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Zusammenfassung 
Im Rahmen dieser Arbeit sollte die bakte-
rielle Methionin-Produktion untersucht 
werden. Eine umfassende Literaturrecher-
che zeigte, dass viele der bis dato publi-
zierten Ergebnisse einer sorgfältigen 
Nachprüfung nicht standhalten. Ein Grund 
sind falsche Schwefel-Bilanzen in Nähr-
medien, die in der Vergangenheit zur 
Methionin-Überproduktion eingesetzt 
wurden. Zudem zeigen viele der früher 
verwendeten analytischen Methoden 
falsch-positive Ergebnisse und täuschen so 
zu hohe Methioningehalte vor. Die vorlie-
genden Forschungsergebnisse beruhen 
daher ausnahmslos auf einer zuverlässigen 
robusten Analytik: Die Kombination eines 
sehr empfindlichen mikrobiologischen 
Tests im Mikrotiterplatten-Maßstab mit 
einer sehr selektiven und präzisen GC-
Analytik legte den Grundstein für ein robo-
tertaugliches Screening-Konzept, das im 
Hochdurchsatz dazu verwendet werden 
kann, Aminosäure-Überproduzenten zu 
finden und zu optimieren. Auch, wenn 
innerhalb dieser Arbeit kein neuer Mikro-
organismus gefunden wurde, der Methio-
nin in signifikanten Mengen ausscheidet, 
konnte gezeigt werden, dass die beschrie-
bene Methodik prinzipiell geeignet ist, 

Aminosäureproduzenten inkl. Methionin 
zu erzeugen und aufzuspüren. 

Am Beispiel eines bereits vorhandenen 
Methionin-Überproduzenten wurde die 
Methodik evaluiert und die anschließende 
Mediums- und Fermentationsoptimierung 
durchgeführt. Die Methionin-Produktion 
dieses Stammes konnte von anfänglich 50 
mg/L auf nahezu 1,5 g/L gesteigert wer-
den. Bezogen auf die bakterielle Trocken-
masse (15 g/L) ist das ein Gehalt von 
10 %. Für Lysin und Threonin ergeben 
sich Gehalte von 4,7 bzw. 3,4 %. Nach 
dem Trocken der Biomasse erhält man 
einen proteinreichen Futterzusatz, der zu-
dem mit drei der für die Tierernährung 
wichtigsten Aminosäuren angereichert ist. 

Einleitung 
Methionin ist eine von 20 Aminosäuren 
und mit bis zu 3 % Bestandteil von Protei-
nen. Methionin ist für Mensch und Tier 
essentiell und muss daher über die Nah-
rung aufgenommen werden. Im Bereich 
der Tiermast reichen die natürlich vor-
kommenden Methioninquellen, hauptsäch-
lich pflanzliche Proteine wie Raps, Soja, 
Kartoffel, Getreide u. ä. allein nicht aus. Es 
werden Futterzusätze benötigt, die alle 
notwendigen Nährstoffe, insbesondere 
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Aminosäuren in ausgewogener Form ent-
halten. Es genügt nicht, ein proteinreiches 
Zusatzfutter zu geben, da mit dem dann 
ausreichenden Methionin andere stick-
stoffhaltige Nährstoffe überdosiert würden. 
Dies verursacht zusätzliche Kosten und 
Umweltprobleme durch den wieder ausge-
schiedenen Stickstoff. In der konventionel-
len Landwirtschaft hat sich daher ein riesi-
ger Markt für speziell auf den Bedarf 
abgestimmte Futtermittel entwickelt. Im 
Bereich der Aminosäuren ist die Evonik 
Industries AG mit ihrer in Frankreich und 
China agierenden Tochter Rexim® Welt-
marktführer (www.rexim.fr). Sie produ-
ziert neben Methionin noch Lysin und 
Threonin, hauptsächlich zur Verwendung 
in der konventionellen Tiermast. Der 
Weltmarkt für Methionin liegt zurzeit bei 
ca. 400.000 Tonnen pro Jahr. 

