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(54) Kontrolle und Steuerung des Kultivierungsprozesses von Mikroorganismen

(57) Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Kontrolle und Steuerung des Kultivierungsprozesses von
Mikroorganismen, die Cytochrom C im Atmungssystem enthaiten, insbesondere der koritinuierlichen Fermentation
von methylotrophen Mikroorganismen mit dem Substrat Methanol bei einer Verweilzeit nahe/gleich der maximalen
spezifischen Wachstumsrate. Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, durch eine spezielle Kontrolle und
Steuerung des Fermentationsprozesses eine Annaherung an die maximal mégliche Wachstumsrate zu erreichen und
die Produktivitit bei Sicherung der Stabilitat der Kultivierung und méglichst geringer Anderung des '
Substratverbrauchs zu erhdhen. Die Aufgabe wird erfindungsgemaR dadurch geldst, da die Kultivierung bei
konstanter Geldstsauerstoffkonzentration gefiihrt wird, Stickstoff- und Phosphorkonzentration in vorgegebenen
Sollwertbereichen geregelt werden und die Substratdosierung mittels eines Cytochrom C-Gerétes gesteuert wird.
Dabei entspricht der Sollwert des Cytochrom C-Reduktionsgrades dem Reduktionsgrad C,eq, der bei Optimierung auf
die ZielgroRen Produktivitit und Substratverbrauch erhalten wird und fiir den aktiven Zustand der Atmungskette
charakteristisch ist. '
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Erfindungsanspruch:

1.. Verfahren zur Kontrolle und Steuerung des Kultivierungsprozesses von Mikroorganismen, die
Cytochrom Cim Atmungssystem enthalten, insbesondere der kontinuierlichen Kultivierung von
methylotrophen Mikroorganismen mit dem Substrat Methanol, mittels bekannter Regelkreise und
einem Cytochrom C-Mef3gerat, bei Anndherung an die maximale spezifische Wachstumsrats,
gekennzeichnet dadurch, daf3 die Kultivierung bei konstanter Geldstsauerstoffkonzentration im
Bereich von 1 bis 5ppm, vorzugsweise zwischen 1 und 3ppm, einer Stickstoffkonzentration im
Bereich von 50 bis 300mg N/I, vorzugsweise 80 bis 150mg N/I,und einer Phosphorkonzentration
zwischen 20 und 250 mg P/I, vorzugsweise zwischen 30 und 150 mg P/|, gefiihrt wird, die
Substratdosuerung mittels eines MeRsignals Cyeq gesteuert wird, das den physiologischen Zustand
der Mikroorganismenzellen am Reduktionszustand des Cytochrom C widerspiegelt, dieser
Reduktionsgrad im MeRbereich von 5 bis 70%, vorzugsweise 5 bis 25%, eingestellt wird und gleich
oder groRer ist als der C,eq-Wert, der fiir ein optimales Wachstum hinsichtlich Produktivitit und
Substratverbrauchskoeffizienten ermittelt wurde.

2. Verfahren nach Punkt 1, gekennzeichnet dadurch, daR ein Teil des Stlckstoffbedarfs durch die
Zugabe von anorganischen und/oder organischen Ammoniumsalzen zur Nahrlésung abgedeckt
wird.

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Kontrolle und Steuerung des Kultivierungsprozesses von Mikroorganismen,
insbesondere von methylotrophen Bakterien, liber das Atmungsenzym Cytochrom C und ist anwendbar in der Biotechnologie.
Die Erfindung ist in die IPK C 120, 1/00 einzuordnen.

Charakteristik der bekannten technischen Lésungen

Von groBer Bedeutung fiir die Okonomie biotechnologischer Verfahren ist die Raum-Zeit-Ausbeute. Sie ist- deshalb vielfach
ZielgroBe der Optimierung, wobei eine Reihe weiterer Faktoren zubericksichtigen sind, so die Bedarfs- und
Verbrauchskennziffern wie Substrat- und Nahrstoffbedarf, Sauerstoffbedarf, aber auch die Qualitit der anfalienden Biomasse.
Um eine stabile ProzeRfiihrung zu sichern, wird nicht bei der maximalen spezifischen Wachstumsrate, sondern bei einer
niedrigeren Wachstumsrate fermentiert. So wird die maximale spezifische Wachstumsrate z. B. fir den Bakterienstamm MB 58
(IMET B346) mit 0,17 bis 0,18h™" angegeben, entsprechend einer Verweilzeit von 5,5 Stunden (DD-WP 141529). Diese
Wachstumsrate 18Rt sich mit den bisher (iblichen Regel- und Kontrollstrategien, etwa entsprechend der DD-WP 157346 nur
kurzfristig erreichen, sodall gewodhnlich 7 bis 8 Stunden Verweilzeit, entsprechend einer spezifischen Wachstumsrate von

w = 0,143 bis 0,125h~" fermentiert wird. ‘

Bisher angewendete Regelstrategien gehen von der Biomasse- oder Substratkonzentration (DD-WP-157346), der
Stickstoffverbrauchsgeschwindigkeit (DD-WP 211124) bzw. der Einstellung von Konzentrationssollwerten als SteuergréRen aus,
wie des Phosphors (DD-WP 155329) oder des NH;-Stickstoffs (DD-WP 159265). Der Nachteil aller vorstehend genannten
Strategien besteht in der alleinigen Erfassung makroskopischer Eigenschaften der Mikroorganismenkultur. Durch die
Einflihrung des Cytochrom C-Signals zur Erfassung des physiologischen Zustandes und der Biomassekonzentration (GB- -

