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{54)  VERFAHREN ZUR STEUERUNG DER KULT.WEHUNG_ VON MIKROGRGANISMEM

(57) Die Erfindung betrifit ein Verfahren zur Steuerung der Kultivierung von Mikroorganismen in
salzhaltigen Medien. Der Erfindung liegt das Ziel der Gewahrleistung optimaler
Salzkonzentrationen zur Verbesserung technisch-6konomischer Verfahrenswerte zugrunde. Die
Aufgabe besteht darin, eine nach Salzkonzentration beeinfluRte Kenn- und Steuergréfie zu finden,
die zur Steuerung des Fermentationsprozesses und der Produktqualitat geeignet ist: Die Aufgabe
der Erfindung wird dadurch gel6st, daR als Kenn- und Steuergréf3e die durch den Salzgehalt -
bestimmte Leitfahigkeit des Fermentationsmediums verwendet wird. Der Verlauf des biologischen
Prozesses wird verbessert, die Korrosion von Anlagenteilen vermindert und eine hohe Qualitat
des Endproduktes gewahrleistet. :

11 Seiten



1

10

15

20

25

G o 2§ WS &S

Titel
Verfshren zur Steuerung der Xultivierung von Mikroorgeanismen

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Durchfthrung von
Fermentationsprozessen. Sie ist in der technischen Mikro-
biologie anwendbar und in die IPK C 12 N einzuordnen.

Charekteristik der bekannten technigchen LOsungen

Bs ist bekannt, daf der Gehalt des lMdeiums von Fermenta~
tionsprozessen an nichtutilisierbaren Nahr- und Spuren-
salzen und an deren salzbildenden Komponenten die Wirt=-
schaftlichkeit eines entsprechenden Fermehtationsprozesses
beeinflubt, |
Zum einen gésbhieht das direkt durch entsprechende Verluste
mit dem Ablauf des Fermentationsmediums sus dem Fermentor
bei kontinuierlichen Prozessen. Dieser Verlust steigt mit
steigender Konzentration an. Br belBuft sich auf etwa 2 bis
3% der Aufwendungen flir das Substrat,
7um anderen werden die ablaufenden natiirlichen und techni~
schen Prozesse beeinfluBt, was ebenfalls.Auswirkungen auf
die Wirtschaftlichkeit der Prozesse - hat. Solche Einfliisse
bestehen insgbesondere in folgenden Richtungen:
1) EinfluB auf die spezifische Wachstumsgeschwindigkeit der
Mikroorganismen ‘
Um hohe Wachstumsgeschwindigkeiten realigieren zu
kﬁnnén, ist es erforderlich, Werte einzustellen, die eine
Limitation durch Nshrsalz verhindern, Dadurch ist erreichrt,

dafl andere Resktanden, wie etwa Sauerstoff oder Xohlen-
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stoff, den ProzeB limitieren. Hohe Salzgehalte haben
aber bekanntlich den Nachteil, daB die von den Mikro-
organismen tolerierten Hochstgrenzen bel Stdrungen
leicht Uberschrititen werden.
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Salzlimitation, mit der eine Erhdhung von Verbrauchs-
kennzahlen und eine negetive Beeinflussung des Stoff-
iibergangskoeffizienten eintreten kdnnen.

EinfluB auf die anorganische Belastung der Fermentaiionss
abwisser, ‘

Damit hingen Probleme der Gestvaltung der Abwasserreini-
gungseinrichtungen zusammen. Diese Aufwendungen steigen
mit steigendexr Salzkonzentration. llan ist deshalb be=~
strebt, niedrige Werte zu realisieren.

EinfluB auf die Standzelt der Anlagen.
Hier spielen insbesondere die Fragen der Verhinderung

‘der Korrosion bei hohen Salzgehalten und die Verhinde-

rung von Vergalzungen von Anlagenteilen eine Rolle.
Insbesondere treten diese Effekte an solchen Anlagen-
teilen auf, die Zonen starker Beanspruchung durch die )
Salzkonzentration, wie etwa an den Salzzufﬁhrungsstellen;
haben. Ein deraftiges System ist der Umisufreakior, z.B.
der IZ-Tauchstrahlreaktor.