Die chemische Methioninsynthese erfolgt 
auf Basis von Erdöl, Erdgas und Luftstick-
stoff (Abbildung 1) 

Bei der Fleischproduktion im Ökolandbau 
besteht aufgrund von EG Verordnungen 
(EG 2007, EG 2008b, EG 2008a) ein bis 
2012 stufenweise umzusetzendes Verbot 
der Zufütterung von synthetisch produzier-
ten Aminosäuren. Da auch im ökologi-

schen Landbau die Tierproduktion auf ma-
ximalen Ertrag ausgerichtet ist und nur so 
konkurrenzfähig bleiben kann, ist man auf 
die Zufütterung nicht synthetisch produ-
zierten Methionins angewiesen. Aus die-
sem Grund wird eine alternative biotechni-
sche Herstellung von L-Methionin auf rein 
ökologischer Basis angestrebt. Dies 
schließt insbesondere den Einsatz gentech-
nischer Methoden und die Verwendung 
chemisch-synthetisch hergestellter Nähr-
medien aus. Biotechnisch synthetisiertes 
Methionin würde vor allem dann den For-
derungen des Ökolandbaus gerecht wer-
den, wenn die gesamte Kulturbrühe ein-
schließlich der Biomasse des Methionin-
produzierenden Organismus ohne weiter-
gehende kostenintensive Aufarbeitung ver-
füttert werden könnte und zudem noch 
andere limitierende Aminosäuren (z. B. 
Lysin oder Threonin) enthalten würde. 

 

Mikroorganismen können L-Methionin für 
ihren eigenen (Protein-)Bedarf synthetisie-
ren. Da Methionin zu den energetisch auf-
wendigsten Aminosäuren des mikrobiellen 
Stoffwechsels zählt und die Methionin-
Biosynthese hoch reguliert ist (Krömer et 

Rohstoffe

Zwischen-
produkte

Rohöl Erdgas Luft, N2 H2O

Propen H2S CH3OH NH3

Acrolein Methylmercaptan HCN

DL-Methionin

Abbildung 1:  Schema der industriellen Methioninsynthese nach dem Degussa-Verfahren (nach Pack 
2004) 
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al. 2006), wird der Mikroorganismus sein 
Methionin nicht „freiwillig“ überproduzie-
ren und abgeben. Die gezielte Steigerung 
der Methionin-Produktion über den Eigen-
bedarf der Bakterien hinaus erfordert daher 
innovative Forschungsansätze und inten-
sive wissenschaftliche Arbeit.  

Forschungsarbeiten aus den 1990er Jahren 
berichten von biotechnisch produziertem 
Methionin in Konzentrationen von bis zu 

25 g/L. Aufbauend auf diese Arbeiten soll-
te es möglich sein, durch gezielte Verbes-
serungen einen ökologisch verträglichen 
und wirtschaftlichen Prozess zu entwi-
ckeln, der die Versorgungslücke an Methi-
onin schließen könnte. Leider konnten die 
meisten der publizierten Ergebnisse einer 
sorgfältigen Überprüfung im Labor nicht 
standhalten. Methionin enthält über 20 % 
Schwefel, d. h. zur Synthese von bei-
spielsweise 1 Gramm Methionin muss das 
Produktionsmedium mindestens 200 mg 
Schwefel enthalten, was in vielen Fällen 
nicht der Fall war. Weiter fällt auf, dass 
neuere Arbeiten mit verbesserter Analytik 

(HPLC, GC, MS) deutlich geringere 
Methionin-Konzentrationen aufweisen als 
ältere Arbeiten mit spektroskopischen 
Nachweisverfahren. Die in dieser Tabelle 
mit aufgeführten gentechnischen Arbeiten 
liefern maximal 0,5 g/L. Eine Ausnahme 
bilden neuere Arbeiten aus der Arbeits-
gruppe um Philippe Soucaille, Metabolic 
Explorer, Frankreich. Ein Patent berichtet 
von Methionin-Konzentrationen bis zu 169 

mM (25 g/L). Allerdings handelt es sich 
hier um gentechnisch veränderte Organis-
men auf hochkomplexen Produktionsme-
dien mit speziellen Zusätzen (Figge et al. 
2007). Zurzeit arbeitet man dort an der 
Reduktion dieser teueren Zusätze. 

