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(57) Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur kontinuierlichen Kultivierung von Mikroorganismen
und gehért in das Gebiet der technischen Mikrobiologie. Sie kann in Anlagen, in denen
Mikroorganismen gezlichtet werden, zur Anwendung kommen. Ziel der Erfindung ist die
kontinuierliche Kultivierung verschiedener Mikroorganismen ohne zusatzliche Biokatalysatoren
und Wuchsstoffe, indem alkanassimilierende an Erdéldestillat gebundene und nicht
alkanassimilierende Mikroorganismen simultan in einem Fermentor mit einer DruchfiuBrate, die
der Wachstumsrate des schneller wachsenden Mikroorganismus entspricht, kultiviert werden.
Die Trennung der Mikroorganismenkulturen erfolgt auRerhalb des Fermentors bei gleichzeitiger
Ruckflhrung der nicht alkanassimilierenden Mikroorganismen. Als Substrat fiir die
alkanassimilierenden Mikroorganismen wird ein Erdéldestillat, das n-Paraffine der Kettenldnge
C4o~Cy enthalt, verwendet. :
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Titel der Erfindung

Verfahren zur kontinuierlichen Kulfivierﬁng von
Mikroorganismen

IPK: C 12 X

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur kontinuier-
lichen Kultivierung von Mikroorganismen und gehdrt
in das Gebiet der technischen Mikrobiologie,

Die BErfindung kann in Anlagen, in denen Mikroorga-
nismen geziichtet werden, zur Anwendung kommen.

Charakterigtik der bekannten technigchen Lisungen

Die Kultivierung von Mikroorganismen ist abhidngig

von der Einhaltung spezifischer ZuBerer Bedingungen,
die durch grundlegende biologische GesetzmiBigkeiten
bestimmt werden. Dag Wachstum von Mikroorganismen
vollzieht gich in Phasen, was grafisch durch die Wachs-
tumskurve dargestellt werden kanno

Die Wachstumskurve ist in ihren Grundzligen fiir die
verschiedenen Mikroorganismengruppen gleich und kann
grob unterteilt werden in lag-TFhase, exponentielle
“Wachstumsphase, stationire Phase und Absterbephase,
In AbhZngigkeit von der Zielstellung der Ruliivierung
werden die ProzeBparameter so gewdhli, daB eine be-
stimmte Wachstumsphase realisiert werden kann, um dexr
Kultur die geforderte physiologigche Leigtung abzuge-
winnen. So werden beispielsweige zur Zrzeugung ven
mikrobieller Biomasse solche'Wachstumsparameter Ze-
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gewshrleisten. Dag wird in der expoﬁentiellen Wachg=-
tumsphase realisiert. Bei Kultivierungen, die die Ge-
winnung eines Stoffwechgelproduktes zum Ziel haben,
miigsgsen unter Umstidnden solche Bedingungen gewshlt
werden, die die Einhaltung der stationdren Phage ge-
w8hrleisten, um eine groftmdgliche Ausscheidung des
Produktes zu ermdglichens |
Flr verschiedene Kultivierungen, die mit unterschied-
lichen Wachstumsraten betrieben werden, sind demzu-
folge separate Reaktoren erforderlich, da zur Aufrecht-
erhaltung eines einmal eingestellten FlieBgleichge-
wichtes die Menge an zugefilhrten Medien gleich der

der abgefiihrten gein mufl,

Somit kann bezogen auf das Gesamtvolumen eines Fer-
mentors nur eine Durchflufirate innerhalb eineg Fer=-
mentors realigiert werden.

GemdB DD WP 141 528 igt ein Verfshren bekannt, bei dem
eine Methanol utilisierende Hefe mit einer zweiten
Hefe kultiviert wird, die selbst kein Methanol utili-
siert. Als Substrat werden n-Paraffine, Alkohol, Fett--
sduren oder technische Produkte zugegeben.,

In der DD PS 141 529 igt ein Verfahren beschrieben,
bei dem Methanol utilisierende Bakterien gemeinschaft-
lich bei pH 3 = 5 mit einer nicht Methanol utiligie-
render Hefe fermentiert werden. Es erfolgt die Zugabe
eines zweiten Kohlenstoffsubstrates, das von der Hefe
utilisier? wird aber nicht oder nur schlecht von den
Methanol utilisierenden Bakterien utilisiert werden
kann.

In beiden Verfahren dient die Zugabe wn Mikroorganis-
men, die kein Methanol utiligieren der WachstumsfOr=-
derung und damit dex Erhohung der Zellausbeuts,



Nachteilig ist jedoch, daB fiir diese Verfahren nur
gsolche Mikroorganismen verwendet werden kdnnen,

deren Wachstumsrate annghernd gleich ist, da anderen-
falls die langsamer wachsende Art bei kontinuierlicher
Kultivierung aus dem Fermentor auggetragen wird.

Ziel der Erfindung

Ziel der Erfindung ist die kontinuierliche Xultivie-
rung verschiedener Mikroorganismen ohne zusdtzliche
Biokatalysatoren und Wuchsstoffe., .

