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(64) VERFAHREN ZUR ZUECHTUNG VON MIKROORGANISMEN

(57) Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur kontinuierlichen Zlichtung partiell synchronisierter
Mikroorganismen. Sié kann iiberall dort angewendet werden, wo Mikroorganismen zum Zwecke
der Biomassegewinnung, vorwiegend zur Einzellerproteingewinnung, geziichtet werden. Das
Ziel der Erfindung besteht darin, die Qualitit und Quantitat der Produktstrome auszugleichen,
Schwankungen in der Heranfiihrung der Roh- und Hilfsstoffe und Verarbeitung der Produkte zu
vermeiden, so daR die Fermentoren standig unter biologisch und technisch ékonomisch glinstigen

Parametern arbeiten. Die Ziichtung wird in mindestens zwei Fermentoren gleichzeitig

durchgefiihrt, wobei die MaBnahmen zur partiellen Synchronisation in den einzelnen Fermgntoren
zeitlich gesteuert werden, daB die aus dern Synchronisationseffekt resultierenden Oszillationen
ider Zellwachstumsphasen in jeweils zwei Fermentoren um eine halbe Wellenlédnge verschoben

/ sind und/oder dafR sich jeweils mindestens zwei Fermentoren entgegengesetzt entweder im

Minimumangebot an Kohlenstoffquelle oder Kohlenstoffquellenangebotiberschul befinden.

10 Seiten



-1- 231429 3

Titel der Erfindung

Verfahren zur Zichtung von Mikroorganismen

IPKs C 12 N

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur kontinuier-
lichen Ziichtung partiell synchronisierter Mikroor-
ganismen. Die erfindungsgemdBe Losung kann iiberall
dort angewendet werden, wo Mikroorgenismen zum
Zwecke der Biomassegewinnung, vorwiegend zur Eine-
zellerproteingewinnung, gezlichtet werden.

Die Brfindung gehort in das Gebiet der technischen
Mikrobiologie.

Charakteristik der bekannten technischen Ldsungen

Eg sind zahlreiche Verfzhren zur Zichtung von Mikro-
organismen zum Zwecke der Biomassegewinnung, insbe=
gondere der Einzellerproteingewinnung, bekannt.

Bei industriell angewendeten Verfahren werden dabei
aus tkonomigchen Grilnden hohe Umsatzraten der ein-
gesetzten Kohlenstoffquelle zur Biomasse sowie
allgemein gilingtige Qualitédts- und Verbrauchskenn-
ziffern gefordert.

GemdB Patentschrift DD 140 150 wird diese Zielstele
lung erreicht, indem die Versorgungszyklen mit
Kohlenstoffquelle den Phasen des Zellwachstums bei
kontinuierlicher Ziichtung alternierend angepaBt
werdene
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Dieses Verfahren setzt ein mdglichst synchrones Zell=-
wachstum im kontinuierlich arbeitenden Fermentor vor-
ausge ‘

Um signifikante synchrone Zellwachstumsphasen im kon=-
tinuierlich arbeitenden Fermentor zu erreichen, ’
miissen vorher slle Zellen wachstumssynchronisieren=
den Einwirkungen unterworfen werden. Diese Ein-
wirkung keann in Form von pH-Wert-Erniedrigungen,
Einstellung der Sauerstoffversorgung, Temperatur-
erhohung u.s.w. erfolgen,

Diese technische Losung weist eine Reihe von Besonder-
heiten auf, die insbesondere bei der Uberfilhrung in
die industrielle GroSproduktion unglinstig in Er-
scheinung treten.

~ Die synchronisationsaugldsenden Einwirkungen
schaffen iiber beachtliche Zeitrdume im gesamten
Fermentor extreme Bedingungen, die in der Zeit
der Beeinflussung das Zellwachetum hemmen und
damit Produktionsminderungen bewirken.

- Mit der Ausldsung des synchronisierten Zellwachs=-
tumg verldBt den Fermentor ein Produktstrom, der
in Analogie zu der Zellwachstumsphase unterschied-
liche Qualitdt hinsichtlich wesentlicher Faktoren
wie Nukleinsdure-, Rohprotein=- oder Rohfasergehalt,
aufweist.