Binfluf auf die Qualitidt des Endproduktes nach der Auf=~
arbeitung, insbesondere auf den Aschegehalt,

Diesem Einflufl kommt besondere Bedeutung zu, da der
Agchegehalt die Eignung der Biomassetrockensubstanz fir
Ernéhrungszwebke und den Verkaufserlos der Biomasse be-
einflullt bzw, durch seine Hohe der Aufwand fiir zusitz-
liche technologische Mafnshmen festgelegt wird,

Hierbei besteht ebenfalls das Erfordernis zur Realisies
rung niedriger Restsalzwerte, da dadurch niedrige Asche=
werte realisiert werden konnen,
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Ziel der Erfindung

ziel der Erfindung ist eine Skonomische Prozeffithrung durch

. Gewdhrleistung optimaler Salzkonzentration im Fermentationse

medium, um einen glnstigen Verlaul des bluiogischen rrozesses.
zu sichern, die Korrosion und Versalzung von Anlagentellen

zu vermindern und eine hohe Qualitdt des Bndproduktes zu ge-
wihrleisten.,

Darlegﬁng des Vesens der Erfindung

Die Aufgszbe der “rzlndung besteht darin, eine charakteristi~
sche KenngriBe des Termentatlonsnrouesses zu finden, die von
der Salzkonzentration beeinfluBt wird und deshalb zur Steue~
rung des Fermentationsprozesses und der Produkiqua 11tEt ge~
eignet ist.

iese Aufgabe wird erfindungsgem#f dadurch geldst, daB der
e 3

-'OQ

du
Fermen tlonspfozeB durch ei slzkonzentration und den

vl

Asonegehal% Biomessetrockensubst

]

nz charskterisiserends
physikalisch~chemische Eigenschaft des Fermentationsmediums

-

gesteuert wird, wobei als charakteristische GrbBe die Leit-
fdahigkeit des Permentationsmediums benutzt wird.

Es wurde gefunden, daB zwischen der Leitfdhigkeit des Fer-
mentationsmediums, seinem Salzgehalt und dem Aschegehalt der
Biomassetrockensubstanz eine eindeutige Beziehung trotz der
komplizierten physikochemischen Verh8ltnisse im Medium dann .
besteht, wenn der Salzgehall durch weniger als 5 Komponenten
Uberwiegend bestimmt wird. | ’
Dag ist z.B. bei Permentationen zur Erzeugung von Biomasse
fir Putterzwecke der Fall.

Die Erfassung der Beziehung zwischen Leitféhigkeitsmeﬁwerf
und Salzkonzentration kann iber eine direkte Bestimmung der
Leitféhigkeit erfolgen. Es wurde gefunden, dafl dabei in Fer-
mentationsmedien von Prozessen zur Blomasseproduktion Leit=
fihigkeiten zwischen 1...10 mS erreicht werden.
Gﬁnstiger'anzuwenden ist eine indirekte Methode, die auf dexr _
Grundlsge des Anzeigewertes des LeitfZhigkeitsgertfes arbeitet,



10

15

20

25

30

35

R A NNV A « BV B §

wobei eine Eichung des Mefgeriites nach absoluten Leitf&hig-
keitswerten entfdallt und lediglich der MeBbereich durch den
maximalen und minimalen zu erwartenden Salzgehalt festge-~

legt werden braucht. Folgende Methode ist dazu geeignet:

Von zwel Proben des Fermentationsmediums, deren Salzgehalt
méglichst an den Grenzen des erwarteten Salzgehaltes im
Medium liegt, werden sowohl der Salzgehalt auf anslytischem.
Wegé, beispielsweise durch Ermittlung des Eindampfriickstan-
des, als auch der LeitfghigkeitsmelBwert bestimmt und mitein-
andex in‘Bezithng gesetzt. Jedem nun gemessenen Wert der
Leitfghigkelt kann auf Grund dieser Beziehung ein Wert der
Salzkonzentration zugeordnet werden. Die ermittelte Beziehung
kann von Zelt zu Zeit an etws verdnderte Medieneigenschaften
angepalit Werden, erfahrungsgemédfl ist bel Biomassebildungs~
prozessen eine tigliche Eichung ausreichend,

Die Ermittlung des Zusammenhangs zwischen Aschegehalt der ge=-
trockneten Biomasse und dem Leitféhigkeitswert wEhrend der
Fermentation kann auf die gleiche Weise erfolgen.,

