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Erﬁndung_sansbmch:

Verfahren zur Ermittlung des ProzeBzustandes bei Fermentationsprozessen nach dem fed-batch- - -
Prinzip unter Substratlimitation, dadurch gekennzeichnet, daB die Dosierung des limitierenden
‘Substrates unterbrochen wird, und/oder daB eine vorgegebene Menge des limitierenden Substrates '
~ wahrend der Substratlimitation zugegeben wird und daB jeweils die ProzeBzustandsénderungen

- durch Messung eines oder mehrerer der Paramaeter Gelostsauerstoffpartialdruck, '

‘Wasserstoffionenkonzentration, Kohlendioxidpartialdruck, Sauerstoff- und Kohiendioxidgehaltin der
Abluft bestimmt wird, wobei die MeBwerte analog oder vorzugsweise digital verarbeitet werden und

" die Dosiermenge und/oder die Pausen- und Arbeitszeit fir die Dosierung des limitierenden Substrstes,
insbesondere Mischsubstrates anlagen- und prozeBbezogen bestimmt wird und als Grundiagen for

-die Steuerung der Dosierrate dient. -~ . A 3

A )

’ Anmndumobbt der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Zustandserkuiinung und -einschitzung bei F_ermematiobmrfahn_n nach dem fedbatch
Prinzip unter Substratlimitation insbesondere bei Fermeniationsprozessen zur Herstellung von Antibiotike mit einzelligen und
mycelbildenden Mikroorganismen unter Verwendung von dimeuren, oligomeren und polymeren C- und N-Substraten ’

durch Dosierung,

Die Herstellung von Antibiotika kann bekanntlich durch Kultivierung von einzelligen oder myceibildenden Mikroorganismen mit

~ Nahrmedien nach dem betch-, semi-batch-, fed-batch- und repeated fed-batch-Prinzip erfolgen (T. Yamand, S, Hireno, J. Ferment,
- Technol.58. 156 bis 165, 1977; Yoshids, F., Yamane’, T., Nakamoto, K.-J., Biotech. Bioeng. XV, 267 bis 270, 1973; R.C. Jones, R.M.
Anthony, European J.Appl. Microbiol.4, 87 bis 92, 1877; Pirt, S.J. J. Appl.chem. Biotechnol. 24,415 bis 427, 1974).

- Die durch diesa Prinzipien den Kulturen kontinuierlich oder diskontinuierlich zugefGhrten Substrate sind C- und/oder N-
Substrate Im monomaien bis polymeren 2ustand. - - : - SR :
Bei der Dosierung von monomeren, chemisch gleichartigen C-Substraten erfoigt das Zustandekommen eines quasi- steady-
state-Zustandes der Kulturen und die Anpassung der Biomassekonzentration an den durch technische Ldsungen realisierten -
Leistungseintrag der Fermentoren ungestdrt durch konkurrierende C-Monomere. Dieses liBt sichin glaicher Waise durch oine
Substratdosierung mit technisch relevanten, dimeren bis polymeren C-Substraten erreichen, wénn diese vorher in die chemisch

_gleichartigen Monomeren durch chemische Hydrolyse oder durch den enzymatischen AufschiuB durch die Mikroorganismen
uberfiihrt worden sind. ' : . ' S o ‘ :

Der Nachteil des geschilderten Standes der Technik besteht derin, wenn technisch relevante oder gut verfigbare C-Substrate fir

~ die Dosierung zur Anwendung kommen, die aus chemisch unterschiedlichen Monomeren bestehen. In diesem Fall wird der fGr

eine optimale Antibiotikumproduktion notwendig quasi- steedy- state-Zustand durch Vorliegen von Substrathiersrehien wndg -

unterschiedlichen Transportgeschwindigkeiten durch die Zellmembran der produktbildenden Mikroorganismen gestdrt. Aus

der Sicht der ProzeBfihrung ist bekannt, deB mikrobietle Produktbildnes sehr empfindlich sind uid bereits suf geringe

Anderungen der Umweltbedingungen stark resgleren. . o . )

Die gcgenwirtig angeordneten Sensoren zur Messung physikalisch-technischer und physikslisch-chemischer Parsmeter inder

fissigan und gesfdrmigen Phase des Fermentors beschretben die Milleubedingungen des Mikicorganismennw - . .. - T

verhaltnism3Rig grob. (A.Einsele, Swiss Pharma 3 (1981), Nr. 1 bis 2, Seite 17 bis 19). Die Arbeiten zur Entwickiung von Sensoren}s . :

die die Konzentrstionen der reduzierten NicotinsBureamid-edenin-dinucleotid, Adenosintriphosphat oder Ribonuoieinsiure s

messen konnen, sind im Gange. Es sind jedoch weiters Verbesserungen erforderlich, um such on-line-Messungen in denZsiien

und im Routinebetrieb durchfChren zu kdnnen. Die zur Zeit unbefriedigende Situstion bei on-line-Messungen for . o

Sterilfermentstionsprozesse beziiglich Genauigkeit und Langznitstabilitdt bietet keine ausreichende Basis, um die an der Zetle

herrschenden Umwetitbedingungen mefitechnisch exskt zu erfassen und um domkndorungm quentitstiv zu beschreiben.

