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(57) Die Erfindung betrifft das Gebiet der mikrobiologischen Industrie,
speziell Verfahren zur Steuerung und Regulierung von Prozessen

der Kultivierung von Mikroorganismen. Es ist das Ziel der Erfindung,
die Steuerung von Kultivierungsprozessen zu vereinfachen und den
Zeitaufwand fiir die Ermittlung der Faktoren, die den Prozes

negatlv beeinflussen, zu vermindern. Das 7Ziel wird erreicht durch

ein Verfahren, mit dessen Hilfe das rasche Erkennen und eine
beschleunigte Korrektur von Stérungen im stabilen Prozef der
mikrobiellen EiweiBsynthese mdglich wird. s beruht auf dem Nachweis
im Anstieg der Nltrltkon?entratton tiber eine festgesetzte Grenze

hinaus.
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Verfahren zur Steuerung des Xultivierungsprozesses von
Mikroorganismen ‘

Anwendungsgzebiet der Erfindung

Die Frfindung betrifft das Gebiet der mikrobiologischen
Industrie, speziell Verfahren zur Steuerung und Regulierung
von Prozessen der Kultivisrung von Mikroorganismen.,

Charakbteristik -der bekannten technischen Losungen

BEs sind Verfahren zur Steuerung von Kultivierungsprozessen
nach der Biomassekonzentration (SU-US 302 363), nach der
Menge der aktiven Zellen (SU 365 373), nach der Atmungs-—

intensitit, nach dem Alkoholgehalt des Abgases (DT-AS 1 080 043),

nach der Temperatur des Fermentationsmediums (SU-US 506 611)
und nach der lMenge des bei der Gdrung gebildeten Kohlendioxids
bekannt (SU-US 344 352), ‘

Der Nachteil der genannten Verfahren besteht darin, daB bei
Knderung des Tiir die Steuerung verwendeten ProzeRparameters

.

- oder Stvoffwechselprodukte, z., B. bel Verminderung der ilenge

des entstehenden Kohlendioxids, zwar eine Storung des Vech-
nologischen Systems angezeigt Wird,,aber zur Ermittlung der
Ursachen alle prozeBtechnischen KenngréBen kontrolliert werden
nmissen, was sehr zeitaufwendig iste

Ziel der Erfindung

Der Zweck der Erfindung besteht darin, die Steuerung von
Kultivierungsprozessen zu vereinfachen und den Zeitaufwand
Tlr die Ermittlung der Faktoren, die den Prozel negativ be-
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einflussen, zu verminderhe
. 2

Darlegung Ces iesens dexr Erfindung

Aufgabe der Erfindung ist es, als Steuergrife ein leicht

zu analysierendes Stoffwechselprodukt zu verwenden, das

durch die Hikroorganismen bei Abweichungen von den opvimalen
Prozefbedingungen ausgeschieden wird und dessen Bildung mit

der Anderung bestimmber Prozelparameter korreliert.

Bei der Kultivierung von Mikroorganismen, z. B. von methan-
assimilierenden Bakbterien, ist die in das lMedlum ausgeschiedene
Nitritmenge geringer als 0,3 mg N/1, wenn die Ammonium~Stick-
stoff-Konzentration 20 -~ 80 mg N/1, die DurchfluBrate neahe

der kritischen DurchfluBrate liegt und durch Einstellung ent- -
sprechender Partialdrucke die Sauerstoffkonzentration die
Wachstumsrete bestimmbt,

BEs wurde festgestellt, dal bel inbibierenden Ammonnium-Stick-

4

stoff-Konzentraticnen, limitierenden Konzentrationen der Xohlen-
toffquelle und steigendem Limitatilonsgrad von Sauverstorff, dis
Nitritkonzentration im Fermentationsmedium Uber dle fur einen
gegebenen Prozefl zulissige Norm ansteigt. Dabei kann der zu-
nehmende Sauverstofflimitationsgrad entweder durch elne sinkende
Durchflufrate oder sinkenden Sauerstoffpartialdruck beaingt
sein.

