(19) DEUTSCHE DEMOKRATISCHE REPUBLIK

PATENTSCHRIFT
:’, Wirtschaftspatent : ISSN  0433-6461 (11) 1602 32

Erteilt gemaeR § 29 Absatz 1 des Patentgesetzes Int.Cl.3 3(51) C12Q 1/26
C12N 1/30
AMT FUER ERFINDUNGS- UND PATENTWESEN
{21y WPC120Q/222371 (22) 03.07.80 . (45) 18.05.83

(71} WISSENSCHAFTLICH TECHNISCHES ZENTRUM TECHNISCHE MIKROBIOLOGIE DES MFC, LEIPZIG, DD

gg; FINDEISEN, EBERHART,DIPL.-PHYS..JECHOREK, MIRKQ,DIPL.-ING.;JESCHE, GERHARD;DD;

siehe (72)
(74)  INSTITUT FUER TECHNISCHE MIKROBIOLOGIE (ITM), 1017 BERLIN, ALT-STRALAU 62

(54)  VERFAHREN ZUR KONTROLLE UND REGELUNG AEROBER FERMENTATIONSPROZESSE

(57) Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Kontrolle und Regelung biochemischer Prozesse.
Durch die Erfindung sollen insbesondere Fermentationsprozesse gesteuert werden, deren
Kohlenstoffsubstrate bei entsprechenden Konzentrationen inhibierend wirken kénnen. Durch die
Anwendung der Erfindung ist es moglich, bei inhibierenden Kohlenstoffsubstraten die
wachstumshemmenden Konzentrationsbereiche sicher zu vermeiden. Durch Regelung des
Durchfiusses durch den Fermentor und die Kohlenstoffsubstratzufuhr wird eine stabile und
teilautomatisierte Fermentation bei gleichbleibender Produktivitét erreicht. Gegenstand der
Erfindung ist ein Verfahren zur Regelung von diskontinuierlichen und kontinuierlichen
Fermentationen aerober Mikroorganismen, wobei wiahrend der Zuchtung die
Gelostsauerstoffkonzentration konstant gehalten wird und die Verdnderung der
Kohlenstoffsubstratkonzentration im Fermentationsmedium durch die photometrische Messung
des physiologischen Zustandes des Atmungsenzyms Cytochrom C erfal®t und riickgekoppelt
wird oder wahrend der Fermentationen die Kohlenstoffsubstratkonzentration im
Fermentationsmedium konstant gehalten wird und die Geldstsauerstoffkonzentration durch die
- photometrische Messung des physiologischen Zustandes des Atmungsenzyms Cytochrom C
erfalt und riickgekoppelt wird. Gleichzeitig ist es moglich, den Durchflu® durch den Fermentor
bei kontinuierlichen Fermentationsprozessen in Abhangigkeit von der Konzentration des
gemessenen Cytochrom C zu regeln.
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Titel

Verfahren zur Kontrolle und Regelung aerober Fermentationsprozesse

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Kontrolle und Regelung bioche-
mischer Prozesse, Durch die Erfindung sollen insbesondere Fermentations-
Sprozesse geregelt werden, deren Kohlenstoffsubstrate bei entsprechenden
Konzentrationen inhibierend wirken konnen,

Charakteristik der bekannten technischen Ldsungen

Es ist bekannt (E, Hofmann, Dynamische Biocbemié, Bd. 2, Akademieverlag
Berlin,19?2), daB das Atmungsenzym Cytochrom C der Mikroorganismenzelle
10im sichtbaren Bereich charakteristische Absorptionsbanden besitzt, aus
deren Intensitédt und lLage Riickschliisse auf den physiologischen Zustand
der Mikroorganismenkultur und deren Konzentration im Felmeﬁtationsmedium
moglich sind (H, Brauer, Dissertation TH Leipzig 1975). Zur Gewinnung der
MeBsignale wird das Fermentationsﬁedium photometrisch abgetastet und so-
15mit die den Cytochrom-Absorptionen proportionalen Meflsignale Mnc( -
Bereich bei 550 nm bis 565 nm oder im/s -Bereich bei 520 nm bis 530 nm
und vorzugsweise im x -bereich bei 400 nm bis 420 nm gebildet., Durch
eine elektronische Verknipfung der Absorptionssignale erhdlt man das den
physiologischen Zustand der Mikroorganismenkultur abbildende Signal und
20ein der Cytochrom C-Konzentration im Fermentationsmedium proportionales
Signal. '
Bekannte Verfahren zur kegelung von Fermentationsprozessen (BRD 0S 1442076,
BRD 0S 1953430, BRD AS 2217909, BRD 0S 2457044, BRD 0S 2546236) verwen-
den als KegelgroBen der Kohlenstoffsubstratkonzentration im Fermentations-
25medium den pH-Wert, die Geldsfsauerstoffkonzentration oder die Sauerstoff-
konzentration im Abgas des Fermentationsmediums. Der Nachteil dieser vorge-
schlagenen Losungen besteht darin, daB die Mikroorganismenkultur durch in-
hibierend wirkende Kohlenstoffsubstratkonzentrationen in ihrer Leistungs-

fahigkeit beeintréchtigt oder geschédigt werden kann.
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Ziel der Erfindung