Experimentelle Fehler und unzureichende 
analytische Methoden führten also vor al-
lem in älteren Arbeiten zu falschen und 
daher wertlosen Ergebnissen. Die Arbeiten 
mussten vollständig neu überdacht und 
revidiert werden. Aufgrund der revidierten 
Literatur sollten aber Konzentrationen bis 
etwa 3 g/L Methionin möglich sein. 

Tabelle 1:  S-Bilanzen einiger Medien in Publikationen zum Thema der mikrobiologischen Methio-
ninproduktion 

Quelle S-Gehalt im 
Medium 

[g/L] 

Methionin, 
theor. möglich 

[g/L] 

Methionin, 
gemessen 

[g/L] 

Analytik 

Nakayama et al. 1971 4,8 > 20 3,4 Papierchromatographie 
(s. Kase et al. 1975) 

Banik et al. 1974 0,2 0,9 3a Papierchromatographie 

Mondal et al. 1994 0,02 0,1 25,5a Mikrobiologischer Test 
Colorimetrischd 

Mondal et al. 1996 0,02 0,1 5,5a Mikrobiologischer Test 
Papierchromatographie 

Sharma 2001 2,3 > 10 0,5 Colorimetrischc 

Kumar et al. 2003 0,8 3,7 2,3 Colorimetrischc 

Deutenberg 2003b 15,6 > 50 0,5 HPLC 

Mampel et al. 2005b 11,3 > 50 < 0,01 HPLC 

Figge et al. 2007b >10 > 50 25 GC-MS 

Nwachukwu et al. 2009 0,2 0,9 3,7a Colorimetrischd 
a Werte aufgrund der S-Bilanzen der eingesetzten Produktionsmedien nicht möglich 
b Gentechnische Arbeiten 
c Nitroprussid-Test nach Greenstein et al. 1961 
d Ninhydrin-Test (unspezifisch) nach Work 1957 
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Wichtigste Voraussetzung für eine erfolg-
reiche Bearbeitung des Themas war daher 
die Entwicklung einer schnellen, empfind-
lichen und äußert zuverlässigen Aminosäu-
re-Analytik speziell für Methionin. Des 
Weiteren musste eine Methode entwickelt 
werden, die die Chance für das Auffinden 
eines Methionin-Überproduzenten inner-
halb einer Vielzahl von potenziellen 
Stämmen stark erhöht. Die Methode sollte 
bei geringem Kosten- und Zeitaufwand 
eine hocheffiziente Suche nach Methio-
ninproduzenten (Screening) innerhalb einer 
mikrobiellen Population ermöglichen mit 
der Option, den kompletten Ablauf auto-
matisieren zu können (Hochdurchsatz-
Screening). Die schnelle qualitative Vor-
auswahl sollte von einer zuverlässigen ab-
schließenden quantitativen Analytik ge-
stützt werden. 

Der wissenschaftliche Ansatz der vorlie-
genden Arbeit besteht darin, die natürliche 
Vielfalt durch zufällige Mutationen durch 
Bestrahlung mit UV-Licht (Triebkraft der 
Evolution) stark zu erhöhen und aus der 
Vielzahl der erzeugten Kandidaten (Muta-
tion) diejenigen herauszufiltern (Selekti-
on), die sich durch eine erhöhte Methionin-
Konzentration auszeichnen (Hartwich 
2008). Der nächste Mutation/Selektions-
Durchlauf erfolgt dann mit genau diesen 
Kandidaten. Diejenigen Bakterienstämme, 
die eine signifikant erhöhte Methionin-
Produktion zeigen, werden genauer charak-
terisiert und zur Optimierung der biotech-
nischen Produktion im Laborfermenter 
eingesetzt (Reershemius 2008). 