Darlegungz des Wesens der Erfindung

Die Aufgabe der Erfindung bvesteht in der Schaffung
geeigneter Verfahrenstedingungen zur kontinuierlichen
Kultivierung von verschiedenen Mikroorganismen mit
unterschiedlichen Wachstumsraten.

Erfindungsgemif wird die Aufgabe dadurch geldst,

dafl zwei unterschiedliche Mikroorganismenformen, alkan-—
assimilierende an Erddldestillat gebundene und nicht
alkanagsimilierende Mikroorgesnismen, gleicbzeiﬁig in
einem Permentor kontinuierlich kultiviert werden, wo=-
bei die DurchfluBlirate deg Fermentors der Wachgtums=—
rate des gchneller wachsenden Mikroorganismus ent-
sprichte.

Die Permentation wird so gesteuert, daB wahlweise
Biomasge, Primirmetaboliten, SekundiZrmeitaboliten oder
Enzyme erzeugt oder mikrobielle Transformationen durch-
gefihrt werden kinnen.

Als alkanasgimilierende an Erddldesgtillat gedbundene
Mikroorganismen werden Hefen, Schimmelpilze oder
Bakterien, insvesondere alkanassimilierende Hefegtdmme
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der Gattungen Candida oder Lodderomyces und als nicht
alkanassimilierende Mikroorganismen Bakterien, Hefen
oder Schimmelpilze verwendet. v

Als Energiequelle fiir die alkanassimilierenden Mikro-
organismen dient ein Kohlenwasserstoffgemisch, z. Bo
Erdoldestillat, dasg n~Paraffine der Kettenlinge

Cqg = Cpg enthélt. |

Nach der Abtrennung der Fermentationsprodukte, bei=-
gpielsweise durch Olflotation, die auBerhalb des Fer-
mentors durchgefithrt wird, erfolgt die Riickfilhrung
der nicht alkanassimilierenden Mikroorganismen mit
der wEBrigen Phase in den Fermentor. Dadurch ver-
lingert gich die Verweilzeit fiir die nicht alkanassi-
milierenden Mikroorganismen.

Plir jeden einzelnen zuriickgefihrten Mikroorganismus
verdoppelt sich die Verweilzeit. Es erfolgt keine
Auswaschung oder Verringerung der nicht alkanassimi-
lierenden IMikroorganismen und somit ktnnen beide
Mikroorganismenformen, alkanassimilierende an Erdol-
destillat gebundene und nicht alkanassimilierende
Mikroorganismen kontinuierlich nebeneinander kulti-
viert werden. Die Verweilzeit fir die alkanagsimi=-
lierenden en Erdtldestillat gebundenen Mikroorganis-
men ergibt sich aus der fiir den Fermentor eingestell=~
ten DurchfluBrate, die der nicht alkanagsimilierenden
Mikrocrganismen ist abhingig von der DurchfluBrate
deg Fermentors und dem Rickfihrungsgrad der wifirigen
Phaseo. Je hoher der Rickfilhrungsgrad gehalten wird,
degto lidnger ist die Verweilzeit,

Die Vorteile der Erfindung bestehen darin, daB eine
Mikroorganismenpopulation kultiviert werden kann,

fiir die die eingestellie DurchfluBrate des Fermeniors
zu groB ist oder die in der stationiren Wachstumg-
phage gehalten werden goll, wdhrend ein zweiter Mikro=-



organismug gimultan mit der unter den gewdhlten Bedin-
gungen bestmdglichen Wachstumsrate kultiviert wird,

Augfithrungsbeigpiele

Die Erfindung soll mit den folgénden Ausfihrungsbei-
spielen nZher erlidutert werden ohne gie dabei zu be=
grenzene.

Beispiel 1:

Eine alkanassimilierende Hefe, Candida guilliermondii
wurde in einem 5 1 Rilhrfermentor in einem mineralischen
Nahrgalzmedium und einem Erddldestillat der.Kettenlinge
C10 = Cpp 1n en sich bekannter Weise kontinuierlich
gultiviert.

Zu einem bestimmien Zeitpunkt wurden dem Fermentor

100 ml einer Suspension der Hefe Trichosporon cubtaneum
zugegeben. Die Konzentration von Trichosporon betrug

5 x,109 Zellen/ml, Im Fermentor wurde danach eine Kon-
zentration von cae 108 Trichosporon cutaneum -Zellen/ml
bestimmt. Der Fermentor wurde mit einer DurchfluBirate
von 0,17 kontinuierlich betrieben. Die ausflieBende
Suspension wurde einer Dekantation unterworfen. Beim
Dekantationsprozel ist die hefehaltige Ulphase als
leichte Phase abgetrennt.

Die wédBrige Phase wurde in den Fermentor zurtickgefihrt.,
Die Ndhrsalze wurden so dosiert, daB keine Limitationen
an Ndhrsalzen und Spurenelementen auftreten konnten,
Die Konzentrationen beider Mikroorganismenpopulationen
gowie die Xonzentrationen an FettsZuren und Kohlenhydra-
ten im Fermentor wurden bestiimmt, Flr Candida quillier-
mendii wurde die Biomassekonzentration (g/kg) und fir
Trichosporon cutaneum die Zellenzshl/ml bvestimmt.