Bei Ansteigen der Nitritkonzentration ist es erforderlich,

die Xonzentrationen von Stickstoff, Saverstoff und der Xohlen-
stoffquelle, den Sauverstoffpartialdruck sowie die Durchflul-
rate der wéBrigen Héhrldsung zu bestimmen und Abweichungen

von den Formwerbten zu korrigieren.

Der Vorteil dieses Verfahrens besteht darin, dafl bel Abweichungen
von den optimalen Prozelbedingungen die Hitritkonzentration
sofort ansteigt und eine Stdrung des Prozesses signalisiert
wird, lange bevor diese Storung an einer Anderung anderer .
prozeltechnischer KenngroBen (z. B. bel Verminderung des Bio-

masseertrages) ersichtlich wird. Das entstehende Hitritv hat
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keinen negativen Einflufl auf das Wachstum der Mikroorganisnen,
solange nicht inhibierende Konzentrationen groler als 20 mg
Nitritstickstoff/1 erreicht werdens

Dieses Steuerverfahren kann bel kontinuierlichen und dis-
kontinuierlichen Fermentatlonsprozessen angewendet werden,
wobel es ohne Bedeutung ist, ob die Kultivierung beil Normal-
druck oder erhchbem Systemdruck durchgefihrt wird.

Die Bestimmung der Nitritkonzentration erfolgt kolorimetrisoh
nach Diazotierung mit Sulfanilsdure und Kupplung mit™ ~Naphthyl-
amin in einem Reaktionsschritt.

Zur Herstellung des Nachweisreagens werden 2 g Sulfanilsdure
in 400 ml 2 n Essigsédure und 0,4 g ~Naphthylaminhydrochlorid
unter Brwirmen in 80 ml Wasser gelost, gemischt und mit 2 n
Essigééure zum Liter erginzt. Kulturfiltrat und Reagens werden .
im Verhdltnis 1 3+ 1 (V/V) gémischt, die rotviolette Faroung
nach 10 Minuten im Spektralphotometer bel = 534 nm gemessen.
Die Farbintensitvdt wird mit der eilner Bichkurve verglichen.
Als Testsubstanz dient wasserfreies Natriumnitrit. Der Nech-
weisbereich betrégt 0,03 bis 0,4 mg Nitrit-N/Ll.

Die Nitritbestimmung kann kontinuierlich nach dem Analyser-
Prinzip unter Verwendung eines Spekol des VeB Carl Zelss Jena
mit DurchfluBkiivette erfolgen.

Beispiel 1

Der methanutilisierende Baxterienstamm Methylococcus
capsulatus spe wurde im kontinulerlichen ProzeR unter fol-
genden Bedingungen kultiviert:

Temperatur: 40 °¢

PH : 5,6

Begasungsintensitéabs 40 l/lq

Verhiltnis Er gas zu Lufts 1 : 3

DurchfluBrate; . 0,25 h
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Die Zusammensebtzung der Wehrldsung war wie folgt:
(fir 1 g Biomasse)

KC1 0,025 g
KgS0, .« 7450 - 0,02 g
H,F0, (807ig) 0,09 &
F8504 . 7H20 0,1 ng
4050, « 7HS0 0,3 ng
MnSO0, « 4H0 0,5 g
CU.SO4 . 5H2O 0,5 ng
HBBO3 0,3 mg

Na lio0, « 2H0 0,045 ng

Die pH-Regelung erfolgte mit einer 10%igen NHAOH—Lﬁsung,

diese diente zugleich der Stickstoffversorgung der Organilsmene.
Unter diesen ProzeBbedingungen wurde im steady state eine Bio-

massekonzentration von 10 g/l erreicnt. Alle halben Stunden

o

wurde der Nitritgehalt der Kulturflissigkeltv bestimmt. In der

20. Kultivierungsstunde erhdhte sich die Witritstickstoff-
konzentration bis auf Werte von 2,5 mg 1II/l. Bs wurde der
Ammoniuvm-Stickstoffgehalt der Kulturflissigkelt sowie die
Begasung Uberprift. Die Analysen zeigten, daB dle Ammonlum~
Stickstoffkonzentration 400 mg N/l betrug. Um diesen hohen.
tickstoffgehalt des Fermentationsmediums zu vermindern, wurde
die pH-Regelung auf eine 10lige NaOH-~-Losung umgestellt. Hach
zviel Stunden lag der Ammoniuvm~Stickstoffgehalt wieder inner—
halb
ch

