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Ziel des Projekts war es, (R)-3-Hydroxybuttersdure mit Hilfe von Azohydromonas lata (frither
Alcaligenes latus) als Modelorganismus ausgehend von Saccharose herzustellen. Die prinzipielle
Freisetzung von (R)-3-Hydroxyfettsauren aus Mikroorganismen wurde in der Fachliteratur bereits
fir diverse (R)-3-Hydroxyfettsduren beschrieben (Lee ef al., 1999; Park er al., 2004; Ren et al.,
2005; Ren er al., 2009; Ruth et al., 2007; Ruth et al., 2008) (de Eugenio er al., 2007; de Eugenio et
al.,2010) und konnte auch in unserem Labor bestitigt werden (Wang et al., 2007).

Die Bedingungen zur Synthese und Speicherung von Poly[(R)-3-Hydroxybuttersiure|
(PHB) in A. lata wurden optimiert (kombiniertes mineralisches Mineralmedium supplementiert
mit komplexen Bestandteilen und 2% Saccharose). Dadurch gelang es A. lata Zellen mit =90 %
PHB Anteil am Zelltrochengewicht zu erhalten. Im LabormaBstab (1 L Schiittelkolben, batch
Kultur) werden Zelldichten von etwa 20 g/L erreicht. Durch fed batch Verfahren,, d. h. durch
kontinuierliche Zufliisse der jeweils limitierten Substanz kann die Zelldichte auf iiber 100 g/L
gesteigert werden. Dieser Versuch wurde nicht weiter verfolgt, da das fed-batch Verfahren zur
PHB Speicherung bereits etabliert ist und A. lata neben Ralstonia eutropha bereits zur
industriellen Produktion von PHB eingesetzt wird. Kiirzlich ist in Amerika die bisher grofite
Anlage zur Produktion von PHB ausgehend von Maisstéirke mit einer maximalen J ahreskapazitit
von 50.000 t/a in Betrieb gegangen.

PHB-reiche Zellen (PHB > 80% cdw) von A. lata wurden im Labormalfstab im pH Staten
bei verschiedenen (konstanten) pH Werten inkubiert und die Freisetzung von 3-
Hydroxybuttersdure verfolgt. Aus der unten angegebenen Abb. ist ersichtlich, dass sowohl bei
einen sehr niedrigen pH Wert von 4 als auch bei alkalischem pH Werten (pH 8-10) groBe Mengen
an (R)-3-Hydroxybuttersaure freigesetzt werden. Die hochsten erzielten Werte betrugen 10,5
mmol 3HB h g cdw™ entsprechend von 1 g produzierter 3HB pro g cdw und Stunde (spezifische
3HB-Freisetzungsrate). Dieser hohe Wert ist durch die Aufnahme von einem Molekiil Wasser pro
3HB-Einheit im Polymer im Zuge der Hydrolyse (= 20% Massezuwachs) sowie durch die rasche
Reaktion von weniger als einer Stunde moglich. Bei alkalischen pH Werten (pH 8-11) war die
spezifische Saurefreisetzungsrate zwar geringer (1,5 — 5 mmol h’! g cdw™), aber auch hier konnte

ein quantitativer Umsatz des zuvor gespeicherten Polmers in 3HB festgestellt werden.
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Abb. 1:

(A) Spezifischen Sdurefreisetzungsrate in mmol h™' g cdw™ durch A. lata-Zellen bei pH 4 und pH 8-11. Zellen
(PHB-Gehalt ca. 80 %) wurden dazu bei 1 g cdw/L und 37 °C im pH-Stat inkubiert. (B) Abhéngigkeit der
Séurefreisetzung von der Zelltrockengewichtkonzentration, Séurefreisetzungsraten bei pH 7 und pH 4 wurden
fir Anfangszelltrockengewichtkonzentrationen von bis zu 60 g/L bestimmt. (C) Nachweis des Verbrauchs von
endogenem PHB durch Nilrotfdrbung. ..

