darstellung des Wesens der Etfindung

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren zur Erhéhung der Konzentration von Ubichinon-10 in der
Bakterienbiomasse zu entwickeln.

ErfindungsgeméB wird die Aufgabe dadurch geldst, indem Bakterien der Art Acetobacter methanolicus zuniichst auf bekannte
Waeise durch eine chemostatische, heterotrophes Substrat limitierte Kultivierung unter Verwendung von Methanol oder Glucose
bzw. Glucoseséure/Gluconaten als Kohlenstoff- und Energiequelle gewonnenwerden, anschiieBend so weitervermehrt werden,
daB das Sustratangebot stets gréBer ist als wachstumsbedingt verbraucht werden kann. Dieser Substratiiberschuf kann durch
ein molares Kohlenstoff/Stickstoff-Verhaltnis von mindestens 30:1 charakterisiert werdan. Die Weitervermehrung der so



-2- 297 451

erzeugten Biomasse erfolgt nach dem ,fed-batch”-Prinzip, wobei entweder die Zulaufrate des Substrats so eingestelit wird, da
sle stets groRer ist als die wachstumsbedingte Verbrauchsrate oder aber der Verbrauch an heterotrophem Substrat durch die
Limitation einer anderen fiir das Wachstum wesentlichen Komponente, insbesondere durch Sauerstofflimitation, geregelt wird.
Der ProzeR wird vorteilhafterweise dann beendet, wenn sich die Zellkonzentration etwa verdoppel* hat. In der
Weitervermehrungsphase kann auch ein gegentiber der ersten Wachstumsphase anderes Substrat der 0.g. Gruppe verwendet
werden,

Zur Durchfiihrung des Verfahrens sind alle Stimme der Bakterienart Acetobacter methanolicus geeignet, wie z.B. die Stimme
IMET B 346 oder IMET 11402, die in der Kulturensammlung des Zentralinstitutes fiir Mikrobiologie und experimentelle Therapie
Jena hinterlegt sind.

Der Vorteil der vorliegenden Erfindung besteht darin, daB gegeniiber normaler chemostatischer Kultivierung eine Staigerung
des Gehaltes an Ubichinon-10 in der Bakterientrockensubstanz von wenigstens 25%, bei Sauerstofflimitation zur
Substratverbrauchsregelung wihrend der Waeitervermehrungsphase auch bis 55% erreicht werden kann.

Die Isolierung des Ubichinon-19 aus der Biomasse erfolgt nach bekannter Weise.

Die Erfindung wird durch nachfolgende Beispiele néher erléutert.

Beisplel 1

Acetobacter methanolicus IMET 11402 wurde in einem fiir esrobe Kultivierung geeigneten Fermentor bei 30°C untar
ungeschiitzten Bedingungen geziichtet. Der pH-Wert wurde durch NaQOH bzw. HCl auf 4,0 + 0,1 konstant gehalten. Die
Geldstsauerstoffkonzentration lag im Bereich von 20-40% des S#ttigungswertes. Die Kultivierung erfolgt chemostatisch
(C-limitiert) auf Methanol als Kohlenstoff- und Energiequelle bei einer DurchfluBrate von 0,12h™" auf einem Minimalmedium
folgender Zusammensetzung {in mg/g BTS):

NH,CI 600 ZnSO,*7H,0 0,15
KH,PO, 105 MnSO,*4H,0 0,28
MgSO; * 7H20 5 CUSO‘ . 5H10 0,26
CaCl, » 2H,0 7 Na;MoO, * 2H,0 0,08
FeSO,*+7H,0 1,7

Die so erzeugts Biomasse wurde in einem zweiten Kultivierungschritt in einem fiir earobe Bedingungen geeigneten Fermentor
auf Glucose als Kohlenstoff- und Energiequelle vermehrt.

Glucose wurde nach dem ,fed-batch”-Prinzip zugesetazt,

Dabeiwurde die Zulaufrate fiir dieses Sustrat so gewihlt, daB diese gréBer als die wachstumsbedingte Verbrauchsrate fiir dieses
Substrat war,

Temperatur, pH-Wert und Geldstsauerstoff-Konzentration bewegten sich im o.g. Bereich, Nach einem 1,5fachen Zuwachs der
Biomasse 'vurde diese abgetrennt und getrocknet. Der Gehalt an Ubichinon-10 im Biomassetrockenprodukt wurde nach
alkalischer Hydrolyse der Probe aus dem unverseifbaren Anteil iiber die Farbreaktion mit Cyanessigs#ureethylester
photometrisch bestimmt (CRAVENS-Test). Bei chemostatischer Kultivierung auf Methanol wurde ein Ubichinon-10 Gehalt von
0,13% ermittelt. Durch AnschluB der 2. Kultivierungsphase auf Glucose wurde der Gehalt auf 0,176 % erhdht. Das entspricht einer
Steigerung um 35%.