- Der oszillierende Charakter der Qualitdtsmerkmale
betrifft neben dem Hauptprodukt vor allem die Neben-
produkte oder biologisch behandelten Produkte, wie
den Biolipidextrakt und das behandelte Erdvldestile—
lat im Falle der PS DD 140 150.
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- Die Zufuhr von allen Nahrstoffkomponenten erfolgt
alternierend bzw. den Zellwachstumsphasen angepaSt,
do ho dynamisch oszillierend,

- Die den Fermentor verlassende Biomassemenge schwankt
bis zu + 20 % um einen Mittelwert,
Dieser Umstand hat zur Folge, daB die gesamten Nach-
arbeitungsstufen im gleichen Rhytmus betrieben wer-
den miiten., In diesem Fall kann es zeitweise bis zu
einer ca. 40 %igen Nichtausnutzung investierter
Grundmittel kommen. '

Zur Vermeidung der genannten Nachteile hinsichtlich
der oszillierenden Produktcharakteristika und der Pro=-
duktmengen wire die Instellation unverhdltnisméBig
grofler Puffer~ und Mischeinrichtungen erforderlich.
Damit widren jedoch noch nicht die zeitweiligen pro-
duktmindernden Nachteile, die aus den extremen MaB-
nahmen zur Synchronisation des Zellwachstums resulw-
tieren, begeitigte

Auflerdem ist dieses Verfahren in den Mdglichkeiten

der gynchronisationsauslosenden Effekte eingeschriénkt,
da bel vorgegebenen technischen Fermentationssystemen
die Anwendung aller relevanten Mafinahmen nur unter er-
heblichem Aufwand zu erreichen ist oder nicht erfolgen
kenn.

Ziel der Erfindung

Das Ziel der Erfindung besteht darin, die Qualitét

und Quantitdt der Produktstrdme auszugleichen, Schwan-
kungen in der Heranfilhrung der Roh- und Hilfsstoffe
und Verarbeitung der Produkte zu vermeiden, so da8

die Fermentoren stdndig unter biologisch und tech-
nisch ©konomisch giinstigen Parametern arbeiten.
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Darlegung des Weseng der Erfindung

Aufgabe der Erfindung ist es, ein technisch und
tkonomisch giinstiges Verfahren zur Zellenziichtung
unter den Bedingungen einer partiellen Synchroni-
gation des Zellenwachstums zu entwickeln.
ErfindungsgemdB wird die Aufgabe so gelvst, daf
die Zellenziichtung gleichzeitig in mindestens 2
vollgténdig eigensténdigen Fermentoreinheiten er-
folgt, wobei die MaSnahmen zur partiellen Syn-
chronigation in den einzelnen Fermentoren zeitlich
go gesteuert werden, daB die Oszillationen des
7ellenwachstums in jeweils zwei Fermentoren um
eine halbe Wellenlénge verschoben sind oder daB
gich jeweils mindestens zwei Fermentoren entgegen-
gesetzt entweder im Kohlenstoffquellenminimum- oder
- normalangebot befinden, da8 dabei mindestens
zwiaschen zwei Fermentoren Biomassesuspension aus-
getauscht wird und die synchronisationsausldsenden
oder verstirkenden Einwirkungen suf dem Weg von
einem zum anderen Fermentor erfolgen und die ausge-
tauschte Menge zwischen Null und dem vollst&ndigen
Augtausch variiert werden kann.

Die synchronisationsbewirkenden MaSnahmen kdnnen
nahezu uneingeschrénkt ausgeschopft werden.

Ausfilhrungsbeispiele

Beigpiel 1

In einer halbtechnischen Fermentationsanlage beste=
hend aus zwei 500 l~Rilhrkesselfermentoreinheiten
wurde Hefe der Gattung Lodderomyces elongisporus
kontinuierlich auf n-paraffinhaltigem Erddldestillat
gezlichtet.
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Die Ziichtungsbedingungen entsprachen den aus der
Literatur bekannten optimalen Milieu~ und Technolow~
gieparametern hinsichtlich pH~Wert, Temperatur, Ver-
weilzeit, Sauerstoff~ und Erdtldestillatangebot

gsowie auch hingichtlich Zugabe der lebensnotwen—
digen iibrigen Ndhr~ und Spurenelemente.

Jede Fermentoreinheit wurde eigensténdig versgorgt

und bilanziert. Bei einer Verweilzeit von 4,1 - 4,15
stellte sich in beiden Fermentoren eine Biomasse~
konzentration von 21 - 22 g/l HTS ein. Die kontinu-
ierlich aus dem Fermentor abgezogene Suspensiong-~
menge betrug 50 = 51 kg/h.