Fiir eine biotechnologische Produktion von 3HB ist es von Vorteil, mit moéglichst hohen
Biomassekonzentrationen zu arbeiten. Es wurde daher die Freisetzung von 3HB in Abhingigkeit
von der eingesetzen Biomassekonzentration bestimmt. Dabei stellt sich heraus, dass bei pH 4 die
3HB spezifische 3HB-Freisetzungsrate weitgehend unabhingig von der Biomassekonzentration
erfolgte und erst oberhalb von 40 g/L deutlich abnahm. Bei leicht alkalischem pH Wert war sogar
eine schwache Zunahme der spezifische 3HB-Freisetzungsrate mit Zunahme der
Biomassekonzentration festzustellen. So wurde fiir pH 8 bei einer eingesetzten Zelltrockenmasse
von bis zu 100 g/L eine spezifische 3HB-Freisetzungsrate von ~0.3 g 3HB g" cdw h' bestimmt.
Bei diesem pH Wert blieben die Zellen zu iiber 50% iiber den gesamten Vesuchszeitraum
lebensfihig. Im Gegensatz dazu vorloren mehr als 99% aller Zellen ihre Vermehrungsfihigkeit,

wenn der gleiche Versuch im Sauren bei pH 4 durchgefiihrt wurde.



Als Konsequenz aus dem raschen Absterben der Zellen bei pH 4 wurden im Folgenden Versuche
nur noch im Alkalischen bei pH 8 durchgefiihrt. Um die aufwindige Separation von Zellen und
produzierter 3-Hydroxybuttersdure zu erleichtern, wurde die Freisetzung von 3-
Hydroxybuttersdure durch immobilisierte Zellen von A. lata untersucht. Dazu wurden PHB-reiche
A. lata Zellen mit Alginat in Gegenwart von Ca-Ionen immobilisiert. Die optimalen Bedingungen
zum Alginateinschluss wurden bestimmt. Es stellte sich heraus, dass die immobilisierten Zellen
fir mehrere Tage mit nur geringem Verlust ihres 3HB-Freisetzungspotentials bei neutralem pH
Wert (gekiihlt) gelagert werden konnen. Allerdings war auch bei 5°C eine langsame Ansduerung
des Lagermediums durch geringe Freisetzung von 3HB festzustellen, so dass der pH Wert durch
Pufferzugabe stabilisiert werden musste. Die Freisetzung von 3-Hydroxybuttersiure aus PHB-
reichen Alginat-immobilisierten A. lata Zellen war sowohl qualitativ als auch quantitativ
vergleichbar mit der Freisetzung durch freie Zellen. Durch mechanische Abtrennung der
Alginatbeads (Dekantieren) nach erfolgter Freisetzung von dem Uberstehendem konnte die
freigesetzte 3-Hydroxybuttersdure quantitativ von den Beads und damit von den Zellen abgetrennt
worden, ohne dass aufwindige Zentrifugation oder Filtrationstechniken notwendig gewesen
wiren. Die 3-Hydroxybuttersédure des Uberstehenden war dann durch Gefrier/Spriihtrocknung
einfach als Natrium- oder Kaliumsalz darstellbar.

Versuche, die in den abgetrennten Alganatbeads eingeschlossen A. lata Zellen durch
Zugabe von Mediunbestandteilen und Saccharose wieder mit PHB “aufzuladen”, um sie dann
einem erneuten und Abbauzyklus zu 3-Hydroxybuttersdure zu unterwerfen, waren nicht
erfolgreich unabhingig davon, ob die Zellen in Alginat eingeschlossen blieben oder durch EDTA-
Zugabe freigesetzt wurden. In allen Fillen, war trotz Zugabe von frischem Medium nur ein sehr
schwaches und langsames Anwachsen zu beobachten, das zudem durch Kontaminationen

aufgrund der nicht sterilen Arbeitsweise mit den beads beeintrichtigt wurde.

Schlussfolgerung: Die Freisetzung von (R)-3HB aus PHB-haltigen A. lata Zellen erfolgt
optimaler Weise bei saurem pH Wert (pH 4) oder bei alkalischem pH Wert (pH 8-10) innerhalb
von 2 Stunden und ist selbst nach Immobilisierung der Zellen in Alginat beads gut moglich. Die
Darstellung von (R)-3-Hydroxybuttersiure als Na- oder K-Salz gelingt durch Spriihtrocknung des
dekantiereten Uberstandes. Eine lohnende Wiederverwendung der in Alginat-beads

eingeschlossenen Zellen in erneuten PHB-Speicherungs/Abbau Zyklen ist nicht moglich.
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