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Kultivierungsverfahren fiir Mikroorganismen und Bioreaktor

Die Erfindung betrifft ein Kultivierungsverfahren fiir Mikroorganismem sowie
einen hierflr geeigneten Bioreaktor. In diesem Bioreaktor wird das Prinzip des
Rieselbettverfahrens mit dem des Wirbelbettverfahrens kombiniert und ein vol-
lig neues Kultivierungsprinzip mit Hilfe dieses Bioreaktortyps zur Verfligung

gestellt.

Hintergrund der Erfindung

Die Grundprinzipien und Applikationen des Rieselfiimverfahrens, z.B. biologi-
sche Abwasserreinigung, biologische Abluftreinigung und Anwendung zur
Hydrogenierungen etc. und die des Wirbelbettverfahrens (gelegentlich auch als
FlieBbettverfahren bezeichnet), z. B. anaerobe Abwasserbehandlung, Nitrifi-

kation und Denitrifikation von Trink- und Abwasser etc. sind bekannt.

Die Hauptschwierigkeit beim Betrieb von Rieselfilmreaktoren und den entspre-
chenden Verfahren wie z.B. der genannten Abluftreinigung liegen in der Tatsa-
che begriindet, dass die durch die Verstoffwechslung der angebotenen Sub-
strate entstehende Biomasse zum Zuwachsen und letztendlich zum Verstopfen
des Reaktors fiihrt, da die freien Zwischenrdume der Fillkdrperschittung bzw.
des festen Substrats durch dié Biomasse zugesetzt werden. Dadurch steigt der
Druckverlust liber dem Festbett an und die Abbauleistung bzw. Produktions-
leistung wird durch Kanalbildung und Todzonen erheblich vermindert. Dies ist
insbesondere bei Rieselfilmreaktoren mit hohen Raum-Zeitausbeuten der Fall,
die entsprechend sehr schnell verblocken kdnnen.

Es gibt verschiedene patentierte und aus der Literatur bekannte Systeme, die
mittels verschiedener Verfahrensvarianten Losungen flr diese Problematik

aufzeigen.

BESTATIGUNGSKOPIE
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So wird in den VDI-Berichten 1104 (1994) die Verzégerung des Aufwachsens
der Biomasse durch z.B. N-Limitierung beschrieben. Der Nachteil ist, dass die
Verblockung nur hinausgezdgert und nicht grundsétzlich verhindert wird und
zudem die entsprechenden Abbauleistungen stark reduziert sind. In DE
3227678 wird ein Verfahren beschrieben, bei dem Uber den gesamten Reakti-
- onsverlauf nicht nur Rieselwasser zugefiihrt wird, sondern soviel Wasser, dass
gleichzeitig auch {berschiissiger Bewuchs mitgerissen wird, indem das Wasser
durch die Zwischenrdume des Tragerkdrpers herabrieselt. Zuséatzlich wird der
Reaktorkorper zeitweise geflutet und mit dem Flutungswasser von unten nach
oben durchstrémt. Dabei werden die dort beschriebenen speziellen
Microcarrier aufgeschwemmt und gegeneinander verwirbelt, wobei die
Uberschﬂésige Biomasse durch Schwerkréfte abgeldst und gegebenenfalls mit
den Microcarriern zusammen ausgetragen wir.d.' Dieses Verfahren ist aber nicht
geeignet die Fillkérperschiittung erfolgreich zu reinigen, da die Scherwirkung,
die aus dem Aufschwemmen des Flllkdrpers alleine resultiert, zu gering ist,
um eine Verblockung nachhaltig zu verhindern. Ahnliches gilt fiir die in DE
3938507 und DE 3204597 dargestellten Verfahren, die eine Auflockerung
mittels Rihrereinbau beschreiben, was allerdings flur lédngere Standzeiten

ebenfalls unzureichend ist.

DE 19608805 beschreibt ein Verfahren, welches eine Auflockerung mittelsl
Schneckenrihrung und Fluten beschreibt, wobei die Ruhrzeit zwischen 5 bis
maximal 60 min betrdgt und die Drehzahl zwischen 3 bis maximal 30 U/min
liegt. Gleichzeitig wird ein Wasserstrom von mindestens 0.05 m® pro m? und
Stunde bis maximal 5m? pro m? und Stunde zur Flutung des Reaktorraumes

eingesetzt,

In DE 19609053 wird ein Verfahren benannt, bei dem das Festbett zunachst
geflutet und spdter die Festbettschittlung von unten nach oben mit
Flutungswasser durchstrémt wird, wobei gleichzeitig Gas parallel mit
steigender Geschwindigkeit durch das Festbett hindurchgeleitet wird und

ferner Druckgaspulse gegeben werden. Hierdurch kommt es zu Turbulenzen
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im Festbett, wodurch die (berschiissige Biomasse durch Scherkrafte abgeldst
und Uber den FlUssigkeitsstrom ausgetragen wird. Ein Wirbelbett wird nicht

‘genannt.

Dauer und Starke der in den genannten Verfahren erzeugten Scherkrafte zur
Auflockerung des Festbetts mégen fiir spezielle Anwendungen (Abgasreinigung
vornehmlich mit Hilfe von Baktérien) ausreichen, tun dies jedoch nicht
allgemein. Insbesondere kommt es bei der biotechnologischen Nutzung
mancher filamentdser Pilze in Rieselbettverfahren nicht nur zu einem
Bewachsen der Mikropartikel sondern auch - durch die Bildung von Hyphen -
zu éiner~Vernetzung der Partikel untereinander, wodurch der Grad der

Verblockung wesentlich erhdht ist.

Kurzbeschreibung der Erfindung
Aufgabe der Erfindung ist einen Bioreaktor und ein Kultivierungsverfahren von
Mikroorganismen zur Verfligung zu stellen, das die Nachteile des oben ge-
nannten Stands der Technik nicht aufweist. Insbesondere sollte der Bioreak-
tor/das Kultivierungsverfahren nicht wie bekannte Rieselfilmreaktoren zum
Verstopfen neigen und insbesondere fiir die Anwendungen

a) Produktion von Proteinen,

~ b) Produktion von Sekundarmetaboliten,
c) Behandlung  von pflanzlichem Material (Holz, Faserstoffe,
Einjahrespflanzen),

d) Einsatz als Biokatalysatorsystem bei der chemischen Synthese,

e) Einsatz in der Schadstoffentfernung aus Abwasser und

f) Abbau von Xenobiotika,
verbunden mit der gleichzeitigen Mé&glichkeit der Produktanalyse, Produktex-

traktion und Produktvorreinigung (a-d), geeignet sein.

Véllig Uberraschend wurde gefunden, dass bei einer Kombination des klassi-
schen Rieselbettverfahrensprinzips mit dem klassischen

Wirbelbettverfahrensprinzip die Nachteile des Stand der Technik nicht mehr
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auftreten. Bei dem neuen | Verfahrensprinzip wird wahrend der
Wirbelbettverfahrensweise das Wirbelbett extern begast und dabei optional zu
Beginn oder wahrend der Wirbelbettverfahrensweise zusétzlich Druckgaspulse
zur Auflockerung des Festbetts gegeben. 'Es verhindert vor allem eine
Verblockung der entsprechenden Kulturen bei Batch-, Fedbatch und vor allem
kontinuierlicher Kulturflihrung mit langen Standzeiten (wie aus ékonomischen

Grinden meistens gefordert).

Zusétzlich werden als Vorteile die zwingend erforderliche Separie-
rung/Aufteilung der FuUllkdrper von Biofilmen bzw. bei Pilzbewuchs die
Separierung/ Aufteilung der Mattenstruktur erreicht, was durch die
erfindungsgemdB kombinierte Wirbelbettverfahrweise mit Hilfe des neuen
Reaktortyps zu einem wesentlich verbesserten (Neu-)Anwachsen der
vermehrten "Inokulationskeimzellen" bei der nachfolgenden Rieselfilmreaktor-
Fahrweise flihrt, sodass also nicht nur die Verblockung aufgehoben wird,
sondern auch die Produktivitdt und/oder die Abbauraten stark erhéht werden

kénnen.