Die‘Erfindung stellt sich das Ziel der Kontrolle und Regelung aerober
Fermentationsprozesse zur Erreichung eines teilautomatisierten Prozesses,

Darlegung des Wesens der Erfindung

S5Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren zur Steuerung und
Regelung von diskontinuierlichen und kontinuierlichen Fermentationspro-
zessen zu entwickeln, wobei es mdglich ist, bei inhibierenden Kohlen-
stoffsubstraten die wachstumshemmenden Konzéntrationsbereiche sicher zu
vermeiden und bei ﬂichtinhibierenden und inhibierenden Kohlenstoffsubtra-

10ten soll durch die Verbindung der Kohlenstoffsubstratregelung mit einer
Regelung des Durchflusses durch den Fermentor eine stabile und teilauto-
matisierte Fermentation bei gleichbleibender Produktivitét erreicht wer-
den.

Die Aufgabe wird erfindungsgemié dadurch gelcst, daB die aeroben Mikro-
150organismen in einem Niéhrmedium geziichtet werden, wobei widhrend der Ziich-
tung die GelOstsauerstoffkonzentration konstant gehalten wird und die
Verdnderung der Kohlenstoffsubstratkonzentration im Fermentationsmedium
durch die photometrische Cytochrom C-Messung erfaBt und riickgekoppelt
wird, Dabei dient das den physiologischen Zustand der Mikroorganismen-

20kultur abbildende Cytochrom C-Signai als RegelgridBe der Kohlenstoff-
substratzufuhr, )
Der Regler der Kohlenstoffsubstratdosiervorrichtung ist so einzustellen,
daB die wachstumshemmende Kohlenstoffsubstratkonzentration nicht er-
reicht werden kann, 'd.h., daB d/ui O erfiillt ist und damit die Fermen-
25tation bei maximaler Wachstumsgeschwindigkeit gefiihrt wird,
Andererseits ist es mdglich, daB die aeroben Mikroorganismen in einem
Neghrmedium geziichtet werden, wobei widhrend der Ziichtung die Kohlenstoff-
substratkonzentration im Fermentationsmedium konstant gehalten wird und
das den physiologischen Zustand der Mikroorganismenkulﬁur abbildende
30Cytochrom C-Signal als kRegelgroBe des Sauerstoffeintrages in das Fermen-
tationsmedium dient.
Neben einem den physiologischen Zustand der Mikroorganismenkultur kenn-
zeichnenden Cytochrom C-Meflwert ist es moglich, aus dem Cytochrom C-Ab-
sorptionsbanden einen der Cytochrom C-Konzentration proportionalen Meg-
35wert zu gewinnen, der mit der im Fermentationsmedium vorhandenen Mikro-
organismenkonzentration korreliert. Erfindungsgem#f wird mittels dieses
MeBwertes der DurchfluBl durch den Fermentor so geregelt daB bei konti-
nuierlicher Fermentatlon die Mikroorganlsmenkonzentration konstant gehal-

ten werden kann,
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Die Erfindung beinhaltet somit eine durch Cytochrom C-Absorptionssignale
geregelte Kohlenstoffsubstrat- oder Sauerstoffzufuhr, die bei kontinuier-
lichen Fermentationen mit dem erfindungsgemdf geregelten DurchfluB durch
den Fermentor verbunden wird. '
SAusfiihrungsbeispiele
Beispiel 1: kegelung eines Verfahrens zur diskontinuierlichen Kultivie=-
rung von Bakterien mit Methanol als Kohlenstoffquelle
(Abbildung 1)
Das Fermentationsmedium befindet sich im Fermentor 1. Uber einen AuBen-
40kreislauf wird der Cytochrom C-Mefeinrichtung Fermentationsmedium zuge-
fihrt. Das dem physiologischen Zustand der Mikroorganismen proportionale
Cytochrom C-Signal wirkt iliber eine Regelvorrichtung 5 auf eine Dosierein-
richtung 9, mittels der der Zuflull des Kohlenstoffsubstrates aus einem
Vorratsbehdlter 8 in den Fermentor 1 gesteuert wird, Gleichzeitig muf die
15Gelostsauerstoffkonzentration im Fermentationsmedium konstant gehalten
werden, Dies erfolgt liber die GelOstsauerstoffmefeinrichtung 11, den Re-
_geler 12'und die Luft- bzw, Saﬁerstoffdosiereinrichtung 10. Bei einem vor-
gegebenen, den physiologischen Zustand der Mikroorganismen beschreibenden
Cytochrom C-Signal und bei einer GelOstsauerstoffkonzentration von
201,5 mg 02/1 bis 2,5 mg 0211 sowie einem pH-Wert von 4 wurde éin Anwachsen
der Biomassekonzentration von 1,5 g/l auf 22 g/l innerhaldb von 16 Stunden
erreicht, Dies entspricht einer durchschnittlichen relativen Wachstumsge-
~ schwindigkeit von /o= 0,17 h'j. Die mittels des Cytochrom C-Signals ge-
- regelte Methanolkonzentration im Fermentationsmedium betrug 250 mg/l bis
25300 mg/1. v
Beispiel 2: Regelung eines Verfahrens zur kontinuierlichen Kultivierung
von Bakterien mit Methanol als Kohlenstoffquelle
(Abbildung 1) . ' '
Das Fermentationsmedium befindet sich im Fermentor 1. Uber einen AuBen-
kreislauf wird der Cytochrom C-MeBeinrichtung Fermentationsmedium zuge-
30fiihrt. Das den physiologischen Zustand der Mikroorgenismen abbildende
Cytochrom C-Signal wirkt iiber die Regelvorrichtung 5 auf eine Dosierein-
richtung 9 mittels der der ZufluB des Kohlenstoffsubstrates aus einem Ypr-
ratsbehélter 8 in den Fermentor 1 gesteuert wird. Das Cytochrom C-Konzen-
trationssignal steuert Uber den Regler 4, der auf eine Dosiereinrichtung 6
35wirkt, den ZuflufBl von Fermentationsmedium aus dem Behalter 7 zum Fermentor 1
und damit den Durchfiuﬁ'durcn den Fermentor, Im Behdlter 7 befindet sich
‘ldas Fermentationsmedium ohne die Kohlenstoffquelle. Gleichzeitig mufBl die