PS 1284500, DD-WP 154449, DD-WP 154545) gelingt es, diese Nachteile zu iiberwinden und mittels gesigneter Regelstrategien
den Substratverbrauch zu senken. Es gelang jedoch bisher nicht, die Kultivierung stabil fiir Verweilzeiten nahe bzw. gleich der
maximalen spezifischen Wachstumsrate flir langere Zeitrdume zu realisieren. ¢

Esist auch bekannt, daR das Atmungsenzym Cytochrom C charakteristische Absorpﬂonsbanden besitzt, aus deren Intensitat und
Lage Ruckschlisse auf den physiologischen Zustand von Mikroorganismenkulturen und deren Konzentration im _
Fermentationsmedium mdglich sind. Diese Erkenntnisse wurden in den Patenteri DD-WP 154449 und DD-WP 223371 umgesetzt
in Regelstrategien fir die Substratdosierung. Nach DD-WP 154448 wird ein den Zustand des Cytochrom C charakterisierendes
MeRsignal als Steuergrof3e verwendet, wobei unter optimalen Bedingungen der Zustand der Fermentatioriskultur durch den
Reduktionsgrad der Atmungskette das Cytochrom C im beschriebenen Verfahren gekennzeichnet ist (E.Hofmann, Dyn.
Biochemie Bd. 2, Akademteverlag Berlin 1984). .

Ziel der Erfindung

Ziel der Erfindung ist die Senkung der Verweilzeiten und die Erhéhung der Biomasseausbeute beiim wesentllchen konstantem
Substratverbrauch fiir Kultivierungsprozesse von methylotrophen Mikroorganismen.

Darlegung des Wesens der Erfindung

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren der Kontrolle und Regelung des Fermentationsprozesses von
Mikroorganismen, die das Enzym Cytochrom C in der Atmungskette haben, insbesondere von methylotrophen Bakterien, zu
entwickeln, das eine stabile kontinuierliche Fermentation {iber lange Zeitrdume mit DurchfluRraten nahe der maximalen
spezifischen Wachstumsrate erméglicht.
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ErfindungsgemaR wurde die Aufgabe dadurch geldst; daB mittels mehrerer bekannter Regelkreise und eines Cytochrom
C-MeRgerétes die kontinuierliche Kultivierung der methylotrophen Bakterien auf dem Substrat Methanol bei konstanter
Geléstsauerstoffkonzentration gefiihrt wird, Stickstoff- und Phosphorkonzentration in vorgegebenen Sollwertbereichen geregelt

-werden und die Substratdosierung mittels eines MeRsignals C,.q gesteuert wird, das den physiologischen Zustand der-
Mikroorganismenzellen am Reduktionsgrad des Cytrochrom C widerspiegelt. Dieser Sollwert ist etwas héher als der Ceg-Wert,
der fiir ein optimales Wachstum hinsichtlich Produktivitit und Substratverbrauchskoeffizienten ermittelt wird und fiir den
aktiven Zustand der Atmungskette charakteristisch ist. Bei methylotrophen Bakterien, z.B. fiir die Kultur MB 58 (IMET B 346),
liegt der aktive Zustand bei einem Reduktionsgrad des Cytochrom C von 5 bis 10%. Bei einer Fermentation mit einem
Reduktionsgrad des Cytochrom Cim Bereich von 570%, vorzugsweise im Bereich von 5 bis 25% und gleichzeitiger Regelung des
Stickstoff- und Phosphorgehaltes im Bereich von 50 bis 300mg N/, vorzugsweise von 80 bis 1560 mg N/l und 20 bis 250mg P/l
vorzugsweise 30 bis 150 mg P/l sowie einer Regelung der Geldstsauerstoffkonzentration im Bereich von 1 bis 5ppm,
vorzugsweise 1 bis 3ppm, wurde die DurchfluBrate bis an die maximale spezifische Wachstumsrate, z. B. fir das System MB 58
{IMET B 346)/Methanol auf 0,18h~", erhéht und der ProzeR iiber mehr als 50 Verweilzeiten stabil gefahren. Bisher war die
Realisierung solcher DurchfluBraten nur kurzzeitig stabil moglich. °

- Der Stickstoffeintrag erfolgt sowohl iber die pH-Regelung, vorzugswelse mit Ammoniak, und tber die vom Stlckstoffmefsgerat
angesteuerte Regelung, vorzugsweise mit anorganischen und/oder organischen Stickstoffverbindungen, wie z. B. Ammonsulfat,
Ammoniumchlorid oder Harnstoff. Die GesamtdurchfluRBmenge durch den Fermentor und damit die Verweilzeit wurde (iber eine
Verweilzeitregelung konstant gehalten.”