Die Erfindung betrifft somit

(1) ein Kultivierungsverfahren fiir Mikroorganismen, umfassend eine Kombina-

tion aus Verfahrensschritten, die flur einen Rieselbettreaktor charakteristisch

sind, mit solchen, die fir einen Wirbelbettreaktor charakteristisch sind, wobei
(a) Mikroorganismenkulturen auf einem Festbett unter Rieselbettreak-
tor-VerfahrenéﬁJhrung kultiviert werden, wobei das Reaktionsmedium
durch Rieseldiisen aufgebracht wird, die Bellftung von unterhalb
und/oder innerhalb des Festbetts erfolgt und die durch die
Festbettschicht  ablaufende  LOsung, welche die  Reaktions-
/Abbauprodukte der Mikroorganismenkulturen enthdlt, entweder
solange, bis die gewlinschte Produktivitdt, das gewlinschte Produkt bzw.
das gewiinschte Abbauprodukt oder der gewiinschte Abbaugrad erreicht
sind, zurtickgefiihrt wird oder die abgelaufene Ldsung unmittelbar zur

weiteren Auftrennung weiterbehandelt wird und
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(b) zur Anderung der Kultivierungsbedingung oder bei Uberschreiten
eines bestimmten Druckverlustes tber die Befiillung des Festbetts dulrch
Einleiten von Wasser oder Né&hrlésung und Luft die Kulturfiihrung fur
einen gewissen Zeitraum von der Rieselbeftreaktor-Verfahrenstxhrung
in eine Wirbelbettreaktor-Verfahrensfiihrung umgeschaltet wird, um
gegebenenfalls einem Verstopfen des Festbettes zu begegnen;
einen Bioreaktor zur Kultivierung von Mikroorganismen, insbesondere zur
Durchfiihrung des unter (1) beschriebenen Verfahrens, mit
einem Reaktionsbehélter (10),
einer in dem Reaktionsbehdlter (10) angeordneten Festbettauflage (14)
zum Anordnen eines Festbettes (12) auf der Festbettauflage (14),
oberhalb der Festbettauflage (14) angeordneten Rieseldlsen (18) zur
Berieselung des Festbettes (12) mit Néahrstoffidésung oder dgl., so dass
der Bioreaktor im Rieselbettverfahren betrieben werden kann und
einer Beltftungseinrichtung (30, 32, 34, 36) zur Belliftung des Festbettes
(12) bzw. des Innenraums des Reaktors (10), so dass der Bioreaktor im
Wirbelbettverfahren betrieben werden kann; und '
einen Bioreaktor zur Aufzucht von Mikroorganismenkuklturen, insbeson-
dere einen wie in (2) beschriebenen Bioreaktor, und/oder zur Durchfiih-
rung des Kultivierungsverfahrens nach einem der Anspriiche 1 - 6, mit
einem Reaktionsbehélter (10),
einer in dem Reaktionsbehdlter (10) angeordneten Festbettauflage (14)
zum Anordnen eines Festbettes (12) auf der Festbettaufiage (14),
oberhalb der Festbettauflage (14) angeordneten Rieseldisen (18) zur
Berieselung des Festbettes (12) mit N&hrstofflosung oder dgl., so dass
der Bioreaktor im Rieselbettverfahren betrieben werden kann und
einer mit dem Reaktionsbehalter (10) verbundenen Druckerzeugungsein-
richtung (80) zum Hindurchpressen von Reaktionsmedium (56) durch die
Festbettauflage (14). und insbesondere durch die unterhalb der
Festbettauflage (14) angebrachte Filter (64, 66).

Das erfindungsgeméBe Verfahren (1) ist
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a) zur Produktion von Proteinen,
b) zur Produktion von Sekundarmetaboliten,
c) zur Behandlung | von pflanzlichem Material (Holz, Faserstoffe,
Einjahrespflanzen), '
d) zum Einsatz als Biokatalysatorsystem bei der chemischen Synthese,
e) zum Einsatz in der Schadstoffentferhung aus Abwasser und Luft und
f) zum Abbau von Xenobiotika '
verbunden mit der gleichzeitigen Méglichkeit der Produktanalyse, Produktex-

traktion und Produktvorreinigung (a-d) aus der Flissigkeit geeignet.

Der erfindungsgemédBe Bioreaktor (2) zur Aufzucht von Mikroorgansismenkul-
turen, der insbesondere zur Durchfiihrung des vorstehend beschriebenen er-
findungsgemaBen Verfahrens geeignet ist, weist einen Reaktionsbehaélter auf.
Innerhalb des Reaktidhsbehélters ist auf einer Festbettauflage, wie einem Sieb
" oder einem Gitter, ein Festbett angeordnet. Oberhalb des Festbettes sind ent-
sprechend einem Rieselbett-Reaktor zur Berieselung des Festbettes mit N&hr-
stofflésung oder dgl. Rieseldiisen angeordnet. Die Rieseldiisen sind vorzugs-
weise regelméaBig liber die gesamte Fliche des Festbettes verteilt angeordnet.
ErfindungsgemaB weist der Bioreaktor ferner eine Bellftungseinrichtung auf,
die oberhalb, innerhalb und/ oder unterhalb des Festbettes angeordnet sein
kann. Durch die Bell‘thungseinrichtung ist ein Zufihren von Luft oder anderen
Gasen mdoglich, um das FIieBbett zu bellften, so dass der Reaktor im Wirbel-
bettverfahren betrieben werden kann. Durch das Zufiihren von Luft oder an-
deren Gasen, beispielsweise in regelmaBigen Abstanden oder in Abhdngigkeit
eines Druckverlustes {iber dem Festbett, kann ein Verstopfen oder Verblocken
des Festbettes und die hierdurch hervorgerufenen Beeintrachtigungen der Re-

aktionsablaufe vermieden werden.

Bei dem erfindungsgemaBen Bioreaktor (3), der eine selbstdndige Erfindung
darstellt, ist zur Erzielung derselben Vorteile an Stelle einer Belliftungseinrich-
tung eine Druckerzeugungseinrichtung mit dem Reaktionsbehalter verbunden.

Durch die Druckerzeugungseinrichtung kann innerhalb des Reaktionsbehélters
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Druck erzeugt werden, durch den das im Festbett entstehende Reaktionsme-
dium durch das Rickhalteelement und ggf. weitere, innerhalb des Reaktions-
behdlters angeordhete Siebe oder Gitter hindurchgedriickt werden kann. Durch
dieses vorzugsweise kurzzeitige und/ oder stoBweise Erhdhen des Drucks ist
ein Verstopfen bzw. Verblocken des Festbettes sowie ggf. vorhandener Filter

etc. vermieden bzw. kann geldst werden.

Die beiden vorstehend beschriebenen Ausfiihrungsformen weisen vorzugswei-
se eine oberhalb der Festbettauflage, insbesondere oberhalb des Festbettes,
und einer Rickhaltevorrichtung (z. B. einen Sieb oder dergleichen) fiir die Wir-
belbettreaktorfiihrung angeordnete Entnahmeeinrichtung auf. Hierdurch ist
eine Mediumabfuhr mdglich. Das abgefiihrte Medium kann im Kreislauf ge-
pumpt werden. Dies ist insbesondere beim Fluten des Reaktors vorteilhaft,
wobei durch das Fluten des Reaktors die Réinigung des Rickhalteelements so-
wie ggf. vorgesehener Filter und Siebe sowie das Verhindern des Verstopfens

des Festbettes unterstltzt werden kann.

Bei einer besonders bevorzugten Weiterbildung der vorstehend beschriebenen
Erfindungen ist unterhalb der Festbettauflage mindestens ein Filterelement
angeordnet. Durch das Filterelement kann das Reaktionsmedium noch inner-
halb des Reaktors gefiltert bzw. gereinigt werden. Vorzugsweise sind hierbei in
Flussrichtung des Reaktionsmediums mehrere Filterelemente hintereinander
angeordnet, wobei sich deren Maschenweite bzw. PorengréBe in Flussrichtung,

' d.h. in Richtung eines Auslasses des Bioreaktors verringert.

Vorzugsweise ist den Filterelementen eine Spuleinrichtung zur Reinigung der
Filterelemente zugeordnet. Insbesondere weist dieses Filterelement eine ge--
sonderte Spuleinrichtung auf. Mit Hilfe der Spiileinrichtung kann eine Spiilflis-
sigkeit Uber das Filterelement bewegt Werden. Dies kann beispielsweise durch
Disen erfolgen, die eine Spulflussigkeit auf die Filterelemente spritzt. Hier-
durch ist die Gefahr des Verstopfens der Filterelemente verringert. Besonders

bevorzugt ist es, die Filterelemente geneigt anzuordnen, so dass eine Spiilflis-
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sigkeit Uber die Filter flieBen und dabei die Verunreinigungen herausschwem-
men kann. Hierzu kann je Filterelement ein zusé&tzlicher Auslass vorgesehen
sein, um Spllflissigkeit zusammen mit herausgewaschenen Verunreinigungen
abflhren zu kdnnen. Durch die Neigung der Filterelemente ist ferner die Ge-
fahr des Verstopfens auch wéhrend des Reaktionsprozesses verringert, da
auch das Reaktionsmedium zum Teil {iber die Filterelemente flieBt und hierbei

Verunreinigungen abtransportiert.

Kurzbeschreibung der Figuren

Nachfolgend wird die Erfindung anhand bevorzugter Ausfiihrungsformen unter

Bezugnahme auf die anliegenden Zeichnungen néher erlutert. Es zeigen:

Fig. 1 eine vereinfachte Prinzipskizze des erfindungsgemé&Ben Bioreaktors

mit Bellftungseinrichtung,

Fig. 2 eine schematische Draufsicht des in Fig. 1 dargestellten Bioreaktors,

Fig. 3 eine detaillierte Prinzipskizze des in Fig. 1 dargestellten Bioreaktors,

Fig. 4 . eine Prinzipskizze des in den Fig. 1 - 3 dargestellten Bioreaktors mit
zusatzlichen Filterelementen und

Fig. 5 eine schematische Schnittansicht in Langsrichtung des in Fig. 4 dar-

gestellten Bioreaktors.