Gelostsauerstoffkonzentration im Fermentationsmedium konstant gehalten
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werden. bies erfolgt liber die GeldstsauerstoffmeBeinrichtung 11, den Reg-
ler 12 und die Luft-bzw. Sauerstoffdosiereinrichtung 10. Bei einer Bio-
massekonzentration von 18 g/l stellte sich eine durch das Cytochrom C~
Konzentrationssignal geregelte DurchfluBSrate von D = 0,143 n ein, Die,
Sdurch das den physiologischen Zustand anzeigende Cytbchrom C-MeRsignal,
geregelte Methanolkonzentration im Fermentationsmedium betrug bei einer
konstanten Geldstsauerstoffkonzentration 100 mg/l bis 150 mg/1l.
Beispiel 3: Regelung einer kontinuierlichen Kulfivierung von Bakterien
mit Methanol als Kohlenstoffquellé, wobei die Geldstsauer-
10 stoffkonzentration im Fermentationsmedium geregelt wird
(Abbildung.2)
Das Fermentationsmedium befindet sich im Fefmentor %.Uber einen AuBen-
‘kreislauf wird der Cytochrom C-MeBeinrichtung Fermentationsmedium zuge-
fihrt, Das den physiologischen Zustand der Mikroorganismenkultur abbil-
15dende Cytochrom C-Signal wirkt iiber den Regler 5 auf die Luft- oder Sauer.
stoffdosiereinrichtung 10, mittels der der Sauerstoffeintrag in den Fer-
mentor gesteuert wird, Das Cytochrom C-Konzentrationssignal steuert iiber
.den Regler 4, der auf eine Dosiereinrichtung 6 wirkt, den Zufluf von Fer-
mentationsmedium aus dem Behdlter 7 zum Fermentor 1 und damit den Durch-
20f1u8 durch den Fermentor. Im Behdlter 7 befindet sich das Fermentations-
medium ohne die Kohlenstoffquelle. Die Konzentration an Kohlenstoffsub-
strat im Fermentor wird durch die MeBeinrichtung 13 gemessen und iiber den
Regler 14 und die Dosiereinrichtung'9 auf ein vorgegebenes Niveau gere-
gelt. Im Vorratsbehilter 8 befindgt sich das Kohlenstoffsubstrat, das mit.

25tels der Dosiereinrichtung 9 in den Fermentor 1 gefordert wird,
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Erfindungsanspruch

10

15

1.

Verfahren zur Kontrolle und Regelung aerober Fermentationsprozesse
dadurch gekennzeichnet, daf bei konstanter Geldstsauerstoffkonzen-
tration im Fermentationsmedium bei kontinuierlichen'und diskontinu-

ierlichen Fermentationsprozessen der Kohlenstoffsubstratgehalt im

Fermentationsmedium in Abhingigkeit vom physiologischen Zustand des

Atmungsenzyms Cytochrom C der Mikroorganismenkultur sowie bei konti-
nuierlichen Fermentationsprozessen der Durchfluf durch den Fermentor
in Abhéngigkeit von der Konzentration des Atmungéenzyms Cytochrom C
der Mikroorganismenkultur geregelf‘wird.

Verfahren gemdf Punkt 41 dadurch gekennzeichnet, daB bei konstantem
Kohlenstoffsubstratgehalt im Fermentationsmedium die Geldstsauer-
stoffkonzentration in Abhéngigkeit vom physiologischén Zustand des
Atmungsenzyms Cytochrom C der Mikroorganismenkultur sowie der Durch-
fluB durch den Fermentor in Abhidngigkeit von der Konzentration des

Atmungsenzyms Cytochrom C der Mikroorganismenkultur geregelt wird,
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Abbildung 2
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