Material und Methoden 

Mikroorganismen 
Es wurden verschiedene terrestrische und 
marine Mikroorganismen, die laut Literatur 
eine Befähigung dazu besitzen könnten, 
auf die Produktion von L-Methionin unter-
sucht. Als Grundlage für die Mutations- 
und Selektionsversuche wurde Corynebac-
terium glutamicum DSM 20300 verwendet 
(Abbildung 2). Die Prozessoptimierung 
erfolgte mit Corynebacterium glutamicum 

KY10574, Kyawo Hakko, Japan). Für den 
mikrobiologischen Test wurde Escherichia 
coli B834 (Merck Biosciences, Bee-
ston/Nottingham) verwendet. 

 
Abbildung 2:  Lichtmikroskopische Aufnahme 

von C. glutamicum DSM 20300 
im Phasenkontrast 

Medien 
Alle Angaben beziehen sich auf 1 Liter 
Endvolumen. Zur Stammhaltung der 
Methioninbildner und des Testorganismus 
(E. coli) für den mikrobiologischen Test 
(s. u.) wurde ein Komplexmedium folgen-
der Zusammensetzung verwendet (g/L): 
Glucose, 5 g; Pepton aus Casein, tryptisch 
verdaut, 10 g; Hefeextrakt, 5 g und NaCl, 
5 g. Für feste Nährböden wurde 15 g Agar 
zugesetzt. 

Als Screening und Produktionsmedium für 
die C. glutamicum-Mutanten wurde ein 
definiertes Mineralsalzmedium (MM1) 
verwendet (g/L): Glucose, 22 g; KH2PO4, 
1 g; MgCl2·6 H2O, 30 mg; CaCl2·2 H2O, 
13 mg; (NH4)2SO4, 10 g; (NH4)2S2O3, 
10 g; d-Biotin, 1 mg. 

Das für den mikrobiologischen Test und 
den Produktionsstamm optimierte Medium 
(MM2) hatte folgende Zusammensetzung: 
Glucose, 22 g; KH2PO4, 3 g; Na2HPO4, 
6 g; NaCl, 0,5 g;  MgCl2·6 H2O, 30 mg; 
CaCl2·2 H2O, 13 mg; (NH4)2SO4, 10 g; 
(NH4)2S2O3, 10 g; Harnstoff, 5 g; FeSO4·7 
H2O, 20 mg; MnSO4·H2O, 5 mg; MgSO4·7 

20 μ
20 μm
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H2O, 250 mg; d-Biotin, 1 mg; Thiamin-
HCl, 200 µg; Cyanocobalamin, 200 µg; 
3,4-dihydroxybenzoesäure, 15 mg; Ni-
SO4·6 H2O, 22 µg; Na2MoO4·2H2O, 
145 µg; Na2B4O7·10 H2O, 200 µg, Cu-
SO4·5 H2O, 540 µg; ZnSO4·7 H2O, 
1,6 mg; FeCl3·6 H2O, 1,74 mg. 

Schüttelkulturen 

Alle Kultivierungen erfolgten mit 20 mL 
Medium in 100 mL Schüttelkolben (2 
Schikanen) bei 30-32 °C und 150-180 upm 
und einer Auslenkung von 25 mm im In-
fors-Schüttler HT Minitron (Infors, Eins-
bach). Um eine Sauerstofflimitierung zu 
vermeiden, wurden die Kolben mit nicht 
mehr als 20 % Medium befüllt.  

Mikrotiterplatten (96-Well-Platten) 
Jede 96-Well-Platte ist in 8 Reihen (A-H) 
und 12 Spalten (1-12) mit insgesamt 96 
Reaktionsräumen (wells) unterteilt, die ein 
maximales Fassungsvermögen von je 0,38 
mL haben. Die 96-Well-Platten werden in 
einem temperierbaren 2- oder 4-Platten-
Schüttelinkkubator PST-60 HL ThermoS-
haker (Kisker, Steinfurt) bei 1100 upm 
inkubiert. Die Trübungsmessungen erfolg-
ten im Plattenreader (Easy Reader EAR 
400 AT; SLT-Labinstruments/Tecan) bei 
550 nm, entweder unverdünnt (mikrobio-
logischer Test) oder nach Verdünnung 1:20 
(Wachstumskulturen). 