Detaillierte Beschreibung der Erfindung

Bei dem erfindungsgemaBen Kultivierungsverfahren (1) der Erfindung sind die
Mikroorganismenkulturen vorzugsweise ausgewahlt aus Bakterien, Hefen,
Pilzen usw., tierischen oder pflanzlichen Zellen (einschlieBlich rekombinanter
und immortalisierter Zellen), die immobilisiert sein kénnen, immobilisiertem
pflanzlichen und tierischen Gewebe usw. Besonders bevorzugt sind filamentdse

Pilze.

Weiterhin bevorzugt ist, dass bei der Wirbelbettverfahrensweise das Medium
im Kreis gepumpt -wird. Durch die Wirbelbettverfahrensweise wird ein
Uberlaufen von bewachsenem Flllkbrper oder bewachsenen Fest-

bettbestandteilen verhindert.
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Das Anwachsen der Mikroorganismenkultur (d. h. der Verfahrensschritt vor
dem eigentlichen Kultivieren) kann unter Rieselbett- oder
Wirbelbettreaktorfiihrung erfolgen. Das Reaktionsmedium, das fur das
érﬁndungsgeméBe Verfahren eingesetzt werden kann ist vorzugsweise
ausgewdhlt aus Wasser, Néhrlésung (wie z. B. Czapek Dox Broth Medium),.
wassrigen Losungsmitteln, umzusetzendes Substrat usw.

In Abhangigkeit von dem Reaktionsmedium und den Mikroorganismen wie
filamentdsen Pilzen (besonders Penicilli, Aspergilli, Fusarien, Trichodermen),
Hefen und Bakterien umfassen die Reaktions-/Abbauprodukte der
Mikroorganismenkulturen, Proteine einschlieBlich Enzymen, Antikdrper usw.,
Sekundér-Stoffwechselprodukte, umgewandelten Substrate einschlieBlich
Alkohole, Aldehyde, Ketoneorganischer S&uren, Alkaloide, Pigmente,
Aromastoffe usw., gereinigten Abwdasser oder umgewandelte Xenobiotika.
Besonders bevorzugte Reaktions-/Abbauprodukte sind Enzyme (insbesondere
Hydrolasen, Oxidasen, Transferasen usw.) und = Sekundirmetaboliten

(insbesondere Alkaloide).

Das erfindungsgemé&Be Verfahren kann darliber hinaus die weitere
Auftrennung, das Abtrennen von festen Partikeln und Mikroorganismen durch
Filtrieren, Sedimentieren usw. und/oder Trennen mittels Ultrafiltration
und/oder Chromatographie umfassen. Es ist weiterhin bevorzugt, dass bei
Uberschreitung eines Druckverlustes Uber der Beflllung des Fliessbetts von >
100 Pa/m Schiitthéhe oder Festbettfiillung, vorzugsweise > 50 Pa/m von der
Rieselbettreaktor-Verfahrensfiihrung in die Wirbelbettreaktor-

Verfahrensfihrung umgeschaltet wird.

Der Zeitraum, in dem die Wirbelbettreaktor-Verfahrensfihrung erfolgt, wird
vorzugsweise so gewahlt, dass bei der nachfolgenden Rieselbettreaktor-
Verfahrensfihrung die Uberschreitung des Druckverlustes zuriickgefilhrt ist.
Sie dauert vorzugsweise wenigstens 1 Minute, insbesondere 10 min bis 4 h.

Die Wirbelbettverfahrensweise kann dabei auch dazu genutzt werden, dass
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hiermit gewdlinschten Produktions-, Stoffumwandlungs-, Abbaueffekte und

Abldsungseffekte der Produkte vom Wirbelbett erreicht werden.

Das Kultivierungsverfahren der Erﬁndung' kann weiterhin die Beaufschlagung
von Druck umfassen, wobei das Reaktionsmedium durch unter dem Festbett
gegebenenfalls vorhandene Sieb- und Filterbdden gepresst wird. Diese Sieb-
und Filterbdden kénnen dabei verschiedene Maschenweiten/ PorengréBen,
insbesondere absteigend, abhangig vom Bettmaterial zwischen 1 mm bis zum
Ultrafiltrationsbereich von ca. 5000 Dalton, aufweisen. Durch den Einsatz
solcher Sieb- und Filterbéden kénn eine sukzessive Isolierung von Partikeln
verschiedener GroBenordhungen erzielt werden. Weiterhin bevorzugt ist dabei
eine schrdge Anordnung der Filter- und Siebbtden, die es erméglicht, die
Produkte durch Abwaschen durch Wasser/Puffer einzeln zu eluieren und

getrennt fUr die Weiterverarbeitung aufzufangen.

In dem Kultivierungsverfahren der Erfindung kann vorzugsweise als Festbett
alle mdglichen organischen festen Substrate einschlieBlich Holz,
Einjahrespflanzen, anderes Pflanzenmaterial, Humus, Kohle, organische Abfille
aller Art sowohl pflanzlicher als auch tierischer Herkunft als Einzelstoffe oder
als Gemische flir die Anzucht von Mikroorganismen-Reinkulturen oder
Gemische eingesetzt werden. Ebenso kann als Festbett Fullkdrper,
insbesondere solche aus Kunststoffen, Keramik, Glas und mineralischen
Materialien, Aktivkohle, Kieselerde oder Schlacken eingesetzt werden, worauf
die Mikroorganismenkulturen als Reinkulturen oder Gemische frei oder

immobilisiert zum Wachsen gebracht werden.

Den auf dem Festbett befindlichen Mikroorganismen konnen zusétzlich
Enzyme, bevorzugt Hydrolasen und/oder Oxidoreduktasen, frei oder
immobilisiert (bevorzugt tUber das Reaktionsmedium) zugegeben werden. Es
ist auch bevorzugt, 'beim Kultivieren dem Mirkoorganismus Co-Enzyme

zuzugeben, die frei oder immobilisiert oder mit dem jeweiligen Enzym co-
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immobilisiert sein kénnen. Solche Co-Enzyme sind vorzugsweise ausgewdhlt
sind aus NAD, NADP, FAD, CoA, PAL, TPP, ATP usw.

In einer weiteren bevorzugten Ausflihrungsform des Kultivierungsverfahrens
wird beim Kultivieren .eine Auftrennung, partielle Aufreinigung oder Kon-
zentrierung der gebildeten Produkte oder umgewandelten Substrate erzielt. Es
ist weiterhin besonders bevorzugt, dass bei der Rieselbettreaktor-
Verfahrensfiihrung  unterschiedliche  Organismen  oder  Organismen-
Mischkulturen eingesetzt werden als bei der Wirbelbettreaktor-
Verfahrensfiihrung und insbesondere auch verschiedene Enzyme und Co-
Enzyme den verschiedenen Reaktorfahrweisen zugegeben werden.

~ In einer besonders bevorzugten Ausflihrungsform wird das erfindungsgemaéBe
Verfahren zur Produktion von Enzymen, zur Produktion von Sekundirmeta-
boliten, zur Behandlung von pflanzlichen Material, insbesondere Holz und
Einjahrespflanzen, zum Einsatz als Biokatalysatorsystem bei der chemischen
Synthese, zum Einsatz in der Schadstoffentfernung aus Abwasser und zum
Abbau von Xenobiotika eingesetzt. Bei dem erfindungsgemaBen Verfahren
kénnen bei einer sukzessiven Produktion von Enzymen, Sekundirmetaboliten,
chemischen Zwischen- oder Endprodukten in der Rieselbettreaktor-
Verfahrensfihrung und/oder der Wirbelbettreaktor-Verfahrensfilhrung die
entsprechenden Produkte durch die vorhandenen Separierungsméglichkeiten
des Bioreaktors vorgereinigt werdenv.
Bei der Behandlung von pflanzlichen Material (Holz, Einjahrespflanzen), beim
Einsatz in der Schadstoffentfernung aus Abwasser und beim Abbau von
Xenobiotika ergibt sich durch die Méglichkeit der verschiedenen Verfahrens-

fihrung eine Verbesserung der Behandlungsleistung oder Abbauleistung.

In einer weiteren bevorzugten Ausfihrungsform  wird das
Kultivierungsverfahren durch im Reaktor vorhandene Sensoren zur pH-, pO,-
Messung, zur Messung von Feuchte, Températur und Druck eine
Reaktorsteuerung Uber Soll/Istwert-Regelung kontrolliert. Weiterhin kdnnen

mehrere der Bioreaktoren in Serie geschaltet sein, so dass die Produkte des
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ersten Bioreaktors dem zweiten beziehungsweise den folgenden als Substrate
zugefihrt werden. SchlieBlich kann ‘die bei der Wirbelbettreaktor-
Verfahrensfilhrung segmentierte Rieselbettkuitur als Animpfkultur fur die
néchste Scale-up Stufe des Rieselbetts (und/odel_' Wirbelbetts) dienen, in dem

sie teilweise oder ganz in die néchste Scale-up Stufe Uberfiihrt wird.