N

Ausfiihrungsbeispiele
Die Erfindung wird nachstehend an einigen Ausflihrungsbeispielen erlautert:
Beispiel 1

Die methylotrophe Bakterienkultur MB 58 wurde mit Methanol als Substrat in einem 301 Fermentor vom Typ LFS 130im
kontinuierlichen ProzeR unter folgenden Bedingungen kultiviert:

Temperatur .30-35°C.

pH-Wert . . 4bis5 .
DurchfluRrate 0,125h""

Gelbstsauerstoffkonzentration 2bis3ppm

Stickstoffkonzentration - 50 bis 300 mg N/I

Phosphorkonzentration ~ 20bis 150 mg P/}

Restmethanolkonzentration Obis0,5g/1

Die Nahri6sung wies die fir die Kultur MB 58 (ibliche Zusammensetzung auf und enthielt keine Stickstoffquelle. Als
Methanollésung wurde eine wiéBrige Lésung von reinem Methanol mit 10 Ma.-% eingesetzt. Die pH-Regelung erfolgte mit
waBrtger Losung von reinem Ammoniak (12Ma.-%). Uber eine Summenregelung wurde die Gesamtdosiermenge konstant
gehalten. Ohne Verwendung des erfindungsgeméaRen Verfahrens entspricht der Reduktionsgrad C.q des Cytochrom Cunter -
diesen Bedingungen einem Wert von 20 bis 30%. Die Biomassekonzentration betrug 20g/I bei einer Produktivitdt von 2,5g/1 - h
und einem J : '

a— -Wertvon 2 87g MethanoI/g Biomasse (Yys =0 348)
X

Die vorstehend genannten Prozel3bedingungen wurden erfmdungsgemaB folgendermalen geéndert:

Ein Teil des Stickstoffbedarfs wurde iiber die Regelstrecke der Nahrldsungsdosierung (Anwendung einer photometnschen
Stickstoffbestimmung) durch anorganische und/oder organische Ammoniumsalze abgedeckt, der Rest (iber die pH-
Regelstrecke. Mittels eines weiteren photometrischen MeRgeréates mit angeschlossener Regelstrecke wurde die
Phosphorkonzentration in der Fermentationsldsung auf 100mg P/I eingestelit. Die Gelstsauerstoffkonzentration wurde
‘zwischen 2 und 3ppm geregelt, eine DurchfluRrate von 0,772h~" und ein Reduktionsgrad C,q von 10 bis 15% am Cytochrom
C-Gerat zur Regelung der Substratdosierung eingestellt.

Nach 24 Stunden hatte sich ein stabiles Fermentationsregime emgestellt die Blomassekonzentratlon betrug 15,59/, d|e
Produktivitat lag bei 2,659/ h und der Substratverbrauchskoeffizient

o = betrug 2,63 (Y,s = 0,380). Unter diesen Bedingungen lieR sich sowohl eine Produktivitatserhéhung als auch eine
X

Substratverbrauchssenkung im Vergleich zur standardméaRigen Versuchsdurchflhru ng ebfreichen.

Belsplel 2
Zur Uberpriifung der Stabilitit des Kultursystems MB 58/Methanol wurde unter gleichen Bedmgungen wie im Beispiel 1 die
ritische DurchfluBrate, entsprechend der maximalen spezifischen Wachstumsrate von 0,18h~ !, eingestellt. Die
Biomassekonzentration betrug 15,25 g/l bei einer Produktivitat von 2,7 g/l - h, der Substratverbrauchskoeffizient nahm

- geringfligig zu, er betrug 2,70 (Y,ss = 0,37) bei gleichem C.-Wert wie im Beispiel 1.
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Beispiel 3 ) .

Die Kultivierung der methylotrophen Kultur MB 58 (IMET B346) erfolgt wie im Beispiel 1 beschrieben bei konstanter
Geldstsauerstoffkonzentration sowie Regelung von Stickstoff- und Phosphorgehait in der Fermentationsbriihe. Der
Reduktionsgrad C,.q des Cytochrom C wurde auf 50% erhoht, indem Gber ein Regelsystem mehr Methanol als Substrat in den
Fermentor dosiert wurde. Die DurchfluRrate betrug 0,172h™". Die Ermittlung der fermentationsspezifischen Daten nach drei
Verweilzeiten ergab eine Biomassekonzentration von 15,5 g/l entsprechend einer Produktivitdt von 2,65g/1 - h. Der

. S ..
Substratverbrauchskoeffizient« = stiegauf2,9an.
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