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Einleitung
Grundlagen

• L-Methionin ist eine von 20 physiologischen Aminosäuren 
� wichtiger Baustein der Proteine
� für Mensch und Tier essentiell
� schwefelhaltig, u.a. Vorstufe für Cystein > Strukturproteine (Haare, Federn)
� erhöhter Anteil in Eiern

• L-Methionin muss über die Nahrung zugeführt werden

• Besonderer Bedarf in der Schweine- und Geflügelaufzucht

• Chemische Synthese von DL-Met mit über 350.000 t/a durch Degussa u.a. 
vorwiegend für die konventionelle Tiermast

• Biotechnische Herstellung (in Bakterien) erfolgt bereits für einige andere 
Aminosäuren
� Glutaminsäure - Jahresproduktion weltweit > 1 Mio Tonnen / Jahr
� Lysin - Jahresproduktion weltweit > 600.000 Tonnen / Jahr
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Einleitung
Chemische Methionin-Synthese (Degussa-Verfahren)

HCNAcrolein Methylmercaptan

DL-Methionin

Rohöl Erdgas Luft, N2 H2O

Propen H2S CH3OH NH3

HCNAcrolein Methylmercaptan

DL-Methionin

Rohöl Erdgas Luft, N2 H2O

Propen H2S CH3OH NH3

Rohstoffe

Zwischen-
produkte



4

Institut für Agrartechnologie
und Biosystemtechnik

Einleitung
Methionin-Problematik im Ökolandbau

• Seit 08/2005 Verbot der Zufütterung von chemisch synthetisiertem
Methionin bei der Fleischproduktion

• Bisher keine biotechnische Alternative
� veränderte oder neue Futterpflanzen ?
� Mikroalgen ?

� Bakterien ?

• Methionin-Biosynthese stark reguliert 
und energieaufwändig

• Nur wenige Mikroorganismen bekannt,
die Methionin überproduzieren

Corynebakterium glutamicum
wäre ein geeigneter Kandidat

20 µm
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Einleitung
Literaturrecherche

Kolorimetrie> 102,30,5Sharma 2001

HPLC> 5011,30,01Mampel 2005

Hochleistungs-
flüssigchromatographie

(HPLC)
> 6015,60,5

Deutenberg
2003

Kolorimetrie3,70,82,3Kumar 2003

Kolorimetrie0,10,0225,5Mondal 1994

Papierchromatographie0,90,23Banik 1974

Keine Angabe204,83,4Nakayama 1971

Analytik
Theoretisch

möglich
Schwefel im

Medium
Methionin
gemessen

Publikation
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Einleitung
Literaturrecherche, Fazit

• Fehlende Reproduzierbarkeit bezüglich
� Schwefel-Bilanz
� Analytik

• Je aktueller die Arbeiten, desto präziser die Analytik und desto geringer die 
gemessen Methionin-Gehalte

• Alte Daten aufgrund von mangelhafter Analytik falsch

• Methionin-Gehalte größer 3-4 g/L fraglich
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Einleitung
Zielsetzung

• Entwicklung einer schnellen, präzisen und reproduzierbaren Analytik für 
Methionin

• Erzeugung einer Vielzahl von Bakterienstämmen, um die 
Wahrscheinlichkeit zu erhöhen, einen potenziellen Produzenten zu
entdecken 

• Entwicklung einer zuverlässigen und schnellen Methode, um solche
Stämme zu erkennen, zu isolieren und zu charakterisieren und zu 
verbessern

• Optimierung der Fermentation (großtechnische Herstellung) 
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Zucker
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Mikrobiologie
Mikrotiterplatten (MT-
Platten), Flaschen, 
Schüttlkolben

sterile Arbeitsräume

Analytik
automatische  
Auswertung

Produktionsfermenter

Fermentative L-Methionin-Produktion
Material und Geräte

Optimierung der Fermentation
Testfermenter

Analytik, 
Qualitätssicherung
Gaschromatografie, 
HPLC-MS
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Fermentative L-Methionin-Produktion
Industrieller Maßstab, Beispiel: Glutaminsäure

Rohstoffe

Wasser

Glucose

Ammonium

Nährstoffe

Salze

Bedingungen

pH-Wert, Temperatur, Sauerstoffgehalt

Kühlwasser

Luft

Sterilisation

Weltproduktion > 1000.000 Tonnen pro Jahr !

Industrieanlage 7 x 240.000 m 3

Laborfermenter 15 L

© Kyowa Hakko, Japan 
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Fermentative L-Methionin-Produktion
Aufarbeitung

Fermentation

Biomasseabtrennung

Konzentration, Kristallisation

Bleichung, Sterilisation

Konzentration, Kristallisation

Trocknung

Qualitätskontrolle
Qualitätssicherung

Endprodukt

Pharma, Kosmetik, Ernährung

Fermentation

Qualitätskontrolle
Qualitätssicherung

Endprodukt

Formulierung

Futtermittel

Wie muss die Formulierung aussehen?
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Strategie
Erzeugung von Vielfalt und Auswahl

• Voraussetzung: schnelles Vorauswahl (MT-Plattentest)
und anschließende präzise Methionin-Analytik

• 4 hintereinandergeschaltete Prozesse:

� UV-Behandlung

� Stammkultivierung der Überlebenden in MT-Platten

� Mikrobiologischer Test auf Methioninproduktion
Schwellenwert >10 mg/L � Met(+)

� Prüfung der Met(+) Stämme mittels Gaschromatographie auf 
Aminosäurezusammensetzung und Methioningehalt
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Erzeugung potenzieller Kandidaten
UV-Bestrahlung

UV-Lampe 
(Solarium)

Bakterien
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Mikrobiologischer Test auf Methionin
Kalibrierkurven im 96-Well-Maßstab
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Analytik
Gaschromatographie

Standardchromatogramm
aller proteinogenen Aminosäuren
Jeder Peak entspricht einer AS
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Prinzip der Stammauswahl
Welches Bakterium ist das Beste?