Bei ei'ner ersten Ausflihrungsform des erfindungsgemaBen Bioreaktors (2) (Fig.
1 - 3) dessen Prinzip in Fig. 1 vereinfacht dargestellt ist, ist in einem Reakti-
onsbehélter 10 ein Festbett 12 angeordnet. Das Festbett 12 wird durch eine
Festbettauflage 14, wie ein Gitter oder Sieb, gehalten und ist innerhalb des
Reaktionsbehalters 10 angedrdnet. Auf Grund der Formgebung des Reaktions-
behélters 10, der sich in Fig. 1 nach unten, d.h. in Richtung eines Auslasses
16, verjingt, kann die Festbettauflage 14 auf einfache Weise in den im
Querschnitt dreieckigen Reaktionsbehélter eingelegt werden. Eine gesonderte
Befestigung oder Aufnahme fiir die Festbettauflage 14 kann vorgesehen sein.
Es ist somit mdglich, das Rackhalteelement 14 durch einfaches Herausheben

aus dem Reaktionsbehdlter zu entnehmen.

Oberhalb der in der Hohe variabel gestaltbaren Festbettoberfiéche (beispielhaft
13) sind mehrere Rieseldiisen 18 angeordnet, die (iber eine gemeinsame
Zuleitung 20 versorgt werden. Die einzelnen Rieseldiisen 18 sind von oben
gesehen (Fig. 2) Uber den gesamten Querschnitt des Reaktionsbehélters 10 im
Wesentlichen regelméaBig verteilt angeordnet. Die Rieseldiisen 18 sind {iber die
Rohrleitung 20 mit unterschiedlichen Tanks 22, 24, 26, 28 verbunden. In
diesen kann beispielsweise eine Saure, eine Lauge, Wasser, eine Pufferlésung
und/ oder eine Nahrstoffldsung vorgesehen sein. Durch derartig angeordnete
Pumpen und Ventile kénnen diese Flissigkeiten in vorgegebenen Mengen und/

oder Verhdltnissen Uber die Rieseldlisen 18 dem Reaktor 10 zugefiihrt werden.

Ferner ist eine Bellftungseinrichtung 30 mit mehreren Beliiftungsdiisen 32,
34, 36 vorgesehen. Im dargestellten Ausfilhrungsbeispiel sind die Disen 32

(im Rieselbettverfahrensnachweis) oberhalb des Festbettes 12 angeordnet
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oder ragen nur geringfligig in das Festbett 12 hinein. Die Dlsen 34 sind inner-
halb des Festbettes 12 angeordnet und die Dlsen 36 sind unterhalb des Fest-
bettes 12 angeordnet. Durch die Bellftungseinrichtung 30 kann Luft oder ein
anders Gas in den Reaktionsbehélter 10 eingebracht werden, um ein Verstop-
fen des Festbettes 12 zu vermeiden. Auch kann Uber die Belliftungseinrichtung

30 ein die Reaktion in dem Bioreaktor beeinflussendes Gas zugefiihrt werden.

Uber eine Entnahmeeinrichtung 38, die geeignete Absperrventile und ggf. eine
Pumpe aufweist, kann im dargestellten Ausfiihrungsbeispiel oberhalb des Fest-
bettes 12 Medium aus dem Reaktor 10 entnommen werden. Das Medium wird
sodann Uber ein Rohr 40 abgefiihrt, wobei es mdglich ist, das abgefiihrte Me-
~dium erneut Uber das Rohr 20 und die Rieseldlsen 18 dem Behélter 10 zuzu-
fihren, bevorzugt aber flir den Wirbelschichtbetrieb (iber Rohr 40, 42 durch 16
wieder dem Bioreaktor zuzufilhren. Ferner ist es mdéglich, das Uber die
Entnahmeeinrichtung 38 und das Rohr 40 abgefiihrte Medium Uber
Rohrleitungen 42, 44, 48 beispielsweise zu entsorgen oder einer Aufbereitung
oder Weiterbehandlung zuzufiihren. Hierbei kann ggf. ein Filter 50
zwischengeschaltet sein. Uber ein mit dem Rohr 44 verbundenes Rohr 52 kann

das abgeflihrte Medium auch einem Vorratstank 54 zugefiihrt werden.

In dem spitz zulaufenden béw. sich verjlingenden unteren Bereich des Reakti-
onsbehalters 10 wird das Reaktionsmedium 56 gesammelt. Das Reaktionsme-
dium 56 kann Uber den Auslass 16 und die Rohrleitungen 46, 52 dem Vor-
ratstank 54 oder Uber die Rohrleitung 48 einem weiteren Prozess etc. zuge-

fUhrt werden.

Zur Unterstitzung des Ldsens von Partikeln und dgl. innerhalb des Riickhalte-
elementes 14 und/oder des Festbettes 12 ist es moglich, den Bioreaktor 10 zu
fluten. Hierzu wird die Foérderrichtung des Fluids umgekehrt und beispielsweise
aus dem Vorratstank 54 durch die Rohre 52, 42 und den sodann als Einlass
dienenden Auslass 16 Reaktionsflliissigkeit 56 in den Bioreaktor gepumpt. Die

Reaktionsflissigkeit kann ggf. Uber die Entnahmeeinrichtung 38 abgefiihrt und
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Ober das Rohr 42 dem Bioreaktor 10 wieder zugefilihrt werden. Um, deutlich
unterschiedlich zum Stand der Technik, ein Verblocken des Festbetts
aufzulésen, kann nach dem Fluten durch 32 und/oder 34 und/oder 36
Druckluft in oder unter das Festbett gepumpt werden, um das besonders bei
filamentdsen Pilzen entstandene Mycelgeflecht zu zerstéren und das Festbett

so zu entblocken.

Des Weiteren weist der erfindungsgemaBe Bioreaktor eine Messwerterfas-
sungs-Einrichtung 58 auf, die mit einer oder mehreren Messsonden 60 ver-
bunden ist. Die Messsonden 60 sind beispielsweise innerhalb des Festbettes 12
angeordnet und dienen beispielsweise zur Aufnahme des Feuchtigkeitsgehalts,
des pH-Wertes etc.

Des Weiteren ist l;nit dem inneren des Bioreaktors ein Abluftrohr 62 verbun-
den, das ggf. Uber ein Ventil verschlieBbar ist und zur Regelung des innerhalb

des Bioreaktors 10 herrschenden Drucks dient.

Fig. 3 entspricht prinzipiell der Fig. 1, wobeij zusatzlich die erforderlichen Pum-

pen und Ventile schematisch dargestellt sind.

Die in den Fig. 4 und 5 dargestellte Ausfihrungsform der Erfindung stellt eine
Erweiterung der anhand der Fig. 1 - 3 beschriebenen Erfindung dar. Identische
oder dhnliche Bestandteile sind daher mit denselben Bezugszeichen bezeich-

net.

Bei dieser Ausfihrungsform (Fig. 4 und 5) sind zusétzlich unterhalb des Riick-
halteelements 14 Filterelemente 64, 66 vorgesehen. Die Filterelemente 64, 66
dienen zum Filtern des erzeugten Reaktionsmediums, wobei die PorengrdfBe

des Filterelements 66 kleiner ist, als die PorengréBe des Filterelements 64.

Im dargestellten Ausfiihrungsbeispiel sind die Filterelemente 64, 66 geneigt

angeordnet (Fig. 5). Zur Produktentnahme sowie zur Reinigung der



WO 03/070873 PCT/EP03/01663
- 15 -
Filterelemente ’64, 66 ist jeweils eine Spuleinrichtung 68, 70 vorgesehen. Mit
"dieser ist es moglich, Uber Einldsse 72, 74 eine Splilflissigkeit auf die
Filterelemente 64, 66 zu leiten. Auf der den Spileinrichtungen 68, 70
gegenuberliegenden Seite des Bioreaktors 10 sind Abfiihreinrichtungen 76, 78
vorgesehen, durch die die Produkte und die Reinigungsfilissigkeit wieder
abgeleitet werden kann. Wie aus Fig. 4 ersichtlich, kann als SpllflUssigkeit

Medium Uber die Entnahmeeinrichtung 38 und das Rohr 42 entnommen und

zum Spllen der Filtereinrichtung 64, 66 genutzt werden.

Des Weiteren ist eine Druckerzeugungseinrichtung 80 vorgesehen, ‘die mit der
Bellftungseinrichtung 30 verbunden ist. Durch die Druckerzeugungseinrich-
tung 80 kann innerhalb des Bioreaktors 10 ein Druck erzeugt werden, wobei
der Druck oberhalb des Festbettes 12 hoher ist, so dass Reaktionsmedium
durch das Rlckhalteelement 14 und die Filterelemente 64, 66 gedrlickt werden
kann. Hierdurch kann zusatzlich eine Reinigung des Rilickhalteelements 14 so-

wie der Filterelemente 64, 66 erfolgen.