Die Steuerung des Salzgehaltes durch die Leitfshigkeit kann
in der VWeilse erfolgen, dall der dem gewilinschien Salzgehalt
zugeordnete Leitf&higkeitsmeliwert durch entsprechende MalB-
nahmen aufrechterhalten wird. Zum Beispiel bestehen solche
MaBnahmen darin, daB bei LeitfihigkeitsmeBwerten oberhalb
des erwinschten Wertes die Zufuhr von stark salzbildenden
Teilen der Ndhrsalzldsung oder die gesamte Néhrsalzlésungsé
zufuhr unterbrochen wird oder zeitlich begrenzt eine Erhoe
hung der Produktivitiét des Prozesses z.B. durch Erhchung
der Sauerstoffzufuhr bel sauerstofflimitierten Prozessen
oder durch eine Erhohung des Substrafangebotes beil kohlene
stofflimitierten Prozessen, erfolgt. Eine Erhchung etwa zu
niedriger LeltfahigkeltsmeBwerte ist durch Dosierung von
zusitzlicher Neghrlosung leicht zu erreichen,

Die Steuerung deg Aschegehaltes basiert auf den gleichen
Grundlagen., Diese Steuerung ist besonders bei denjenigen
technologischen Varianten von Biomassebildungsprozessen be-
deutungsvoll, die ohne Einrichtungen zur bevorzugl mechanie
schen Flissigkeitsabtrennung arbeiten und bei denen der Fer-
mentorablauf der direkten Eindampfung unterworfen wird, -
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7ur Bestimmung des LeitfzhigkeitsmeB~ oder ~anzeigewertes
konnen bekannte Leitfihigkeitsmeflgeréte benutzt werden, z.3.
die handelsiiblichen Leitféhigkeiﬁsmeﬁgeréte 1M 201 oder 1M
301 des VEB Hydromat Bannewitz. Sie kGnnen mit einer automa-
ischen Kompensation des Temperatureinflusses und mit Full-
punktunterdriickung ausgestattet sein, Vorteilhaft ist eine
linearisierte Anzeige. Der Meﬁoerelch sollte mindestens -
0...10 mS betragen.
Die LeitfshigkeitsmeBzelle sollte so ausgefihrt sein, dafl
nicht_durchstromte Raumteile, sogenannte Totrdume, in denen
sioh Verunreinigungen, insbesondere durch lysierte Biomasse,
ergeoen konnen, vermieden werden. Ihre Anbringung acllte
direkt im Fermentor, oder unmittelbar am Fermentorausgang
erfolgen. Wesentlich is®, daf sie von Permentationsmedium
durchstromt wird, das reprisentative Eigenschafien bezliglich
des Salzgehaltes begitzte

Die Messung kenn bei kontinuierlichen oder diskontinui er*lche
Prozessen durchgefithrt werden. '
Dag Verfahren ist fir be1¢eblge Mikroorganismen/Substrai~

Kombinationen geeigne

C

Ausfihrungsbeispiel

Die Erfindung soll an hand von 3 Belsplelen nsher erliutert
werden.

Beispiel 1

Methanolassimilierende Bakterien des Stammés MB 58 (Hinter~
legungsnummey ZIMET Jena: IMET B 346) wurden in einem klein-
technischen Permentor unter folgenden Bedingungen im kon-
tinuierlichen ProzeB gezlichtet: '

Fermentationstemperatur: 305 Tk

ph-Wert: 4,0 %

Verweilzelt im Fermentor: 7 ... 9 h

Konzentration der Biomasse im Permentor: 40 ... 60 g BIS/1
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Es wurde ein NEhrldsung folgender Zusammensetzung einge-
setzt, wobei die angegebenen Mengen in einem Liter Nehrli-
sung gelost sind:

H. PO, - 13.5
2 &

;2 8L
KyS0, - 17.8¢g
MgSO4 - 3,7 ¢
CHSO4 ad 3894 mg‘
Co80, - 33,1 mg
MRSO4 - 89,3 mg

o) -

HBNO3 127,5 mg
FeS0, . - 143,4'mg
ZnSO4 - 56,1 mg

N32M004 - 21,3 mg

Die Zufuhr von Stickstolf erfolgt lber die pH-Regelung

mit NH4OH,

Wehrend der Fermentation wurden im ungestdrten stationiren
Betrieb fiir die nachstehend aufgefihrten Elemente folgende
Konzentrationen im Fermentationsmedium gemessen:

Element Konzentration (mg/1l)
P 30 see 120
N 50 oss 300
K | 40 ... 200
Mg R 15 see. 30
Cu 0,17 oas 0,3
Mn 1,0 +us 2,0
Fe 0,5 o460 1,5
Zn 2,0 see 2,5

Die Konzentration der Elemente Bor, Kobalt und Lolybdén lag
unterhalb der Nachweisgrenze von 0,5 mg/l.
Die Gesamiszlzkonzentration wurde analytisch durch Ermittlung

des Findampfriickstandes des Fermentationsmediums bestimmt.
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Bei Beginn der Fermentation wurden fiir zwel ausgewthlte
Salzkonzentrationen bel jeweils niedrigen und hohen Regt~
Xonzentrationen im Fermentationsmedium sowohl der Eindampf-

rlickstand als auch der Leitfihigkeitsanzeigewert bestimmt,

miteifaﬂder in Beslelung geseizl und als Blchoorial Deriis b
Aus dem Zusammenhang 188t sich eine mathematisthe Beziehhng
der Form Gl. (1) bestinmen. -

(1) Saizgehalt»: 3,493 + 0,0203 * Leitfé&higkeitsanzeige

Die Uberpriifung dieser Eichgrade an zusitzlichen MeBpunkten
ergab eine . genligende Ubereinstimmung (Fehler geringer zls
5% ) e

Die Fermentation - lief zundchst iiber einen Zeitraum von ,
70 Stunden stabil, Die charskteristischen Bilanzwerte dleses
Zustandes zeigt Tabelle 1, Spalte 1. HNach dieser Zeit kam
es zu einem plétzlichen Abfall des Leitféhigkeitsmeﬁwertes,
wobei gsich folgende Werte des neuen Zustandes einstellten
(Tebelle 1, Spalte 2). Die Uberpriifung der Bedingungen er-
gab, dab dieser Effekt durch eine verringerte LEhrllsungs-
dosierung infolge sonst nicht feststellbarer Versalzungen
dex NéhrlﬁsungsdosierpumpeAverursacht wurde. Durch Erhhung
der Nehrlosungsdosiermenge wurde der Leltf&higkeltsmeBwert
auf den urspringlichen Zustand zurickgefithrt (Werte nach
Tabelle 1, Spalte 3) und die Fermentation unter stabilen
Bedingungen fortgefihrt.

Tabelle 1: Experimentielle Werte vor und nach eilner .Storung

GroBe . vor der nach der nach erfolgtér
Storung Storung = Steuerungs-
: . mafnahme
Leitfahigkeit - _
(Skalenteile) 53 R : i 23
Salzgehalt analytisch 4,63 3,88 4,68

bestimmt (g/1)

- Salzgehalt nach Eich- 4,61 - 3,84 4,68

gerade (g/1)
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Beispiel 2

Es wurde unter den gleichen Bedingungen vorgegangen wie in
Beispiel 1. Zusétzlich wurde der Rohaschegehalt von ent-
sprechend einer Aufarbeltungsvariante ohne mechanische Flils~
sigkeitsabirennung direkt eingedampfiem Fermentorablauf be-
stimmt und mit der Leitfdhigkeitsanzeige auf eine Beispiel 1
analoge VWeige in Beziehung gebracht. Als Wertepzare von ge-
messener Leltfdhigkeit (Skalenteile) und analytisch bestimme-
tem Aschegehalt in der Biomasse (%) ergaben sich: 25/5,00
und 62/6,58. | -

Der untersuchie Fermenﬁatibnsprozeﬁ lief zunéchst ohne Sto-
rungen 90 Stunden langstabil. '
Die charskteristischen Werte dieses Zeitraumes waren: 51 Ske-
lenteile der Leitféhigkeitsanzeige, entsprechend 6,08 %
Aschegehalt0 Dapnach vwurde die Fermentation durch eine sprung-
hafte Zrhthung der Hhrlosungsmenge gesttrt. Die Leitfihige
keitsanzeige stieg auf 87 Skalenteile. Analytisch wurde eine
Frhthung des Rohaschegehaltes auf 7,50 % festgestellt,

Durch sofortige Verringerung der NihrlSsungsdosierung konnten

sowohl der Leitfzhigkeitsmefwert als auch der Rohaschegehalt
auf den Bereich vorhergehender Werte zurlickgefihrt werden.
Im neuen stationdren Zustand ergab sich eine Anzeige von 47
Skalenteilen und ein analytisch bestimmber Aschegehalt von
6,07 %.