Bioreaktor-Kultivierung 
Die Bioreaktor-Kultivierung und die Op-
timierung der Produktionsbedingungen 
erfolgten im 5-L Glasreaktor (Minifors, 
Infors, Einsbach), gefüllt mit 3,5 L Medi-
um. Der Bioreaktor war mit Temperatur-,  
pO2-Messung und -Regelung sowie Ab-
gasanalytik ausgestattet. Der pH-Wert 
wurde mittels Elektrode gemessen; Eine 
pH-Korrektur erfolgte nicht. 

UV-Mutation 
Der Versuchsaufbau ist in Abbildung 3 
gezeigt. Die UV-Mutation wurde mit Hilfe 
einer UV-Lampe UVC 30 (Kendro Labora-

tory Products, Langenselbold) durchge-
führt. Zur Herstellung der zu bestrahlenden 
Kultur wurde 1 Impföse einer DSM 20300-
Platte in 20 mL MM2-Medium inkubiert 
(16 h; 30 °C; 150 upm), nach Abzentrifu-
gieren und Waschen erfolgte die Re-
suspendierung in 0,1 M MgSO4- Lösung zu 
einer OD600 von 6. 

 

Abbildung 3:  Experimenteller Aufbau der 
UV-Bestrahlung zur Erzeugung 
von Mutationen 

Mikrobiologischer Test auf Methionin-
bildung 

Zur schnellen und halbquantitativen Vor-
auswahl Methionin-produzierender Stäm-
me wurde ein mikrobiologischer Test eta-
bliert. Als Indikator für überproduziertes 
und ins Medium abgegebenes Methionin 
dient ein für Methionin auxotropher Mi-
kroorganismus, der nur dann wachsen 
kann, wenn im Medium Methionin vor-
liegt. Bei dem hier verwendeten Testorga-
nismus E. coli B834 besteht innerhalb ei-
nes bestimmten Konzentrationsbereiches 
eine Korrelation zwischen der Methionin-
Konzentration im Medium und dem Grad 
des Wachstums (Messung über die opti-
sche Dichte). Nach Aufnahme einer Kali-
brierkurve kann durch Messung der Opti-
schen Dichte (OD) indirekt der 
Methioningehalt des zugrundeliegenden 
Mediums ermittelt werden. Eine Platte 
(max. 96 Kulturen) konnte innerhalb von 
15 Sekunden. vermessen werden. Die Pa-
rameter wurden so gewählt, das eine 
Methionin-Konzentration über 10 mg/L 
deutlich als positiv zu erkennen war. Bei 
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Bedarf lässt sich der Test leicht an höhere 
Methioningehalte anpassen. 

Aminosäure-Analytik 
Für die exakte Ermittlung der Aminosäu-
rekonzentration, sowie die Messung des 
Aminosäurespektrums wurde eine 
gaschromatographische Methode nach Hu-
sek weiterentwickelt (Husek 1991, Reers-
hemius 2008) und für die vorliegenden 
Anforderungen optimiert. Alle Reagenzien 
und Hilfsmittel sind kommerziell erhältlich 
(EZ:faast GC-FID-Kit, Phenomenex, 
Aschaffenburg). Die Ergebnisse des poten-
ziellen Produktionsstammes wurden mit 
Hilfe der GC-MS (Institut für Organische 
Chemie, TU-Braunschweig) bestätigt. 

Biomasse und Proteinbestimmung 

Das Wachstum im Schüttelkolben und Bio-
reaktor wurde indirekt durch OD-Messung 
bei 600 nm bestimmt. Die Kalibrierung der 
Wachstumskurve erfolgte durch Vergleich 
mit der Biotrockenmasse. Die Bestimmung 
des Proteingehalts erfolgte spektroskopisch 
nach Bradford 1976. 

Ergebnisse und Diskussion 
Abbildung 5 zeigt das komplette Ablauf-
schema des Screenings, so, wie er auch 
von einem Laborautomaten durchgeführt 
werden könnte. Für ein erfolgreiches 
Methioninscreening müssten weitaus mehr 
Kandidaten bearbeitet werden, als es der 
begrenzte Projektzeitraum zuließ. Inner-
halb des Projektzeitraumes wurden mit 
Hilfe der beschriebenen Methode insge-
samt ca. 20.000 Mutanten untersucht. Alle 
im mikrobiologischen Test positiven Kan-
didaten wurden zur Überprüfung ein weite-
res Mal eingesetzt und erst bei wiederhol-
tem Erfolg mittels Gaschromatographie 
überprüft und genauer charakterisiert. 