Die Filterelemente 64, 66 sind in den sich verjlingenden Teil des Bioreaktors
10 eingelegt. Hierzu kdnnen entsprechende Auflagen an der Innenwand des
Bioreaktors vorgesehen sein. Ebenso ist es mdglich, den Bioreaktor selbst in
diesem Bereich stufenférmig auszubilden, so dass die Filterelemente auf ent-

sprechende Stufen gelegt werden kdnnen.

Eine entsprechende Druckerzeugungseinrichtung kann auch in der anhand der

Fig. 1 - 3 beschriebenen Erfindung vorgesehen werden.

Mit dem beschriebenen neuen Prinzip der Kombination eines Rieselbettreaktors
mit dem Wirbelbettreaktor ist es mdglich, alle méglichen organischen festen
Substrate wie z.B. Holz, Einjahrespflanzen, anderes Pflanzenmaterial, Humus,
Kohle, organische Abfélle aller Art sowohl pflanzlicher als auch tierischer Her-

kunft als Einzelstoffe oder als Gemische als Festsubstrat (Festbett) flir die An-
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zucht von Mikroorganismen-Reinkulturen (Bakterien, Hefen, andere Pilze) oder

Mischkulturen zu benutzen.

Dabei ist es auch méglich, dass den Kulturen zusétzlich Enzyme aus allen Klas-
sen nach der ,International Enzyme Nomenclature: Committee of the Interna-
tional Union of Biochemistry and Molecular Biology (Enzyme Nomenclature,
Academic Press, Inc., 1992),, bevorzugt Hydrolasen und/oder Oxidoredukta-
sen zugegeben werden und diese als freie Enzyme oder immobilisiert zugege-
ben werden. Dabei kann die Immobilisierung nach allen géngigen Methoden
des Standes der Technik wie z.B. kovalente Bindung, adsorptive Bindung,
Kreuz-verknlpfung an Trdgermolekiile oder Carrier, durch Matrixeinbindung in
z.B. Poly?saccharidmatrices (Algin, etc.), Copolimerisation von Enzymen an.

~ Zellen und durch Mikroverkapselung durchgerhrt werden.

Zusatzlich ist es mdglich, dass frei oder immobilisiert oder mit dem jeweiligen

Enzym co-immobilisiert vorliegende Co-Enzyme zugegeben werden.

Des Weiteren ist es moglich, dass die Kulturen auf Flllkorpern (Carriern)
(hauptsdchlich ringférmig, rund) aus z.B. Kunststoffen, Keramik oder Glas und
mineralischen Materialien wie z.B. Aktivkohle, Kieselerde oder Schlacken etc.
aufgebracht werden und frei oder immobilisiert zum Wachsen gebracht wer-
den, wobei die Néhrstoffzufuhr hauptséchlich Uber die Fllssigkeitsversorgung
bereit gestellt wird. Auch hier ist eine zusétzliche Zugabe von Enzymen

und/oder Co-Enzymen frei, immobilisiert oder co-immobilisiert méglich.

Dabei ist es unter Umsténden nicht nétig, dass bei der Fahrweise als Wirbel-
bettreaktor die organismenbewachsenen Substrate oder Carrier eine Dichte
besitzen Uber der Dichte von Wasser, um durch den Auftrieb in Schwebe
gehalten zu werden, da durch ein Auf- und Absinken der bewachsenen Sub-

strate/Carrier eine weitere gewlinschte Loslésung von Organismen erfolgt.
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Ein weiteres wichtiges Charakteristikum der vorliegenden Erfindung ist die
Méglichkeit der wahrend der Kulturdauer stattfindenden weiteren Auftren-
nung/Aufreinigung der gebildeten Produkte wie z.B. Enzyme, Stoffwechselpro-

dukte oder umgewandelten, d.h. chemisch verdnderten Substrate.

Dies wird erfindungsgemé&B dadurch geldst (Fig. 1 - 3), dass a) (abh&ngig von
der Aufgabenstellung und dem Druckverhalten des bewachsenen Rieselfest-
bettes) durch Druck oder Abpumpen die unter dem Rieselfestbett aufgefange-
ne Flissigkeit durch eine Vorfiltereinheit und Sterilfiltrationseinheit in ein Zu-
satzgefdaB gepumpt wird und entweder nach Messung der kulturrelevanten
Produktparameter die Ldsung weiterverarbeitet wird (Ultrafiltration/ Flissig-
chromatographie/ Analytik etc.) oder bei nicht ausreichender Produktqualitat
und/oder Konzentration in die Fermentationseinheit Uber die Rieseleinheit zu-
rackgefuhrt wird. Die entsprechenden Messungen im ZusatzgefdB konnen ma-
nuell nach Probenentnahme oder kontinuierlich durch FIA (flow injection
analysis) erfolgen. Die aufgefangene Flussigkeit kann auch direkt ohne Durch-
gang durch ein ZusatzgeféB nach Partikel- und Sterilfiltration Gber ein Ultra-

filtrationsmodul eingeengt werden.

Dies wird ebenfalls erfindungsgemal3 dadurch geldst (Fig. 4 und 5), dass b)
(abhangig von der Aufgabenstellung und dem Druckverhalten des bewachse-
nen Rieselfestbettes) speziell unter dem Rieselbett Siebbdden und Filterbdden
angeordnet werden, durch die optional mit Druckbeaufschlagung das Medium
durch spezielle Siebe bzw. Filter gepresst werden kann, welche verschiedene
Maschenweiten/ PorengroBen (absteigend, abhingig vom Bettmaterial zwi-
schen 1 mm bis zum Ultrafiltrationsbereich von ca. 5000 Dalton) haben und
eine sukzessive Isolierung von Partikeln verschiedener GréBenordnungen er-

lauben.

Durch die schrage Anordnung der Filter und/ oder Siebe 64, 66 kdnnen die
Produkte durch seitliches Einspritzen von Wasser/Puffer einzeln eluiert und

getrennt flr die Weiterverarbeitung aufgefangen werden. Dies dient zusétzlich



WO 03/070873 PCT/EP03/01663

- 18 -

der Reinigung der Filter. Ein Verstopfen der Filter wird zusatzlich behoben, in-
dem von unten Medium in den Bioreaktor 10 eingebracht wird und die Filter
64, 66 unter Druck von unten freigespllt werden. Nichtumgesetzte Substrate,
die sich Uber den Filtern 64, 66 ablagern, kdnnen nach dem Spllen wieder

dem Reaktor 10 zugefihrt werden.

Diese neue Verfahrensfiihrung ist von sehr groBer Wichtigkeit, da sie die suk-
zessive Aberntung von z.B. Enzymen erlaubt. So ist z.B. beschrieben, dass
lignolytische Enzyme bei vielen WeiBfdulepilzen z.B Phanerochaete chrysospo-
rium, Trametes versicolor u.a. auf vielen Ndhrbéden und auch beim Wachstum
auf festen Substraten nacheinander gebildet werden z.B. in der Reihenfolge:

Mangan-Peroxidase - Laccase (z.B. bei Trametes).

Es wére von erheblichem Vorteil, die verschiedenen Enzymspezies zumindest
mit wesentlich weniger Kontamination durch andere Begleitenzyme erhalten zu
kénnen. Dies ist zum ersten Mal mit Hilfe dieser Fermenterfahrweise in erheb-
lichen Ausbeuten mdglich. Die Kulturfiihrung kann als Batchverfahren, als Fed-
batch-Verfahren oder kontinuierlich erfolgen (abh&ngig vom Tragermaterial
und der Fragestellung). Als Prozesssteuerungsparameter kénnen pH, Tempe-

ratur, pO, Feuchte, Biomasse und Druck gemessen werden.

Ein weiteres Merkmal der vorliegenden Erfindung ist, dass man durch Unter-
einanderschaltung oder Nebeneinanderschaltung (mit verschiedenen Breiten-
und/oder H6henabmessungen der ReaktorgefaBe) des in Abbildung I darge-
steliten Bioreaktoraufbaus zu einem Mehrfach-Bioreaktorsystem kommen
kann, bei dem durch die unterschiedlichen Volumina fassenden Rieselreaktor-
Festbette und entsprechenden Wirbelbette eine vdllig neue Mdglichkeit des
Scale-up dieser Reaktorfahrweise moglich wird. So kénnen mehrere Reaktoren
parallel geschaltet werden, in denen sich Festbette und Wirbelbette abwech-
seln und die gebildeten Produkte des einen vom anderen in einem kontinuierli-
‘chen Verfahren weiterverarbeitet werden. Es kann ebenfalls nach der FlieB-

bett-/Wirbelschichtfahrweise die durch diese Fahrweise segmentierte Riesel-
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bettkultur als Animpfkultur fir die néchste Scale-up Stufe des Rieselbetts (und
oder Wirbelbett) dient, in dem sie teilweise oder ganz in die ndchste Scale-up
Stufe Uberfuhrt wird.