Zur Zeit verwendet man in der Biotechnologie idealisierte Fermentormodelie, die als wesentliche Bedingung einen ‘

homogenen Reaktor voraussetzen. Diese nichtstrukturierten Modelle sind nicht in der Lage, gensuse Informationen Uber die

momentanen und brtlichen Umwettinderungen zu liefern, unter denen die Mikroorganismen leben. Mit 2unehmendam

Reaktorvolumen werden demit die Unterschiede zwischen den akiueli herischenden Umweltbedingungen, denen die Zelion an

den verschiedenen Orten ausgesetzt sind und den gemittetten Verhaitnissen mit denen man in den idestisiertan Modellen-

rechnet immer groBer. Bei Kuituridsungen mit nichtnewtonschem Fliefverhahten ist o8 suBerdem nicht mbglich, durch des

MuoWPdmmeﬂMMuMTnWhmm -

MaRstabsgrdBen invariant zu haften. Insbesondere 8ndern sich die Gasgeschwindigkeitunddie. = -

Schergeschwindigkeitsverteilung im Fermentor. Bel Antibiotikumverfshren fOhnt dss gegebenentaits au morphologischen

Verdnderungen der Mikroorgenismen. Dadurch werden gleichfalls Stofftransportsigenscheften in der Kette bis zum Zellinnern

unkontrollierber variiert. Diese Zustendsanderungen entzishan sich einer exakien Dersteliung bzw. quantitativen Dersietiung im

Modell unter reslen Kultivierungsbedingungen. ) - o
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Die auftretenden Inhomogenitéten sind mit einer Verminderung des Leistungsvermégens verbunden, die auch mit

unenvinschicn Nebenproduktsynthesen zusammenhéngen kdnnen.

Die Effizienz des Verfahrens ist somit in einer bestimmten FermentorgroBe nur durch sufwendige Anpassungsexperimente

ermittelbar. - : )

Die zur Festlegung eines Dosierungsregimes verwendeten analytischen Daten aus Probemessuhgen ermoglichen auch nur eine

grobe Einschatzung des Versorgungszustandes, so da eine prazise Beurteilung des Grades der Limitation der Zellen — wie sie

tor Mischsubstratdosierungen notwendig ist — nicht gegeben ist. - v

Ausden genannten Grinden ist eine Regelung der Substratdosierung mit den bekannten technischen Mitteln nicht befriedigend

durchfihrbar. {Scheigere, K.Chem.Ing. Tech. 55 (1983) Nr. 12, S.915 bis 924 und Chem. Ing.Tech.56 (1984) Nr.8, S$.579 bis 589).

Die Anwendung adaptiver Regelungsstrategien setzt die Kenntnis geeigneter Zustandserkennungsverfahren, die reprasentative

. Informationen Gber den Kultivierungszustand zu definierten Zeitpunkten liefern, voraus. Die industriefl genutzten Verfahren mit
- Substratdosierung-zur Herstellung von Antibiotika basieren auf einem in dem jeweiligen MaBstab durch aufwendige Versuche

empirisch mit den beschreibenen Mitteln gewonnenen Dosierungsregime in Abhéngigkeit von der Farmentationszeit.

Ziel der Erfindung

Zi=! der Erfindung ist die Bereitstellung sines Verfahrens, durch das die dem aktuellen Leistungsvermdgen unter resien
Kultivierungsbedingungen entsprechende C-Dosierungsrate bestimmt werden kann, die als Grundlage fir die rechnergestitzte
Substratnachdosierung dient. _
Gleichzeitig ermdglicht es die Anpassung der einzelnen Substratversorgung zur 6konomischen Verwertung bei gegebener
Biomassekonzentration fiir den gesamten ProzeRverlauf.

Ein weiteres Ziel besteht in Effektivititsaussagen bei scale-up-Untersuchungen.