Die Produktionskapazitdt jedes Fermentors betrug

1= 1,12 kg Hefetrockensubgtanz pro Stunde.

Die Temperatur betrug in der Produktionsphase

32 ¥ 1 % ger pH-Wert 4,1 - 4,2, die Erdoldestillat~
konzentration 13 % mit 16 % n~Paraffin.

Die erforderliche partielle Synchronisation in der
Startphase wurde durch Temperaturerhshung auf 37 OC,
Uber 5 Minuten, Abstellung der Luftzufuhr und gleich-
zeitige Senkung des pH-Wertes iiber 15 Minuten auf 2,4
erreicht,

Nach dieser Phase wurde auf Normalbedingungen einge-
stellt und die Erdoldestillat-Dosierung um 30 % erhdht.
Diese Erhdhung der Kohlenstoffsubstratangebote wurde
iiber 5 Stunden beibehalten.

Die Biomassekonzentration erreicht im Verlauf dieser
5 Stunden einen Maximalwert von 25 g/l.

Zu diegem Zeitpunkt wurde mit dem Fermentor 2 analog
zum Fermentor 1 verfahren und auf die gleiche Weise
die Synchronisation und die anschlieBende Erdoldestil-
lat=Uberdosierung eingeleitets

Wihrend der Uberdosierung im Fermentor 1 wurde im
letzten Abachnitt der SproBminimumphase etwa 60 kg
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Biomassesuspension aus dem Produktionsstrom in ein
gesondertes Gef#f geleitet, in dem der pH-Wert auf
- 2,2 eingestellt wird und der nicht beliiftet ist.

Die in diesem GefiéB gelagerte Biomasse wurde un-
mittelbar nach Beginn der Uberdosierungsphase in

den Fermentor 2 gepumpt. Nach Erreichung des Bio=-
massemaximums im Fermentor 1 (5 h nach Start aus
-dem Synchronisationszustand) wird entsprechend der
gtatistisch iiberwiegend vorliegenden Alterungs-
phase der Zellen die Erddldestillatzufuhr, de h.

das Kohlenstoffquellenangebot, auf 20 % unter dem
Normalwert gesenkt. Gleichzeitig wurden die ibri-
gen Nihr- und Spurenelemente entsprechend des sich
einstellenden geringeren Verbrauches reduziert.

.Die C=-Quellenmangelphase wurde ebenfalls iiber etwa

5 h beibehalten bis die Biomassekonzentration einen
Wert von 17 g/l erreichte. Beim Erreichen des Mini-
mume im PFermentor 1 wird im Permentor 2 die Endphase
der Uberdosierung erreicht. ,

7Zu diesem- Zeitpunkt wurden wie vorher beim Fermentor 1

60 1 Biomasseguspension aus dem Produktstrom ein-

gelagert und gleichzeitig mit der Unmstellung auf
" eine erneute UberschuBphase im Fermentor 1 in diesen
Fermentor gepumpte .

Auf diese Weise wurde rhythmisch im Wechsel eine so-
fortige hohe Bioméésekonzentration bei Umstellung
auf die Uberschuﬁphase;”%ei erhdhtem Synchronisa-
tionsgrad erreicht und eine optimale Nutzung der
angebotenen C- und anderer Nzhrstoffquellen erreicht.
Die Aufbereitung und Zufuhr der Nihr~- und Spurensalz-
1ssungen sowie der iibrigen Roh~ und Hilfsstoffstrome
konnte kontinuierlich iiber beide Dosierstrecken
erfolgen.
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Eine Dosierstrecke arbeitete stédndig entsprechend
dem Bedarf in der Mangelphase, die zweite Dosier=-
strecke wurde auf den erhShten Bedarf in der {Uber-
schuBphase des C-Quellenangebotes eingestellt.