Detailliertere Beschreibung der Fermenterfunktion

Die erfindungsgemaBe Bauweise, wie z. B. in Fig. 1 - 3 gezeigt, erlaubt eine
sehr gute Regelung der Feuchte, was oft ein sehr groBes Problem bei Fest-
bettreaktoren darstellt.

Uber die Rieseldliisen 18 kann N&hriésung aus dem Nahrlosungstank 28 oder
Wasser/Puffer Uber den Wasser- bzw. Puffertank 26 auf das Festbett 12 ge-

pumpt werden.

Ebenso kann zur pH-Einstellung bzw. pH-Nachstellung S&éure aus dem Tank 24
oder Lauge aus dem Tank 22 {iber die Rieseldlsen 18 zugegeben werden. Die
Luftzufuhr erfolgt ber die Bellftungseinrichtung 30. Die Abluft wird Gber den
Auslass 62 abgeleitet.

Die aus dem Festbett 12 austretende Fliissigkeit 56 gelangt in einen Boden-
tank und kann Uber die Rieseldlisen 18 Uber eine Leitung 42, 20 wieder auf

das Festbett 12 zuriickgefihrt werden.

Die FlUssigkeit 56 aus dem Bodentank kann auch (ber eine Pumpe durch den
Partikelfilter 50 und dem Sterilfilter 51 in den Vorratstank 54 gepumpt werden.
Bei eventuell erforderlichem hoheren Druck fiir die Filtrationen erfolgt dies
durch die Druckstutzen 32.

Die Flissigkeitsparameter im Vorratstank 54 kdénnen manuell gemessen wer-
den oder z.B. durch FIA automatisch bestimmt werden. Optional ist eine sofor-
tige Einengung der FlUssigkeit mittels Ultrafiltration vor der Beflllung des

Vorratstanks 54 mdglich.
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Uber die Messwerterfassung 58 werden pH, pO,, Temperatur, Feuchte und
Druck auBerhalb des oder im Reaktorbett 12 durch entsprechende Sensoren
60 erfassf, und die Zugabe von S‘a’nuré/Base, Sauerstoffzufuhr, Temperaturein-
stellung (doppelwandiger temperierter Reaktormantel, gesteuerte Luftpulse,
temperierte Berieselung), Feuchte (Berieselungsmenge bei mangelnder
Feuchte oder Zufuhr trockener Luft bei zu hoher Feuchte) und Druck

(Anderung der Verfahrensfiihrung: Rieselbett >Wirbelbett) geregelt.

Bei Anderung der Verfahrensfilhrung von Rieselbett zu Wirbelbett wird durch
Luft Uber Druckerhéhung Uber die Bellftungszufuhr 30, 32, 34, 36 bei ggf.
gleichzeitiger Flutung des Festbettes 12 mit (optional) N&hriésung/ Wasser/
Puffer das Festbett 12 aufgeldst und Gber die Luftzufuhr 30, 32, 34, 36 die
Wirbelbettverfahrweise aufrechterhalten. Uber die Leitung 40 wird die Fliissig-
keit im Kreislauf gefahren. Durch Beendigung der Belliftung, Beendigung der
Flissigkeitszufuhr tber den Bodentank und Starten der Berieselung lber die
Rieseldliisen 18 kann die Rieselbettfahrweise nach optionaler Trocknung des

Bettes 12 mittels der Belliftungseinrichtung 30 erneut gestartet werden.

Die in Fig. 4 und 5 dargestellte Bioreaktorvariante mit Sieb- und Filterkompar-
timentierung unter dem Festbett 12 erlaubt die Mdglichkeit der Partikeltren-
nung in der durch das Festbett geleiteten Fliissigkeit. Dazu sind Siebe/ Filter
64, 66 unter dem Festbett 12 eingebaut. Eine Entleerung der einzelnen Stufen
ist Uiber die Ausgédnge 76 oder 78 (Bodentank) durch Druckbeaufschlagung
oder Abpumpen madglich. Ein Verstopfen der Filter 64, 66 wird dadurch geldst,
dass a) die Filter 64, 66 freigespllt werden, und/ oder (b) dass die Komparti-
mente unterhalb der Filter 64, 66 kontrolliert sukzessiv geflutet werden und

die Filter von unten unter Druck freigespllt werden.

Die Erfindung wird durch die folgenden Beispiele ndher erlautert, soll aber

nicht auf diese beschrankt sein.
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Beispiele

Beispiel 1: Produktion und sukzessive Gewinnung von lignolytischen Enzymen
mittels Kombination aus Wirbelbettreaktor.

Der Reaktor mit einem Festbett-Volumen von ca. 8 | wird mit Zellstoff
(Softwood/ Kraft) in solcher Weise beflllt, dass nach Durchmischen mit einer
mit Hilfe eines Waring blendor’s gemixten Standkultur von Trametes versico- -
lor und pH-Einstellung auf pH 4.5 ca. 4-6% Stoffdichte resultiert. Es wird
soviel Zellstoff/Inokulummenge auf die Siebplatte (13, Fig. 1 - 3) gegeben,
dass eine Festbetthdhe von ca. 5-8 cm erhalten wird. Das Verhaltnis
Zellétoff/Inokulur'n betragt ca. 30:1 bis 10:1. Die Kultur wird mit Beginn der
Berieselung und Belliftung gestartet. Die Berieselungsflissigkeit enthalt 0.05
bis 0.5% Glukose und 0.01 bis 0.1% Stickstoff in Form von Asparagin bei pH
4.5.

Die Ablauffliissigkeit wird nach Uberfilhrung in das VorratsgefdB nach Laccase
und Mangan-Peroxidase detektiert.

Nach ca. 3-5 Tagen wird zundchst die Mangan-Peroxidase und zwischen Tag 5-
8 die Laccase geerntet, die durch diese sukzessive Aberntung nur ca. 10-20%
mit dem jeweils anderen Enzym verunreinigt ist.

Nach ca. 10 Tagen Kulturdauer ist eine relativ starke Verblockung des Fett-
betts (> 100 Pa/ m Festbett) festzustellen.

Um diese Verstopfung zu beheben und auch durch das Andern der Kultur-
Fahrweise eine Vereinzelung (Zerkleinerung) der gebildeten Mycelmatte zu
erreichen, wird durch Druckbeaufschlagung (ber die Belliftungseinrichtung 30
bei gleichzeitiger Flutung des Festbettes 12 und Beendigung der Berieselung
von der Rieselbettreaktor-Fahrweise auf die Wirbelbett-Fahrweise umgeschal-
tet, dergestalt, dass das Medium von unten in den Kreislauf gepumpt wird und
die Beliliftung Uber die BellUftungseinrichtung 30 so eingestellt wird, dass auch
ohne Abdeck-Filter kein bewachsener Zellstoff ausgetragen wird. Es wird eine

starke Segmentierung des Mycels erhalten, welches nach Beendigung der Wir-
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belbett-Fahrweise nach ca. 4 Stunden und erneutem Start der Rieselbettreak-
tor-Fahrweise (Drosselung der Bellftung, nur noch Belliftung, Anschalten der

Berieselung) zu einem guten Anwachsen der Kultur fihrt.

Nach ca. 3-5 Tagen Kulturdauer kann wieder eine Ernte von zunéachst Mangan-
Peroxidase und zwischen Tag 5-8 eine Ernte von Laccase erhalten werden, die
entsprechend der ersten Aberntung ebenfalls nur ca. 10-20% mit dem jeweils
anderen Enzym verunreinigt ist. Insgesamt sind ca. 4 Zyklen mit relativ guten

Ausbeuten madglich.

Bei nétiger steriler Fahrweise wird das Aufschlag-GeféaB des Waring Blendor's
dampfsterilisiert und die zum Mischen von Kultur/Inokulum, Einstellen des pHs
etc. benutzten Teile eines Starmixers oder eines Hobartmixers, die mit dem
Mixgut in Bérﬂhrung kommen mit Ethanol (75%ig) oder 2M NaOH {ber Nacht
sterilisiert. Mixen, Mischen und das Uberfiihren des Mixgutes in das Festbett

des Fermenters kdnnen unter einer sterilen Werkbank erfolgen.

Beispiel 2: Die Nutzung des Wirbelbettmodus ist nicht auf die Entblockung des
Festbetts beschrénkt. Anders als vom Stand der Technik bekannt, kann das
Medium in der erfindungsgemaBen Ausfihrung des Bioreaktors im Kreislauf
gepumpt und externen bellftet (mit O,-angereichert) werden. So ist es
mdoglich, Mikroorganismen zunadchst im aeroben Wirbelschichtbetrieb auf
einem Trager (z.B. Polyurethan, Perlite, Sinterglas, Biopolymere etc. )
scherkraftarm anwachsen zu lassen, um im darauf folgenden Rieselfilm-Betrieb
von den  Mikroorganismen  sekretierte  Produkte (z.B. Enzyme,

Sekunddrmetabolite, organische Sauren) abzuernten.