Die gemessen Methionin-Konzentrationen 
der erhaltenen Stämme lagen ausnahmslos 

im Bereich zwischen 1 und 5 mg/L und 
waren damit viel zu gering  für eine wirt-
schaftliche Nutzung. Sie unterschieden 
sich nicht wesentlich vom ursprünglichen 
Wildtyp C. glutamicum DSM 20300.  Um 
darüber hinaus Methionin zu produzieren, 
muss der Biosyntheseweg entsprechend 
dereguliert werden. Leider konnten inner-
halb des Untersuchungszeitraumes keine 

 
Abbildung 4:  Kalibrationskurve des mikrobiologischen Methionin-Nachweises mit E. coli B834 im 

Mikrotiterplatten-Maßstab. Fotos: Mikrotiterplatte, Plattenreader mit automatischer 
Datenaufnahme und Verarbeitung 
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Methionin-Überproduzenten erzeugt wer-
den. Trotzdem erwies sich diese Methode 
als grundsätzlich geeignet und erfolgver-
sprechend, da zahlreiche Überproduzenten 
anderer Aminosäuren gefunden wurden. 
Mit Hilfe der beschriebenen Kombination 
aus Screening und Analytik konnten ver-
schiedene Aminosäurespektren erzeugt 
werden. Allerdings zeigten sich die stärk-
sten Änderungen gegenüber den natürli-
chen (Wild-)Stämmen nicht, wie ge-

wünscht, beim Methionin sondern bei 
anderen Aminosäuren wie z. B. Lysin 
(Lys), Threonin (Thr), Alanin (Ala), oder 
Glycin (Gly) (s. u.) 
Aufgrund des begrenzten Projektzeitrau-
mes war es nicht möglich ausreichend vie-
le Stämme im Screening zu untersuchen. 
Da das komplette Verfahren aber vollstän-
dig automatisierbar ist, könnte der Einsatz 
eines Laborroboters die Wahrscheinlich-

keit, positive Kandidaten zu finden, deut-
lich erhöhen. Es lässt sich berechnen, dass 
nur für das Auffinden nur einer positiven 
Veränderung im Stoffwechsel statistisch 
ca. 20.000 Stämme untersucht werden 
müssten. Im Falle der sehr komplexen 
Methioninsynthese erhöht sich diese Zahl 
noch, da mehrere positive Veränderungen 
gleichzeitig auftreten müssten. 
Es zeigte sich, dass der Wildtyp bei einer 
Extinktion550 von 8,0 ungefähr die gleichen 

Aminosäurespektren zeigt wie die 50 ver-
messenen Mutanten bei einer Extinktion550 
5,4-7,0. Es sind nicht alle Aminosäuren des 
Spektrums in der späten exponentiellen 
Phase vertreten, die Aminosäuren Alanin 
(Ala), Glycin (Gly) und Glutaminsäure 
(Glu) treten in den Vordergrund, während 
andere Aminosäuren gar nicht oder nur in 
vernachlässigbar kleinen Mengen gebildet 
und daher in den gezeigten Chromato-
grammen nicht näher beschriftet wurden. 

 
Abbildung 5:  Ablauf des Screenings inklusive aller Schritte zur Analytik und Evaluation. 
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Die Signale für Alanin, Glycin und Gluta-
minsäure variieren in der Höhe. Bei eini-
gen Mutanten ist kein Glutaminsäure-Peak 
vorhanden (Abbildung 6). Der Konzentra-
tionen der Aminosäuren beim Wildtyp 
lagen unter 20 mg/L, sofern noch keine 
Zelllysis eingetreten war. (Daten nicht ge-
zeigt). 