In den Umstellungsphasen wurde lediglich die Ventil-
atellung automatisch zwischen Dogierung zum Fermen-
tor 1 bzw. Fermentor 2 gewechselt,

Beigpiel 2

Im 2. Ausfilhrungsbeispiel des Verfahrens wurde die
im ersten Beispiel beschriebene Versuchsanlage wie
folgt betrieben:

Es wurde wiederum Lodderomyces elongisporus zur Ge-
winnung von Einzellerprotein auf Erdoldestillatbasis
geziichtet. Die Ausgangsbedingungen entsprachen denen
im Beispiel 1. Die beiden Fermentoren wurden jedoch.
liber eine Ringleitung mit zwischengeschaltetem GefdB
zur pH~ und Temperaturbeeinflussung kurzgeschlossene.
In die Ringleitung wurde eine leistungsstarke Pumpe
installiert, mit deren Hilfe die Fermentorinhalte

der beiden Fermentoren innerhaldb 15 min vollsténdig
gegeneinander ausgetauscht werden konnten.

Nach einer 14stiindigen Startphase der beiden Fermen=-
toren im Normalbetrieb wurde der Inhalt des Fermen-
tors 1 iliber das ZwischengefdB, in dem die Susgpension
auf einen pH-Wert von 2,0 und eine Temperatur von

38,5 e eingestellt wurde, in den Fermentor 2 gepumpit.
Die mittlere Verweilzeit in dem ZwiaschengefdB betrug
8,5 min. Gleichzeitig wurde der Inhalt des Fermentors
2 iiber die Riicklaufleitung in den Fermentor 1 gepumpt,
30 daB beide Fermentoren jederzeit den gleichen Masge-
inhalt hatten, '

Der Austauschvorgang wurde innerhaldb 24 min. abgeschlosg-
sen., Im Fermentor 2 wurde nunmehr das C-Quellenangebot
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und die Versorgung mit den iibrigen Néhr- und Spuren-
galzen um 30 % erhdht und im Fermentor 1 um 20 %
erniedrigt. In dieser Dosierhche wurde im folgenden
nur noch gearbeitet. Es erfolgte keine weitere Um=
stellung der Dosiermengen mehr, Alle 5,5 Stunden
wurde der oben beschriebene Austauschvorgang sowie
die Temperatur- und pH-Beeinflussung im Zwischen=
gefdB wiederholt. Auf diese Weise wurden gute
Synchronisationsgrade mit positiven technisch=-dkono-
- mischen Ergebnissen in der Verfahrensfiihrung er=-
reichte

In beiden Beispielen wurde unabhiéngig von der Betriebs=-
welse stdndig aus beiden Fermentoren kontinuierlich
Produktstrom entnommen und vereinigt.  Auf diese

Weise wurden trotz stark unterschiedlicher Prozefi-
filhrung in den beiden Fermentoren nshezu konsgtante
Produktmengen und —-qualitdten erhalten.

Die Losung bietet jedoch auch den Vorteil, daB bei
getrennter Produktstromaufarbeitung gezielt unter-
schiedliche Produktqualitédten erhalten werden kinnen.

Die erzielten Verbesserungen in der spezifischen
Kohlenstoffnutzung und in der biologischen Leistungs-
fiahigkeit lagen in der GroBenordnung zwischen 4

und 8 %. - -
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Erfindungsanspruch

Verfahren zur kontinuierlichen Ziichtung partiell
synchronisierter Mikroorganismenkulturen, dadurch
gekennzeichnet, daB die Ziichtung in mindestens

zwei Fermentoren gleichzeitig durchgefiihrt wird,
wobei die Mafnahmen zur partiellen Synchronisation
in den einzelnen Fermentoren zeitlich gesteuert
werden, daB die aus dem Synchronisationseffekt
'resultierenden Ogzillationen der Zellwachstumg=-
phasen in jeweils zwei Fermentoren um eine halbe
Wellenldnge verschoben sind und/oder daB sich
jeweils mindestens zweli Fermentoren entgegengesetzt
entweder im Minimumangebot an Kohlenstoffquelle
oder Kohlenstoffquellenangebotiiberschu8 befinden,
daB dabei mindestens zwei Fermentoren im Austausch
an Mikroorganismensuspensionen stehen ktnnen, wobei
die synchronisationsausltsenden oder - verstdrkenden
Einwirkungen auf dem Weg der Mikroorganismensuspen-
. 8ion von einem zum anderen Fermentor,K vorgenommen
bzw. durch den Austausch ausgelost werden und die
Menge an zwischen den Fermentoren ausgetauschter
Mikroorganismensuspension zwischen Null und dem
vollgtdndigen Austausch variiert werden kann.
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