UV-Bestrahlung

Inkubation

mikrobiologischer-Test

Met (+)

GC-Analytik

Met (-)
verwerfen

Met (+)

Met (-)
verwerfen

Zyklus wiederholen, bis
keine Verbesserung mehr
erreichbar

Vereinzelung
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Ergebnis
Aminosäurespektrum einiger Stämme
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Stammauswahl
Hochdurchsatz-Verfahren

Zeit- und Kostenersparnis
� 96 well Platten, Mehrkanalpipetten

� geringer Zeit- und Materialaufwand
� Zentrifugation und Messung in 96 well Platten

� Durchsatz bis zu 6000 Mutante
pro Monat und Person

� möglicher Roboter-Einsatz!

Ergebnis
� 20.000 Stämme untersucht: kein Methionin-Überproduz ent,

� aber: Prinzip der UV-Behandlung erfolgreich, 
ohne Einsatz von Gentechnik!

Führungsschiene

96 well Platte

8-Kanal-Pipette

Führungsschiene

96 well Platte



19

Institut für Agrartechnologie
und Biosystemtechnik

Potenzieller Produktionsstamm*
Wachstum und Methionin-Bildung (Schüttelkolben)

BTM ~ 6 g/L 
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* nach Patent: Nakayama 1971
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Potenzieller Produktionsstamm
Aminosäurespektrum nach 37 Stunden

Retentionszeit [min]
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Methionin 375 mg/l

Glycin 290 mg/l
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Potenzieller Produktionsstamm
Optimierung im Laborfermenter

• 2,75 L Hauptmedium + 0,25 L 
Vorkultur

• Glucosezufütterung
• Belüftungsrate: 0,5 (L / L*min)
• Drehzahl: 600 – 900 rpm
• automatische pO2 – Regelung

(Luft)
• Keine pH-Regelung !
• Dauer der Fermentationen:

ca. 48 h
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Potenzieller Produktionsstamm
Ergebniss: Fermentation nach Optimierung
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Potenzieller Produktionsstamm
Verteilung der Aminosäuren
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Hydrolyse und Analyse duch landwirtschaftliche
Untersuchungs und Forschungsanstalt (LUFA), Speyer
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Aminosäuregehalte in Futterpflanzen
g/kg Trockenmasse

20

32

15

510

Soja

16 – 18

18 – 23

16 – 19

350 – 400

Raps

34~ 49,312 – 13Threonin

47~ 41816 – 22Lysin

> 100

(ohne Cystin)
5,568 – 12

Methionin

(+ Cystin)

450 – 550120 – 150250330 – 370Rohprotein

Fermentation
vTI-Braunschweig*

WeizenErbsenLupineg/kg TM

Daten: UFOP-Praxisinformationen 2004-2008 und * eigene Daten
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Aminosäurengehalte in Körnerleguminosen
g/kg Trockenmasse

132,618
Lupinen 1)

349g RP/kg T

9,82,919
Erbsen 1)

259g RP/kg T

9,72,517
Ackerbohnen 1)

299g RP/kg T

207,432
Sojaschrot
513g RP/kg TM

ThreoninMethioninLysin

Daten: 1) Berk,  eigene Daten 2005
2) Willke, eigene Daten 2008

RP: Rohprotein

34> 10047Fermentation 2)
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Aminosäurengehalte in Körnerleguminosen
(g/100 g Protein)

4,22,04,2Gerste

4,22,43,9Weizen

167,919Rapskuchen

168,019Rapextraktionsschrot

ThreoninMethioninLysin

6,2 – 7,6> 188,5 – 10Fermentation
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Industrielle Fermentationsprodukte
Preisspannen

?Methionin

250 € / gInsulin

0,5...0,6Ethanol*

0,7...0,9Zitronensäure

6...12Penicillin

30...35Lysin

0,8...1,0Glutaminsäure (Glutamat)

Preis (€ / kg)Fermentationsprodukte

Quelle: Meyer (Lonza) 2007
* eigene Daten
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Fazit & Ausblick

� Mikrobiologische Methioninproduktion ist schwierig, aber möglich

� Vorraussetzung für Entwicklung und Optimierung: leistungsfähige Analytik 
und automatisierbare Methoden (robotertauglich)

� Erste Ergebnisse: Gehalte von 10 % der Trockenmasse bei Methionin im 
Kulturüberstand, daneben ca 5 % Lysin und 3 % Threonin in der Biomasse

� Weitere Optimierung um Faktor 2 bis 3 erscheint möglich

� Screening-Strategie auf andere Produkte des Stoffwechsels übertragbar 
(nicht nur Aminosäuren, sondern z.B. Vitamine, Antibiotika...)
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für Ihre Aufmerksamkeit