Beispiel 3

In einem 30 1 Rithrfermentor mit einem Arbeitsvolumen von 25 1
wird der Hefestamm Lodderomyces elongisporus IMET H 128 —bei
einem pH~Wert von 4,1 £ 0,1 und einer Temperatur von 306 &

1 X sowie einer Iuftzufubr von 1,5 1/min. gezilichtet., Als
Substrat dient ein Frddldestillat, dessen n-Alkan die Kettene
lénge Cg bis C,p, iberwiegend C,, bis C.g, besitzen. Die
Siedelage des Destillates betrdgt 503 bis 533 K, die Destile

latkonzentration im Fermentationsmedium betrigt 14,8 %. Das

Verfahren wird mit einer Verweilzeit von 5 h durchgefiihrt.



Das anorgaﬁische Nshrmedium enthélt in Porm von Ammoniak,
Phosphorsiure, Kaliumchlorid und Sulfaten 10 wg Fe, 2250 mg
N, 10 mg Zn, 1410 mg P,05, 10 mg Mn, 615 mg K, 1,5 mg Cu,

55 mg Mg auf 1 Liter. Die Dosierung des Néhrmediums erfolgte
fir das Magnesium getrennt von dew andesen RKouwpouneilen. Der
Energielibertrag betrigt 10 W/kg Fermentationsmedium. Dem Fer-
mentorablauf wurden halbstindlich Proben entnommen und einer
Leitfshigkeitsmessung unterzogen., Dafiir wurde eine Leitf&hig-
keitsmeBeinrichtung IM 201 des VEB Hydromat Bannewitz be-
nutzt,

Im kontinuierlichen Betrieb wurden Leitfdhigkeitswerie von

68 Skalenteilen bestimmt. Die Eichung der HeBeinrichtung er-
folgte in der in Beispiel 1 angegebenen Welge.

Hach einer Versuchszelt von 2 Stunden ergsb sich ein Abfallb
des Leitféhigkeltswertes auf 34 Skalenteile, Auf Grund dieser
Anzeige wurden die FEingangsstrime lberprift., Es zeigte sich,
dafl die Dogilerpumpe fir die MgSO4 - Doglerung eine einge-
schrénkte Fbrderleistung durch Versalzung sufwiesg, Wihrend
der Reparaturphase an der Dosierpumpe wurde dem Fermenta-
-tionsmedium Magnesiumsulfat von Hand zugegeben. Als Steuer-
srifle diente die Leitfihigkeitsanzeige.
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Verfahren zur Steuerung der Kultivierung von liikroorga=~
nismen in kontinuierlich oder diskontinuierlich betrie=~
benen und vorzugsweise mit Umlsufsystemen susgestatieten
Realktoren, bei dem die Fermentation in salzhaltigen MMedien
deren Salzgehalt von weniger als 5 homponenten iiberwiegend
bestimmt wird, durchgeflhrt wird, gekennzeicbnet‘dédurch,'
daB als Kenne und SteuergrilBie die durch den Salzgehalt
bestimmte Leitfshigkeit des Ferme ntations Sprozesses ver~
wendet wird und daB der Le¢tfa igkeitsmefwert im Bereich

~von O ... 20 mS konstant gehalten wird.

Verzahren nach Punkt 1, gekennzeichnet daaurun, dafl di

karoorgﬁnlsmen Hefen vom Stamm Lodderomyces elonglsporus~
IMET H 128 und ihre Begleitflora sind und daB die Xulti-
vierung auf Erddldestillat mit n-Alkanen der Kettenlénge

09 bis 025_und,einer Kettenli«:hgenverteilunrr von vorzugs-

O

lweise C1B'bis 017 > 66 %, ) > 18 < 25 %, < 12-410 %

und einem Siedebereich von vorzugsweise 513 big 633 K
erfolgt,

Verfahren nach Punkt 1, gekennzeichnet dadurch, dafi die
Mikroorganismen methanolassimilierende Bakterien MB 58
IMET B 346 sind, und daB die Kultivierung auf Methanol
erfolgta ‘
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