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(54) Zellkulturstatusbestimmung
(57) Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Bestimmen
des Status einer Mikrobenkultur durch Messen
zumindest eines Kulturparameters sowie anschlieBen-
des Korrelieren der Messwerte des zumindest einen A
Kulturparameters mit dem Status der Kultur, dadurch B “:"*‘»”
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wéhrend des Prozesses die Konzentration zumindest
einer speziellen Aminosaure im Kulturmedium
bestimmt wird; und gegebenenfalls zusatzlich der
Gesamtproteingehalt im Kulturmedium und der Anteil
der zumindest einen Aminosdure am Gesamtprotein-
gehalt bestimmt werden; wonach die Konzentration
oder gegebenenfalls der Anteil der jeweiligen
Aminoséaure am Gesamiproteingehalt mit dem Status
der Kultur korreliert wird, um so die Lebensfahigkeit
der Kultur abzuschatzen und/oder die Frage zu
klaren, ob die Methanbildungsrate gaslimitiert oder
flussigkeitslimitiert ist.
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Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Bestimmen des Status einer Mikrobenkultur
durch Messen zumindest eines Kulturparameters sowie anschlieRendes Korrelieren
der Messwerte des zumindest einen Kulturparameters mit dem Status der Kultur,
dadurch gekennzeichnet, dass in einem mikrobiellen Methanisierungsprozess unter
Verwendung eines hydrogenotrophen methanogenen Mikroorganismus vor dem Be-
ginn des Methanisierungsprozesses das spezifische Aminosauresekretionsmuster
des jeweils eingesetzten Mikroorganismus bestimmt wird; wahrend des Prozesses
die Konzentration zumindest einer speziellen Aminosaure im Kulturmedium bestimmt
wird; und gegebenenfalls zusatzlich der Gesamtproteingehalt im Kulturmedium und
der Anteil der zumindest einen Aminosaure am Gesamtproteingehalt bestimmt wer-
den; wonach die Konzentration oder gegebenenfalls der Anteil der jeweiligen Amino-
saure am Gesamtproteingehalt mit dem Status der Kultur korreliert wird, um so die
Lebensfahigkeit der Kultur abzuschatzen und/oder die Frage zu klaren, ob die Me-

thanbildungsrate gaslimitiert oder flissigkeitslimitiert ist.
(Fig. 2)
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Die Erfindung betrifft die Bestimmung des Kulturstatus von Mikrobenkulturen durch

Messen des Aminosauregehalts.

STAND DER TECHNIK

Im Zuge der stetig wachsenden Produktion erneuerbarer Energie erlangen insbeson-

dere auch biologische Methanisierungsprozesse (BMP) zunehmende Bedeutung. In

solchen Prozessen wird CO2 durch methanogene Mikroorganismen (worunter hierin

vor allem Bakterien, Archaeen, Pilze und Algen zu verstehen sind, die mitunter auch

kurz als Mikroben bezeichnet werden) zu Methan reduziert:
CO2+4H2 —» CHs +2 H20

Bei der spateren Verbrennung des Methans zur Energiegewinnung gemaf der Glei-

chung: CH4+2 02 —» CO2 +2 H20

wird erneut Kohlendioxid gebildet, was einen COz-neutralen Kreislauf darstellt. Be-

sonders vorteilhaft ist die Kopplung von BMP mit Biomassevergarung, bei der als

Hauptprodukte CHs4 und CO:2 anfallen, so dass auch der CO2-Anteil des Biogases in

CHas Ubergefliihrt werden kann. Das so erhaltene Methan ist in der Regel von hoher

Reinheit und kann beispielsweise problemlos in Erdgasnetze eingespeist werden.

Beispiele fur BMP finden sich etwa in US 4.883.753, wo Fermentationen von Metha-
nobacterium thermoautotrophicum und Methanococcus thermolitotrophicus beschrie-
ben werden, sowie WO 2008/094282 A1, worin CO2 aus der Biomassefermentation

mittels methanogener Archaeen zu Methan umgesetzt wird.

Um die Methanisierungsreaktion optimal steuern zu kdnnen, ist es erforderlich, den
physiologischen Zustand der jeweiligen Mikrobenkultur zu kennen, wie dies die Ar-
beitsgruppe der Erfinder des vorliegenden Anmeldungsgegenstands in friheren For-
schungsarbeiten festgestellt hat; siehe S. Rittmann, A.H. Seifert, C. Herwig, "Quantit-
ative analysis of media dilution rate effects on Methanothermobacter marburgensis
grown in continuous culture on Hz2 and CO2", Biomass. Bioenerg. 36, 293-301 (2012);
A.H. Seifert, S. Rittmann, S. Bernacchi, C. Herwig, "Method for assessing the impact
of emission gasses on physiology and productivity in biological methanogenesis”,
Bioresour. Technol. 136, 747-751 (2013); A.H. Seifert, S. Rittmann, C. Herwig, "Anal-




ysis of process related factors to increase volumetric productivity and quality of
biomethane with Methanothermobacter marburgensis", Appl. Energ. 132, 155-162
(2014); S. Bernacchi, M. Weissgram, W. Wukovits, C. Herwig, "Process efficiency
simulation for key process parameters in biological methanogenesis”, AIMS Bioeng.
1(1), 53-71 (2014); sowie WO 2014/128300 A1.