Der Zweck der Erfindung besteht darin, eine Antibiotikumfermentation mit vergleichbaren oder gesteigerten Leistungen auch -
~dann zu erreichen, wenn dimere oder oligomere C-Substrate dosiert werden, fiir deren Monomere Substrathierarchien oder/und
unterschiedliche Metabolierungsgeschwindigkeiten bei den antibiotikumbildenden einzelligen oder mycelbildenden
Mikroorganismen bestehen. :

Darlegung des Wesens der Erfindung

Gur Erlindung liegt die Aufgsbe zugrunde, ein Dosierregime zu entwickeln, weiches die Anwendung von dimeren und
oligomeren C-Substraten fiir soiche produktbildenden Mikroorganismen gestattet, die die chemisch unterschiedlichen
C-Substratmonomeren nach enzymatischer Hydrolyse nicht simultan verwerten. ErfindungsgeméaB wird die Aufgabe dadurch
geldst, daB als Substrat Ssccharose in Verbindung mit einem Dosierungsregime, das eine Zustandserkennung und den
periodisch wiederkehrenden, hochaktiven transient-Zustand des mikrobiellen Prozesses erlaubt, eingesetzt wird.

Es-wurde iiberreschend gefunden, daB durch ein rechnergestiitztes Saccharosedosierregime die simultane Verwertung von
Fruktose im Beisein von Glucose bei mycelbildenden, penicillinproduzierenden Mikroorganismen erzwungen und damit die
genetisch fixierte Hierarchie — Glucose vor Fructose — in ihren Auswirkungen aufgehoben werden kann. Bei der Dosierung von
Saccharose als dimeres Substrat wird wahrend der Substratlimitation die Effizienz der Verwertung fiir die Antibiotikumbildung
durch den mveelhildanden Mikroorganiemus nicht nur durch die genetisch fixierte, bis jetzt nicht aufhebbare Hierarchie —
Glucose vor Fructose brw. Cg-Substrate vor C;-Substrate — beeinfluBt, sondern auch durch die Geschwindigkeit der strukturelien
Entwicklung der filamentésen Myzelien wahrend der Antibiotikumbildung. Diese strukturelle Entwicklung betrifft insbesondere
das Verhéltnis der penicillinbildenden apikalen Bereiche zu den dickwandigen, transportkapazitdtsgeminderten basalen
Abschnitten (Wittler, R.; Schigerl, K.Dechema Monographien, Bd. 35, 101 bis 114, 1983) Saccharose ist ein Substrat, dessen
Energiegehalt geringer als sein Kohlenstoffgehait (Babel, W., Z.alig. Mikrobiol. 19, 671 bis 677, 1979). Obwohl die Kohlenstoff/
Energieverhalitnisse der C-Substrate sich nicht im Wirkungsgrad widerspiegein, werden aligemein Substrate mit Energiemangel
mit einem héheren energetischen Wirkungsgrad durch den produktbildenden Mikroorganismus verwertet als Substrate mit
EnergielberschuB (Heinritz, B. et al. Z.allg. Mikrobio!. 22, 535 bis 544, 1982). :

Die Komplexizitét dieser aufgezeigten Sachverhalte mach deutlich, daR es fraglich ist, ob durch ein Substratdosierregime den
Mikroorganismen ein Regime aufgezwungen werden kann, der sich in einer gesteigerten, konstanten Biosyntheseleistung

. 8ulert.

Das Wesen des erfindungsgemaRen Verfahrens besteht darin, da@ die fir den Mikroorganismus bemerkbaren wichtigen
C-Konzentrationsschwankungen, d. h. physiologisch relevanten Anderungen der Umweltbedingungen, in ihren Auswirkungen
— als Reaktion der Zelle unter den herrschenden Bedingungen — susgewertet werden. Dabei werden vorzugsweise Impulshéhe
der C-Dosierung, Dosierungsdauer und -pause sowie Konzentrationsprofil in ihren Wirkungen und nach entsprechenden
Auswertungen zur Charakterisierung und Beschreibung des Zustandes der Gesamtkultur herangerngen.

Die so gewonnene Antwortfunktion (Informationen iter Limitationszustand far Substrate aus dem Primarstoffwechsel) bildet
das Kriterium fir die Beeinflussung der StellgroBen unter den reslen Kultivierungsbedingungen im industriellen MaBstsb. Es
dient der Formulierung und Aktuslisierung der Steueraigorithmen fir die Sauerstoffversorgung durch Drehzahl, Systemdruck
und Luftdurchsatz, fir die Saccharosedosierung (Dosierregime) durch Arbeits-, Pausenzeit und Dosagemenge der .
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- Dosiereinrichtung und fir die Biomassekonzentration durch Festlegung des Erntezeitpunkies, des Verdﬁnndhgs_eﬁehes und
ggf. durch MaBnahmen zur Wachstumsbeeinflussung. R '