(o))

er optimalen Grenzen, die Witritkonzentration verringerte
<0,3 ng 1i/1l.
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Beispliel 2

Die Xultivierung des methanutilisierenden Bakterienstamnes
hethylococcus capsulatus sp. erfolglte viie im Beispiel 1 be-
schrieben. In der 47, Kultivierungsstunde stieg der Witrit-
gehalt der Kulturflissigkeilt auf 3 mg I/l an. '

Es vwurde der Ammonium-Stickstoffgehalt der Xulturflissigkeit
sovile die-Begasung Uberprift. Dabel wurde festgestellt, dal.
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- die Stickstoffkonzentration innerhalb der optimalen Grenzen

lag, das Verhdltnis von Erdgas : Luft betrug jedoch 1 1 7.

Der ProzeB wurde durch Methan limitiert.

Nach Ver&nderung des Verh8ltnisses Erdgas : Luft auf 1

i~

sank die Nitritkonzentration der Kuljuriliissigkeit auf
0,15 ng ¥/L.

Beiswniel 3

Methanutilisierende Bakberien vom Stamme Methylococcus
capsulatus sp. wurden im diskontinuierlichen Proze3 unter
sonst gleichen Bedingungen wie im Beispiel 1 kultiviert.

Die Zugabe der Idhrsalze erfolgte in Form eines Konzentrates
stufenwelse, | ,

Die Zelldichte wuchs exponentiell auf 9 g Trockensubstanz/1
an, ohne daf ein Anstieg des Nitritgehaltes zu verzeichnen
war, Mit einer weiteren Zunahme der Zelldichte stieg auch

der Nitritgehalt auf Werte—1 mg N/1 an. Der Ammonium-Stick— .

3 Fal

stoffgehalt der Xulturflissigkeit wurde iiberprift und inner—
n befunden. Durch Erhohung des Gaseintrags sank
der Nitritgehalt auf ¢ 0,3 mg N/l ab. Der aus einer Wachstums-
kurve nur ungenau bestimmbare Zeitpunkt des Beginns der Gas—
linmitation konnte so mitv hoher Genauigkeit bestimmt werden.
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Patenbtansoruch

1o

Verfahren zur Steue rung des Kultivierungsprozesses von
Mikrcorganisnen bel konstanter Terperatur und konstenten
pi-ert, xonbinuierlicher Beluftung mit einer Sauerstofi-
guelle und Durchmischung unter Zufuhr einer flissigen oder
gasformigen Kohlenstoffquelle in einer wiBrigen Nihrsalz-—
16sung, nach einem gebildeten Stoffwechselprodukt, dadurch
gekennzelchnetv, dafl mit dem Ziel der Vereinfachung der
Steuerung und Verkirzung der Zeit zur Zrmittlung der Fak-
toren, die die Fihrung des Prozesses der Kultivierung negativ
beelnilussen, die Steuerung des Prozesses nach der Xonzen-
T

O

trevion der gebildeten Hit
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Verfahren zur Steuerung geméﬁ
da3 man die optimalen Parameter des Kultiviexungsprozesses
verschleqene*_ ikroorganismen in Abhdngigkeilt ihrer fiir die

i
normale Bntwicklung notwendigen Verbrauchswerte fir Stick-
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3e Verfahren zur Steuerung gemdB Punkt 2, dadurch gekenn;
zeichnet, daB man methanutilisierende Bakberien kultiviert,
fiir die die optimalen Bédingungen sind: Gehalt in der
Eulturflissigkelt an Ammonium~-Stickstoff = 20 bis 80 mg/l;
<0,3 mg §/1, DurchfluBrate der wifrigen Wihrsalzldsung
nahe der kritischen DurchfluBrate, Limitation des Prozesses
durch Sauerstoff. | .
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