Die ingaben Tlr Xchlenydrasies und FeitsZuren sind in

&5
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ng/l gegeben., Dis Zrgebnisse sind in Tabs 1 dargestells,
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Tabe 1 Mikroorganismenkonzenfrationen, Kohlenhydrate
und Fettgduren im PFPermentationsmedium bei Rick-
fihrung des Fermentationsprozesses

t Candida quillier- Trichosporon cuta~ Kohlen- Fett-

mondii (g/kg) neum (Zellen/ml) hydrate giduren

24 13,6 480 25

48 13,1 510 27
72 13,9 530 40
96 14,1 | 3,7 % 10° 1) 505 37
1200 13,7 3,11 10° 435 22
144 12,9 2,9 x 10° 290 17
168 13,8 4,9 x 10° 270 19
192 14,0 5,2 x 10° 295 20 -

x1) begtimmt 10 h nach Zugabe von Trichosporon cutaneum

Wurde der ProzeB ohne Riickfilhrung betrieben, so waren nach
48 h keine Trichosporonzellen mehr, gemegsen mit Z&hl-
kammer, nachweigbar, '

Die Ergebnisse zeigen, daB es durch Anwendung der erfin-
dungsgemiBen Losung gelang, beide Hefen nebeneinander zu
kultivieren. Die Werte an Kohlenhydraten und Fettsiuren
verdeutlichen die erzielte Wirkung dieser Simulfankulti-
vierung. Trichosporon verwertet die im Prozef anfallenden
unerwinschten Kohlenhydrate, Fettsduren und andere'wert—
volle biogene Subgtanzen, die sonst in das Abwasser ge-
langen und einen Verlust Iir das Systém darstellen wilrden.



Beigplel 2:

Eine alkanassimilierende Hefe, Lodderomyces elongisporus,
wurde mit einem Erdsldestillat der Kettenlidnge Cy0 = Cog
als C= und Energiequelle und einer mineralischen Ndhr-
und Spurensalzldsung unter an sich bekannten Bedingungen
kultiviert. Der verwendete Stamm bendtigt zur Erlangung
geiner vollen Produkiivit&t Biotin. Aus diesem Grunde
wurden der Kultur nach 72 h des kontinuierlichen Betrie-
bes 100 ml einer Bakteriensuspension zugefiihrt. Die Kon-
10 Zellen/ml.
Diese Bakterien setzen einen Stoff frei, der fiir den ver-
wendeten Hefestamm einen wachstumsstimulierenden Effekt
begitzt. Es wurden 3 Versuche durchgefiihrt:

zentration der Bakteriensuspension betrug 10

Te Kultivierung der Hefe ohne Bakterienzugabe

2. Kultivierung der Hefe mit Bakterienzugabe, chne Riick=
impfung der wiBrigen Fhage nach der Trennung

3. Kultivierung der Hefe mit Bakterienzugabe und Riick-
impfung der widBrigen Thase nach der Trennung

Zur Kontrolle des Prozesses wurde die Biomasge der Hefen
sowle die Zellenzahl der Bakterien bestimmt.

4 Exp. 1 ‘ 2 3
‘Hefetrockensub- Hefeirockensub~ Hefetrockensub-
stanz stanz - gtanz
Bakterien/ml Bakterien/ml Bakterien/ml

24 13,8 14,1 13,7

8 13,9 14,0 13,9

72 13,3 13,4 3,0 x 105 14,0 3,2 x 10°

96 14,1 14,05 x 10° 14,9 2,9 x 10°

120 19,7 13,8 1. n. 19,7 4,9 & 10°
14,0 12,9 1. ne 15,6 7,3 = 10°

168 12,9 13,7 e Do - 15,1 9,6 x 10°

-

Die Ergebnisse zeigen deutlich den posgitiven Effekt der
zugegebenen Bakterien auf die Hefekonzentration im Ver-
3ucn 30



Irfindungsanspruch

Verfahren zur kontinuierlichen Xultivierung von
Mikroorganismen durch gleichzeitige Permentation
zweier Hefen,'wobei die eine Kohlenwasserstoffe
assimiliert, gekennzeichnet dadurch, daf die
alkanassimilierenden und nichtalkanassimilierenden
Mikroorganismen simultan in einem Fermentor mit einer
DurchfluBrate, die der Wachstumsrate des schneller
wachsenden alkanassimilierenden Mikroorganismus ent-
spricht, fermentiert werden und dié'Abtrenﬁungjder
Eohlenwasserstoffgebundenen Mikroorganismen mit dem
Kohlenwasserstoff aulerhalb des Fermentors bel gleich-
zeitiger Rickimpfung der nichtalkanassimilierenden
Mikroorganismen erfolgt, wobel als Mikroorganismen
auller Hefen auch Békterien eingesetzt werden.
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