Ausfihrungsbeispiel

1 Der zu beurteilende Fermentationsproze® 13utt in einer hochinstrumentierten Fermentationsanlage ab, die Ober die
erforderlichen on line-MeBmbglichkeiten verfugt.
Die Daten der MeRstellen uyy...uyn dienen zur ProzeBeinschatzung. )
Damit dieses im laufenden ProzeR in rationeller Form geschehen kann, wird die Einschétzung durch ProzeBrechentechnik
:  bzw. durch ProzeBmikrorechentechnik unterstitzt. - ' . : '
".Zudiesem Zweck werden die MeBsignale in Form digitaler Medaten bereitgestelit, die vom Rechner zur Weiterverarbeitung
genutzt werden kdnnen. Der zu beurteilende FermentationsprozeB basiert auf mehreren Substratzutihrungen. T
Dabei handelt es sich um gasfbrinige, fiissige Substrate oder notwendige Zuschlagstoffe wie Entschdumer oder pH _
regulierende Reagenzien. Die ProzeBbeurteilung erfolgt unter Verwendung der Substratzufihrung s(1) ... s(n). - .
Zur Erzeugung der die Beurteilungsgrundlage bildenden Datenmengen werden die Substratzufihrungen charakteristisch for
einen bestimmten Zeitpunkt veranden. Dies geschieht so, daB gewisse Anderungen parellel zueinander, phasenverschoben
zueinander oder in sequentieller Abfolge erfolgen. Vorzugsweise werden sprungformige Substratzufihrungen benutzt. Die
Daten der MeBstellen uy(y)..., Uy Werden in der Zeitspanne der PrezeBreaktionsdauer registriert,
Crganzt um die Datenmenge zur Charakterisierung des Ausgangszustandes vor Manipulationsbeginn und der Datenmenge
_zur Dokumentation des ProzeRzustandes nach Manipulationsende erhalt man die Gesamtdatenmenge zur Beurteilung des
gktuellen ProzeRzustandes. . .
Die Zustandseinschitzung zum gegebenen Zeitpuniu erfolgt durch Auswertung der MeRdatenprofile, der
Antwortimpulsformen — honen und — breiten von integralen, ditferentiellen abgeleiteten typischen Daten des aktuelien

Parameterstandes erreicht. Durch maschinelle Registrierur.g der Daten werden auch die Grundiagen fir die
prozeRiiberprifende Beurteilung gelegt.
Ansloge MeRwerte erfordern die Datenspeicherung mit ausreic!

nach den gleichen Prinzipien. .
2. Der Produktionsfermenter ist ein Rihrkessel mit einem geplanten fluiden Ndhrmedium, das mit einem produktbildenden

Penicilliumstamm inokuliert wird. In fermenterbezogener Weise wird durch die Rihreinrichtung und Sterillufizufihrung die
Sanerstoffversorgung der Penicilliumkuttur und der CO-Abtrensport aus der fluiden Phase (iber die Ablutteinrichtung
reslisient. Die tusr eine sietige maximale Produktbilduna nolwendige Homogenitdt ues Mediums und die Erzeugung der
stammspezifischen, genetisch und phanotypisch bedingten, morphologischen Eigenschaften an Myzels werden durch die
Ruhrerkonstruktion und -geschwindigkeit erreicht. Die Technik dieser Arbeitsschritte entspricht dem bekannten und
realisierbaren Stand der Technik. Die Benzylpenicillinfermentation vertéuft nach dem fed batch-Prinzip. Neben der optimaten
Sauerstoffversorgung ist die Saccharosedosierrate die wichtigste FOhrungsgroBe. Dabei erfoigt die Dosierung auf der Basis
einer reelisierbaren Technologie quasikontinuierlich. Im Gegensetz dazu wird die gepulste Dosierung durch die zyklische
Abfolge von Dosierungszeitspanne und Pausenzeitspanne gefhrt. In diesem Zussmmenhang kommen andere
Substratnachdosierungen nicht in Betracht. Die Zustandserkennung des Systems basiert im Zusammenhang mit der
Impulsdosierung auf dem MeBwert pO; und der MeBwertfolge aus der Abgasanalytik. Die kritische untere Grenze fur die
Sauerstoffversorgung ist bei einem pO,-Wert von 20% erreicht. Die Wahi der Dosierungs- und Pausenzeiten erfoigt unter
Beachtung der stammspezifischen Eigenschaften des mikrobiellen Produzenten und einer an den jeweiligen Leistungseintrag
angepaBiten Biomassekonzentration durch die Vorgabe eines Dosierungsregimes. Debei betrdgt die vom Leistungseintrag
abh&ngige Saccharosedosierrate 1,49/l x h und die Arbeitszeitspanne verhalt sich zur Psusenzeitspanne wie 1:30. Zur
Zustandsbeurteilung wird das Sauerstoffkonzentrationsprofil mikrorechentechnisch als Wertfolge gespeichert und dem
entsprechenden Fermentationsabschnitt mit gepulster C- Substratdosierung zugeordnet. Mit zunehmendem Kulturalter
ergibt sich eine Rickkopplung aus der Konstanz oder Nichtkonstanz der Abfoige der Sauerstoffkonzentrationsprofile zum

Verhbltnis von Dosierungs- und Pausenzeit.

hender Empfindlichkeit uni die manu‘elle Folgenauswertung
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