 
Abbildung 6:  Aminosäurespektrum ausge-

wählter C. glutamicum-
Mutanten 

 

Methionin-Produktion mit Corynebacte-
rium glutamicum KY10575 
Um das vorgestellte Verfahren zu evaluie-
ren und die Optimierung des eigentlichen 
Produktionsprozesses durchführen zu kön-
nen, wurde auf einen existierenden 
Methionin-produzierenden Stamm der ja-
panischen Firma Kyowa Hakko zurückge-
griffen (Nakayama et al. 1971). Da der 
hinterlegte Patentstamm (ATCC 21608) 
trotz mehrfacher Versuche entgegen der 
Dokumentation kein Methionin bildete, 
wurde direkt von der hinterlegenden Firma 
ein vergleichbarer Stamm angefordert. Es 
handelt sich um eine anfangs der siebziger 
Jahre mit klassischen Mitteln erzeugte 
Mutante mit der Bezeichnung Corynebac-
terium glutamicum KY10574. 
Der Stamm wurde zunächst nach Informa-
tionen der Firma Kyowa Hakko Kogyo 
Ltd. mit einer Kombination aus komplexer 
Vorkultur und Minimalhauptmedium kul-
tiviert. Unter diesen Bedingungen wurde 

zwar Methionin produziert (ca. 50 mg/L 
nach 72 h), allerdings wurden andere Ami-
nosäuren in weitaus größerem Maße pro-
duziert (Abbildung 7). Man sieht deutlich, 
dass es während der Kultivierung signifi-
kante Änderungen der Aminosäurezusam-
mensetzung gibt. Die zuerst gebildete 
Aminosäure Lysin nimmt im Verlauf der 
Kultur zu Gunsten von Methionin ab. Auch 
Alanin zeigt ein ausgeprägtes Maximum. 
Die Abnahme korreliert mit der Bildung 
von Glycin. Die Zusammenhänge sind 
offensichtlich sehr komplex und der opti-
male Erntezeitpunkt ist wichtig, denn auch 
Methionin nimmt nach einem leichten Ma-
ximum wieder ab.   

 

Abbildung 7:  Aminosäurezusammensetzung 
im Verlauf einer Schüttelkol-
ben-Kultivierung mit C. gluta-
micum KY10574 vor der Opti-
mierung. 

 

Die Methionin-Produktion selbst erfolgte 
mit leichter Verzögerung wachstumsge-
koppelt, d. h. der endgültige Gehalt an 
Methionin korreliert mit der gebildeten 
Biomasse. Ein entsprechendes Aminosäu-
remuster nach 37 h ist in Abbildung 8 dar-
gestellt. 
Für die weitere Optimierung wurde ein 
preisgünstiges Minimalmedium konzipiert 
und optimiert, in dem der Organismus 
wachstumsfähig ist und möglichst hohe 
Methionin-Konzentrationen erreicht. In 
weiteren Versuchen im Schüttelkolben-
maßstab wurden die optimale Glucosekon-
zentration sowie die optimalen Parameter 
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für hohe Durchmischung und Sauerstoff-
versorgung im Schüttelkolben ermittelt. Es 
wurde in einem Beispiel gezeigt, wie eine 
Bioreaktorkultivierung mit möglichst ho-
her Methionin-Produktion aussehen muss 
und welche Parameter dabei eine besonde-
re Rolle spielen und speziell eingestellt 
werden müssen. Die Produktion von L-
Methionin konnte damit im Schüttelkolben 
auf Werte über 1,2 g/L (72 h) gesteigert 
werden. 
 

 
Abbildung 8:  Produkt-Chromatogramm von 

C. glutamicum KY10574 im 
Schüttelkolben nach 37 h 

 

 
Abbildung 9: Wachstumskurve von C. gluta-

micum KY10574 im Schüttel-
kolben 

Eine weitere Steigerung war durch Über-
tragung der Kultivierung in den Fermenter 
möglich. Die konstanten Betriebsbedin-
gungen zusammen mit der besseren Sauer-
stoff- und Substratversorgung (Fed-Batch) 
führten zu einer maximalen Methioninkon-
zentration von nahezu 1,5 g/L nach weni-
ger als 48 Stunden (Abbildung 10). 