Beisplel 2

Acetobacter methanolicus wurde, wie in Beispiel 1 beschrieben, aber steril auf Glucose als Kohlenstoff- und Energiequeile bei
einer DurchfluBrate von D = 0,2h~! chemostatisch {C-limitiert) kultiviert. Nach entsprechender Aufbereitung der Biomasse
wurde unter diesen Kultivierungsbedingungen ein Ubichinon-10 Gehalt von 6,116% ermittelt.

Diese so erzeugte Biomasse wurde wiederum einer 2. Kultivierungsphase auf Glucose nach dem , fed-batch“-Prinzip unterzogen,
wobei das Substrat entsprechend der Vorgaba in Beispiel 1 zugefiihrt wurde, Sauerstoff lag in dieser Wachstumsphase ebenfalls
im UberschuB vor.

Dieses Verfahrensregime wurde bis zu einem 1,5fachen Biomassezuwachs aufrechterhalten, anschlieBend die Biomasse
abgetrennt und entsprechend aufgearbeitet. Danach konnte ein Ubichinon-10 Gehalt im Trockenprodukt von 0,167%
nachgewiesen werden, was einer Steigerung im Vergleich zu chemostatisch auf Glucose kultiviarter Biomasse von 44%
entspricht.

Beisplel 3

Acetobacter methanolicus IMET B 346 wurde, wie in Beispiel 1 und 2 beschrieben, chemostatisch auf Methanol bei einer
Verdiinnungsrate D = 0,15h™" steril kultiviert. Aus der Biomasse konnten nach diesen Kultivierungshedingungen 0,148%
Ubichinon-10 extrahiert werden. !

Eine weitere Kultivierung der so erzeugten Biomasse erfolgte wiederum auf Glucose, welche nach dem ,fed-batch“-Prinzip It
Vorgabeim Beispiel 1 zugegeben wurde. Die Sauerstoffkonzentration war in dieser Kultivierungsphase limitierend. Nach einem
Zuwachs der Biomasse um das 1,5fache wurde abgetrennt und analysiert. Dabei wurde ein Ubichinon-10 Gehalt von 0,23%
ermittelt. Das entspricht einer Steigerung im Vergleich zu auf Methanol chemostatisch kultivierter Biomasse um den Faktor 1,55,

Beisplel 4

Acetobacter methanolicus IMET B 346 wurde, wie in Beispiel 3 beschrieben, chemostatisch auf Methanol kultiviert,

In einer zweiten Kultivierungsphase wurde Methanol nach dem ,fed-batch“-Prinzip so zugefiihrt, daR die wachstumsbedingte
Verbrauchsrate geringer als die Zugaberate war. Sauerstoff war in dieser Kultivierungsphase eberfalls im Uberschuf®
vorhanden. Unter diesen Bedingungen wurde so lange kultiviert, bis ein 1,5facher Biomassezuwachs erreicht war.

Die Analyse der so erzeugten Biomasse wies einen Ubichinon-10 Gehalt von 0,196% aus, was einer Steigerung um 29% im
Vergleich zu C-limitiert auf Methanol erzeugter Biomasse entspricht.
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Belsplel 5

Acetobacter methanolicus IMET 11402 wurde wie in Bsp. 1 beschrieben kontinuierlich auf Methanol erzeugt. In einer zweiten
Kultivierungsstufe erfolgte die weitere Vermehrung auf Gluconséure/Gluconat als Kohlenstoff- und Enevgiequelle. Dazu enthielt
das Wachstumsmedium {in mg/l): 26%iges Ammoniakwasser {1000), 85%ige H;PO, (84), K;SO, (38), MgSO, * 7H,0 (34),
CuSO0, * 5H,0 (0,28), MnSO, * 4H,0 (0,47}, ZnSO, * 7H,0 (0,22), H;80, (0,1), Na,M00Q, * 2H,0 (0,1), CoSO, * 2H,0 (0,1). Der
pH-Wert wurde mit 50%iger Gluconsiureldsung aufca 4,5 eingestelit, das ergibt eine Konzentration im Medium von etwa 10g/I.
Unter diesen , batch* Bedingungen bleibt der pH-Wert wahrend des Wachstums nahezu konstant auf 4,5 * 0,2. Bei einer
Biomasseausgangskonzentration von 5g/1 wird das Wachstum nach 5-8h durch Auszehrung des Stichstoffs beendet.

Die unter diesen Bedingungen erzeugte Biomasse wies einen Ubichinon-10 Gehalt in Trockensubstanz von 0,210 % auf, was
einer Steigerung im Vergleich zu C-limitiert auf Methanol erzeugter Biomasse von iiber 30% entspricht,
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