Verfahren A: Eine Conidiosporenidsung (10° Sporen/ml) von Aspergillus niger
wird im Wirbelschichtmodus, in einer 14% Glucose, 0.04 % (NH;)x(NH3S04),
0.25 %KH2PO4, 0.05% MgS0O, * 7 H,0, 0.001% FeSO4, 0.00025% ZnS04, pH
5.5) enthaltenden Lésung, langsam im Kreislauf gepumpt. Im Bioreaktor (10
Liter Festbettvolumen) besteht ein Wirbelbett aus Pulyurethan-Stiicken

(Kantenldnge 0,2-1 cm). Die Sporen setzen sich nach einigen Stunden auf
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dem Polyurethan-Tréger fest. Wenn die Zahl der freien Sporen unter 10%/ml
gesunken ist, wird das weiter im Kreislauf gefahrene Medium in einer externen
Blasensaule beltiftet um das schonende Anwachsen des Pilzes zu beglnstigen.
Nach vollsténdigem Anwachsen des Pilzes (1-2 Tage) wird das Verfahren in
den Rieselfilmmodus umgestellt. Der angewachsene Pilz beginnt auf dem
Polyurethan zu sporulieren und Zitronensdure zu bilden. Die Zitronensaure
wird in definierten Abstanden (10-30 h) durch die Rieseldlisen mit 200 ml vom
Festbett abgewaschen. In nicht optimierten Aspergillus-Stdmmen werden so
Zitronensdurekonzentrationen bis 3% in der Rieselfllissigkeit erhalten. Optional
kann die Rieselfllssigkeit im Kreislauf gepumpt werden  bis
Citratkonzentrationen um 5% erreicht werden.
Nach dem bereits bekannten Verblocken des Festbetts, dass unter diesen
| Bedingungen nach ca. 14 Tagen auftritt, wird erneut auf den
Wirbelschichtmodus umgestellt und das Festbett durch den Fllssigkeitsstrom,
unterstlitzt durch Druckluftpulse, durchwirbelt. Durch dieses Verfahren
zerreissen, anders als im Stand der Technik bekannt, die die Pulyurethan-
Stlicke verbindenden Hyphen des Pilzes durch die starke Verwirbelung des
Festbetts.

Verfahren B: Eine Conidiosporenlésung (10° Sporen/ml) von Aspergillus oryzae
wird im Wirbelschichtmodus, in einer 2% Glucose, 1% Pepton, 1% Yeast
Extract, 0,6% Na-Acetat Lésung , 0.2% MgSO, * 7H20, 0.01% KH2PO4,
0.05% KCI, 0.01%MnS0O4 . 5 H20, 0.01%FeS04 . 7 H20, 0.01% NaCl -
Lésung langsam im Kreislauf gepumpt. Im Bioreaktor (8-Liter
Festbettbettvolumen) besteht ein Wirbelbett aus Perlit-Kugeln (Durchmesser
0,1-0,5 cm). Die Sporen setzen sich nach einigen Stunden in den Poren des
inerten Tréger fest. Wenn die Zahl der freien Sporen unter 10°/ml gesunken
ist, wird das weiter im Kreislauf gefahrene Medium in einer externen
Blasensdule bellftet um das Anwachsen des Pilzes zu beglnstigen. Nach
vollstandigem Anwachsen des Pilzes (2 Tage) wird das Verfahren in den
Rieselfilmmodus umgestellt. Durch die Rieseldlisen werden dunnflissige Lipide

(z.B. Olivendl, Sojadl) auf das Festbett gepriiht. Der Pilz reagiert mit der
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Produktion des Enzyms Lipase, welches in 24-48 stiindigen Absté&nden tdglich
durch 300 ml Pufferlésungen (z.B. Phosphatpuffer 50mM, pH 7) im
Rieselfilmverfahren vom Festbett gespult wird. Pro ml Puffer kdnnen tGber 30 U
Lipase gewonnen werden. Ein Verblocken des Festbetts nach ca. 10 Tagen
wird durch die starken Scherkrdfte, die nach Medienstromumkehr und

Druckluftzufuhr zwischen den Trédgermaterialien entstehen aufgeldst.

Verfahren C: Eine homogenisierte Mycelldsung eines Sekundarmetabolit-

sekretierenden (z.B. Antibiotika, Mycotoxine, Pigmente) Ascomyceten, z.B.
Penicillium chrysogenum, wird so lange im Wirbelschichtmodus durch das
Wirbelbett (Volumen 1 L, bestehend aus einer Mischung aus Holzspdnen,
Roggen, Lignozellulose (Gewichtsverhaltnis 1:1:2)) gepumpt und dabei extern
belliftet, bis in der Animpflosung mikroskdpisch kein Mycel mehr sichtbar ist.
Durch das scherkraftarme Rieselfilmverfahren wachst der Pilz bei externer
Bellftung an. Zur Produktion der Metabolite wird auf den Rieselfilmmodus
umgestellt. Das Festbett wird durch die im Reaktor befindliche
Bellftungseinrichtung angetrocknet, um bei Bedarf einen flr Pilze gunstige
geringere Wasseraktivitdt des Festbettes einzustellen.

Die Metabolite werden Uber die durch die Rieseldlisen gegebenen Puffer oder
Losungsmittel vom Festbett abgewaschen. Ein Verblocken des Festbetts nach
ca. 8 Tagen wird durch die starken Scherkrafte, die nach Medienstromumkehr

und Druckluftzufuhr zwischen den Trédgermaterialien entstehen aufgeldst.
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Anspriiche

1. 7 Kultivierungsverfahren fiir Mikroorganismen, umfassend eine Kombination
aus Verfahrensschritten, die flir einen Rieselbettreaktor charakteristisch .
sind, mit solchen, die fir einen Wirbelbettreaktor charakteristisch sind,
wobeij 4
-(a) Mikroorganismenkulturen auf einem Festbett unter Rieselbettreaktor-
Verfahrensflihrung kultiviert werden, wobei das Reaktionsmedium durch
Rieseldisen aufgébracht wird, die Bellftung von unterhalb und/oder
innerhalb des Festbetts erfolgt und die durch die  Festbettschicht
ablaufende Ldsung, welche die Reaktions-/Abbauprodukte der
Mikroorganismenkulturen enthalt, entweder solange, bis die gewlinschte
Produktivitdt, das gewlinschte Produkt bzw. das gewlinschte
Abbauprodukt oder der gewtlinschte Abbaugrad erfeich'c sind,
zurlickgefUhrt wird oder die abgelaufene Losung unmittelbar zur weiteren
Auftrennung weiterbehandelt wird und
(b) zur Anderung der Kultivierungsbedingung oder bei Uberschreiten
eines bestimmten Druckverlustes Uber die Befiillung des Festbetts durch
Einleiten von Wasser oder Nahrlésung und Luft die Kulturfihrung far
einen gewissen Zeitraum von der Rieselbettreaktor-Verfahrensflihrung in

eine Wirbelbettreaktor-Verfahrensfihrung umgeschaltet wird.

2. Kultivierungsverfahren nach Anspruch 1, wobei

(i) die Mikroorganismenkulturen ausgewahlt sind aus Bakterien, Hefen,
Pilzen, tierischen oder pflanzlichen Zellen, immobilisierte pflanzlichen und
tierischen Gewebe usw. und insbesondere filamentdse Pilze sind; und
/oder ' ' '

(ii) bei der Wirbelbettverfahrensweise das Medium im Kreis gepumpt wird
um ein Uberlaufen von bewachsenem Fiillkérper oder bewachsenen Fest-
bettbestandteilen zu verhindern; und oder

(iii) das Anwachsen der Mikroorganismenkultur unter Rieselbett- oder

Wirbelbettreaktorfihrung erfolgt; und/oder
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(iv) das Reaktionsmedium ausgewahlt ist aus Wasser, N&hrldsung, LO-
sung mit umzusetzendem Substrat usw.; und/oder

(v) die Reaktionsf/Abbauprodukte der Mikroorganismenkulturen, Proteine
einschlieBlich Enzymen, Antikdrper usw., Sekundar-Stoffwechselprodukte, |
‘'umgewandelten Substrate einschlieBlich Alkohole, Aldehyde, Ketone,
Alkaloide, organischer Sduren, Pigmente, Aromastoffe usw., gereinigten
Abwasser oder umgewandelte Xenobiotika sind und insbesondere
Proteine und Sekundarmetaboliten sind; und/oder

(vi) die weitere Auftrennung das Abtrennen von festen Partikeln und
Mikroorganismen durch Filtrieren, Sedimentieren usw. und/oder Trennen
mittels Ultrafiltration, Chromatographie usw. umfasst; und/oder

(vii) bei Uberschreitung eines Druckverlustes‘ Uber der Beflillung des
Fliessbetts von > 100 Pa/m Schiitthéhe oder Festbettfiillung, vorzugs-
weise von > 50 Pa/m, von der Rieselbettreaktor-Verfahrensfiihrung in die
Wirbelbettreaktor-Verfahrensfiihrung umgeschaitet wird; und/oder

(viii) der Zeitraum in dem Wirbelbettreaktor-Verfahrensfihrung erfolgt,
so gewahlt ist, dass bei der nachfolgenden Rieselbettreaktor-Verfahrens-
fihrung die Uberschreitung des Druckverlustes zurlickgefiihrt ist, vor-
zugsweise wenigstens 1 Minute, insbesondere 10 min bis 4 h dauert, '
und/oder die durch diese zusétzliche Fahrweise gewilinschten Produkti-

ons-, Stoffumwandiungs-Abbaueffekte erreicht werden.

3. Kultivierungsverfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei

(i) das Verfahren das Beaufschlagung von Druck umfasst, wobei das Re-
aktionsmedium durch unter dem Festbett gegebenenfalls vorhandene
Sieb- und Filterbdden gepresst wird; und

(ii) die Sieb- und Filterbdden von (i) verschiedene Maschenweiten/ Po-
rengroBen, insbesondere absteigend, abhdngig vom Bettmaterial zwi-
schen 1 mm bis zum Ultrafiltrationsbereich von ca. 5000 Dalton, aufwei-
sen, was eine sukzessive Isolierung von Partikeln verschiedener GroBen-

" ordnungen erlaubt; und
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(iif) eine die schrage Anordnung der Filter- und Siebbdden von (i) und (ii)
es ermdglicht, die Produkte durch Abwaschen durch Wasser/Puffer ein-

zeln zu eluieren und getrennt flir die Weiterverarbeitung aufzufangen.

4.  Kultivierungsverfahren nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 3,
wobei
(i) als Festbett alle méglichen organischen festen Substrate einschlieBlich
Holz, Einjahrespflanzen, anderes Pflanzenmaterial, Humus, Kohle, organi-
sche Abfélle aller Art sowohl pflanzlicher als auch tierischer Herkunft als
Einzelstoffe oder als Gemische fiir die Anzucht von Mikroorganismen-
Reinkulturen oder Gemische eingesetzt werden; und/oder
(i) als Festbett Fullkérper, insbesondere solche aus Kunststoffen, Kera-
mik, Glas und mineralischen Materialien, Aktivkohle, Kieselerde oder
Schlacken eingesetzt werdeh, worauf die Mikroorganismenkulturen als
Reinkulturen oder Gemische frei oder immobilisiert zum Wachsen ge-
bracht werden; und/oder
(iii) den Mikroorganismen des Festbetts zusétzlich Enzyme, bevorzugt
Hydrolasen und/oder Oxidoreduktasen, frei oder inﬂmobilisiert zugegeben
werden; und/oder
(iv) beim Kultivieren Co-Enzyme zugegeben werden, die frei oder immo-
bilisiert oder mit dem jeweiligen Enzym co- immobilisiert sein kénnen;
und/oder
(v) die Co-Enzyme von (iv) vorzugsweise ausgewshlt sind aus NAD,
NADP, FAD, CoA, PAL, TPP, ATP usw.

5.  Kultivierungsverfahren nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 4,
wobei ‘
(i) beim Kultivieren eine Auftrenﬁung, partielle Aufreinigung oder Kon-
zentrierung der gebildeten Produkte oder umgewandelten Substrate er-
folgt; und/oder
(if) bei der Rieselbettreaktor-Verfahrensfilhrung unterschiedliche Orga-

nismen oder Organismen-Mischkulturen eingesetzt werden als bei der
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Wirbelbettreaktor-Verfahrensfiihrung und insbesondere auch verschie-
dene Enzyme und Co—Eﬁzyme den verschiedenen Reaktorfahrweisen zu-
gegebenl werden; und/oder

(iii) das Verfahren zur Produktion von Enzymen, zur Produktion von Se-
kundarmetaboliten, zur Behandlung von pflanzlichen Material, insbeson-
dere Holz, Einjahrespflanzen, zum Einsatz als Biokatalysatorsystem bei
der chemischen Synthese, zum Einsatz in der Schadstoffentfernung aus
Abwasser und zum Abbau von Xenobiotika einsetzbar ist; und/oder

(iv) bei einer sukzessiven Produktion von Enzymen, Sekunddrmetaboli-
ten, chemischen .Zwischen- oder Endprodukten in der Rieselbettreaktor-
Verfahrensfiihrung -und/oder der Wirbelbettreaktor-Verfahrensfiihrung die
entsprechenden Produkte durch die vorhandenen Separierungsmdéglich-
keiten des Bioreaktors vorgereinigt werden; und/oder

(v) bei der Behandlung von pflanziichen Material (Holz, Einjahrespflan-
zen), beim Einsatz in der Schadstoffentfernung aus Abwasser und beim
Abbau von Xenobiotika die Mdglichkeit der verschiedenen Verfahrens-
fihrung eine Verbesserung der Behandlungsleistung oder Abbauleistung

ermoglicht.

6. Kultivierungsverfahren nach Anspruch 1, wobei

(i) durch im Reaktor vorhandene Sensoren zur pH-, pO,-Messung, zur
Messung von Feuchte, Temperatur und Druck eine Reaktorsteuerung
Uber Soll/Istwert-Regelung erfolgt; und/oder

(ii) mehrere der Bioreaktoren in Serie geschaltet sind und bei denen die
Produkte des ersten Bioreaktors dem zweiten beziehungsweise den fol-
genden als Substrate zugeflihrt werden; und/oder.

(iii) die bei der Wirbelbettreaktor-Verfahrensfiihrung segmentierte Riesel-
bettkultur als Animpfkultur flir die ndchste Scale-up Stufe des Rieselbetts
(und/oder Wirbelbetts) dient, in dem sie teilweise oder ganz in die

nachste Scale-up Stufe Gberflhrt wird.
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7. Bioreaktor zur Kultivierung von Mikroorganismen, insbesondere zur

Durchfliihrung des Verfahrens nach einem der Anspriiche 1 - 6, mit
einem Reaktionsbehalter (10),

einer in dem Reaktionsbehélter (10) angeordneten Festbettauflage (14)
zum Anordnen eines Festbettes (12) auf der Festbettauflage (14),
oberhalb der Festbettauflage (14) angeordneten Rieseldisen (18) zur
‘Berieselung des Festbettes (12) mit N&hrstofflésung 'oder dgl., so dass
der Bioreaktor im Rieselbettverfahren betrieben werden kann und
einer Bellftungseinrichtung (30, 32, 34, 36) zur Belliftung des Festbettes

(12) bzw. des Innenraums des Reaktors (10), so dass der Bioreaktor im

Wirbelbettverfahren betrieben werden kann.

8. Bioreaktor zur Aufzucht von Mikroorganismenkuklturen, insbesondere
nach Anspruch 7 und/oder zur Durchfithrung des Kultivierungsverfahrens
nach einem der Anspriiche 1 - 6, mit

einem Reaktionsbehalter (10), .

einer in dem Reaktionsbehdlter (10) angeordneten Festbettauflage (14)
zum Anordnen eines Festbettes (12) auf der Festbettauflage (14),
oberhalb der Festbettauflage (14) angeordneten Rieseldlisen (18) zur
Berieselung des Festbettes (12) mit Néhrstofflésung oder dgl., so dass
der Bioreaktor im Rieselbettverfahren betrieben werden kann und

einer mit dem Reaktionsbehélter (10) verbundenen Druckerzeugungsein-
richtung (80) zum Hindurchpressen von Reaktionsmedium (56) durch die
Festbettauflage (14).

9. Bioreaktor nach Anspruch 7 oder 8, gekennzeichnet durch eine oberhalb
4 der Festbettauflage (14) angeordnete Riickhaltevorrichtung (15) fur die
Wirbelbettreaktionsfilhrung und/oder durch eine oberhalb der Fest-
bettauflage (14) und oberhalb der Riickhalteelemente (15) angeordnete
Entnahmeeinrichtung (38) zur Mediumabfuhr, insbesondere in geflutetem

Zustand.
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Bioreaktor nach einem der Anspriiche 7 - 9, dadurch gekennzeichnet,
dass sich der Reaktionsbehdlter (10) zumindest unterhalb der Festbett-

auflage (14) in Richtung eines Auslasses (16) verjlngt.

Bioreaktor nach einem der Anspriiche 7 - 10, gekennzeichnet durch min-
destens ein unterhalb der Festbettauflage (14) angeordnetes Filterele-
ment (64, 66).

Bioreaktor nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass

mehrere Filterelemente (64, 66) vorgesehen sind, deren Maschenweite/
PorengrofBe in Richtung des Auslasses (16) abnimmt; und/oder

eine dem Filterelement (64, 66) zugeordnete Splleinrichtung (68, 70) zur
Reinigung des Filterelements (64, 66) vorgesehen ist; und/oder

das Filterelement .(64, 66) in dem Reaktionsbehdlter (10) vorzugsweise

geneigt angeordnet ist.

Bioreaktor nach einem der Anspriiche 8 - 12, dadurch gekennzeichnet,
dass die Druckerzeugungseinrichtung (80) derart mit dem Reaktionsbe-
hélter (10) verbunden ist, dass das Reaktionsmedium (56) zusatzlich

durch das bzw. die Filterelemente (64, 66) hindurchpressbar ist.
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