 

 
Abbildung 10:  Kultivierungsverlauf im Biore-

aktor mit dem potenziellen 
Produktionsstamm 
C. glutamicum KY10574. 

 
Bezogen auf die im Bioreaktor befindliche 
Trockenmasse am Ende der Kultivierung 
(15 g/L) beträgt der Methioninanteil nahe-
zu 10 %. Die Analyse der bakteriellen Tro-
ckenmasse nach Hydrolyse (LUFA, Spey-
er) hat ergeben, dass zwei weitere ebenfalls 
für die Tierernährung wichtige Aminosäu-
ren (Lysin und Threonin) stark erhöhte 
Gehalte aufweisen, obwohl diese im Medi-
um kaum nachzuweisen waren. Anders als 
bei Methionin, das sich zu 90 % im Medi-
um befand, waren Lysin und Threonin in 
der Biomasse gebunden. Es ist daher nicht 
nur aus wirtschaftlichen Gründen sinnvoll, 
die komplette protein- und 
aminosäurehaltige Kultivierungssuspensi-
on einschließlich der Biomasse zu verwen-
den und nicht die einzelnen Aminosäuren 
aufwändig und teuer abzutrennen, wie es 
bei pharmazeutisch oder kosmetisch ver-
wendeten biotechnischen Produkten oder 
Produkten für die menschliche Ernährung 
der Fall wäre. Gelingt es, lediglich das 
überschüssige Wasser unter wirtschaftli-
chen Bedingungen z. B. durch Sprühtrock-
nung abzuziehen, hätte man ein Futterer-
gänzungsmittel mit hohem Methioninanteil 
(10 %). Darüber hinaus wären mit Lysin 
(4,7%) und Threonin (3,4 %), weitere es-
senzielle und für die Tierernährung wichti-
ge Aminosäuren enthalten. 
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Schlussfolgerungen 
Die Kombination aus Hochdurchsatzscree-
ning und Optimierung der Bioreaktor-
Kultivierungen liefert eine Möglichkeit 
biotechnisch produziertes Methionin öko-
logisch herzustellen. Wenn auch aufgrund 
der begrenzten Projektlaufzeit kein neues 
Methionin-produzierendes Bakterium ge-
funden wurde, hat sich die Methodik als 
geeignet erwiesen und könnte in Kombina-
tion mit einem Laborroboter erfolgreich im 
Screening nach Aminosäure-
Überproduzenten (inkl. Methionin) einge-
setzt werden.   

Die Modellfermentation eines Methionin-
Überproduzenten lieferte eine mit Lysin 
und Threonin angereicherte Biomasse, 
während Methionin ins Medium ausge-
schieden wurde. Die stark mit Methionin 
angereicherte Kultivierungssuspension 
könnte zusammen mit der Biomasse als 
Futterzusatz im biologischen Landbau 
Verwendung finden. Zusätzlich würden 
noch weitere limitierende Aminosäuren in 
einem ausgewogenen Verhältnis geliefert, 
deren Zusammensetzung ebenfalls opti-
mierbar ist. Da die Konzentrationen der 
Aminosäuren mit der Biomassekonzentra-
tion im Bioreaktor korreliert, lässt sich die 
Ausbeute an Aminosäuren steigern, indem 
man die Biomassekonzentration - bei-
spielsweise durch Hochzelldichte-
Kultivierung - erhöht. Ob solch eine Maß-
nahme wirtschaftlich und konkurrenzfähig 
ist, muss im Einzelfall geklärt werden. 
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Abkürzungen 
Ala Alanin 

Asp Asparaginsäure 
BTM Biotrockenmasse 

FID Flammenionisationsdetektor 
GC Gaschromatographie 

Glu Glutaminsäure 
Gly Glycin 

HPLC Hochleistungsflüssig- 
Chromatographie 

Ileu Isoleucin 
Leu Leucin 

Lys Lysin 
Met Methionin 

MS Massenspektrometer 
OD600 Optische Dichte (Trübung),  

gemessen bei 600 nm 
Phe Phenylalanin 
UV Ultraviolett 

Val Valin 
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