Ein typischer Fermentationsprozess beginnt demgemafl® mit der Beschickung des
Bioreaktors mit Kulturmedium und einer Anfangskultur des oder der zur Fermentation
verwendeten Mikroorganismen, was als "Setup-Phase" bezeichnet wird. In der darauf
folgenden sog. "Anfangsphase” wird durch Vermehrung der eingesetzten Mikroorga-
nismen "Biomasse" generiert. Unter letzterem Begriff ist hierin in der Folge die Masse
an methanogenen Mikroorganismen zu verstehen, die in der Folge zur oben be-
schriebenen Umsetzung von CO2 zu CH4 eingesetzt wird. Zu diesem Zweck werden
der im Reaktor vermehrten und sich weiterhin vermehrenden Biomasse kontinuierlich

COa2, Hz sowie flissiges Nahrmedium zugefihrt.

Im Zuge dieser Forschungen wurden neben Ublichen Faktoren wie den Gasdriicken
von eingespeistem CO2 und Hz, der Zufuhrrate des Mediums als Nahrstoffquelle, der
Konzentration von Nahrstoffen und Metaboliten auch die volumetrische Produktivitat,
auch als spezifische Methanbildungsrate ("methane evolution rate", MER) bezeich-
net, sowie die spezifische Methanproduktionsrate (qcHa) der jeweiligen Kultur als auf-
schlussreiche Parameter bei der Methanproduktion ermittelt. Diese hangen wie folgt

Zusammen:

MER (mmol/l.h) = Biomassekonzentration (g/l) x gcxa (mmol/g.h)

Somit gibt die volumetrische Produktivitat oder Methanbildungsrate MER die molare
Menge an Methan an, die pro Liter Kultur und Stunde von einer Mikrobenkultur mit
definierter Konzentration (in g/l) produziert wird. Die Fahigkeit zur Methanproduktion
dieser Kultur wird durch die spezifische Methanproduktionsrate qcns ausgedrickt, die
ihrerseits die molare Menge an Methan angibt, die von einem Gramm Biomasse pro

Stunde produziert wird.
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Durch Messung diverser Parameter lassen sich somit Riickschlusse auf den Zustand
der Kultur ziehen, wozu allerdings in der Regel mehrere, in zeitlichem Abstand wie-
derholte Messungen durchgefiihrt werden missen. Demnach besteht ein Bedarf an
einem Verfahren zur einfacheren Bestimmung des Zustands der Kultur mittels einma-
liger Messungen, d.h. Messungen zu einem einzigen Zeitpunkt. Somit war das Ziel

der vorliegenden Erfindung die Entwicklung eines solchen vereinfachten Verfahrens.

OFFENBARUNG DER ERFINDUNG

Dieses Ziel erreicht die Erfindung durch Bereitstellung eines Verfahrens zum Bestim-
men des Status einer Mikrobenkultur durch Messen zumindest eines Kulturparame-
ters, ausgewahlt aus den Konzentrationen von Néhrstoffen und Metaboliten, insbe-
sondere Aminoséauren, im Kulturmedium und Gaspartialdriicken, sowie anschlieRen-
des Korrelierens der Messwerte des zumindest einen Kulturparameters mit dem Sta-
tus der Kultur, dadurch gekennzeichnet, dass:

in einem mikrobiellen Methanisierungsprozess unter Verwendung eines hydrogeno-
trophen methanogenen Mikroorganismus

a) vor dem Beginn des Methanisierungsprozesses das spezifische Aminosauresekre-
tionsmuster des jeweils eingesetzten Mikroorganismus bestimmt wird;

b) wahrend des Prozesses die Konzentration zumindest einer speziellen Aminosaure
im Kulturmedium bestimmt wird; und

c) gegebenenfalls zusatzlich der Gesamtproteingehalt im Kulturmedium und der An-
teil der zumindest einen Aminosaure am Gesamtproteingehalt bestimmt werden;
wonach

d) die Konzentration oder gegebenenfalls der Anteil der jeweiligen Aminosaure am
Gesamtproteingehalt mit dem Status der Kultur korreliert wird, um so die Lebens-
fahigkeit der Kultur abzuschatzen und/oder die Frage zu klaren, ob die Methanbil-
dungsrate durch den Gasaustausch der Kultur mit der Umgebung limitiert, d.h. "gas-
limitiert", oder durch die flissige Nahrstoffzufuhr limitiert, d.h. "flissigkeitslimitiert", ist.

Die Erfinder haben im Zuge ihrer neuesten Forschungen namlich uberraschender-

weise festgestellt, dass nicht nur der Gesamtproteingehalt (d.h. Aminosauregehalt

von volistandig lysierten Zellen), der bekanntermalen ein Indiz fur die Lebensfahig-
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keit einer Mikrobenkultur darstellt, da bei hohen Proteinkonzentrationen die Lebens-
fahigkeit der Kultur in der Regel eingeschrankt ist, sondern auch das Vorhandensein
einzelner Aminosauren in der Kultur direkte Ruckschlisse auf den Kulturstatus zu-

lasst.

Es wurde namlich herausgefunden, dass Mikroorganismen auch im uneingeschrankt
lebensfahigen Zustand offenbar bestimmte Aminosauren in das Kultumedium sekre-
tieren, so dass fur jeden Mikroorganismus ein spezifisches Sekretionsmuster im un-
eingeschrankt lebensfahigen Zustand existiert. Ist dieses spezifische Sekretionsmus-
ter einmal bestimmt, so reicht es aus, wahrend des Methanisierungsprozesses die
Konzentration einer bestimmten Aminoséure zu bestimmen, um Ruckschlisse auf

den Status der Kultur ziehen zu konnen — und das in mehrerlei Hinsicht.

Die Ermittlung des spezifischen Sekretionsmusters in Schritt a) umfasst dabei sowohl
das Bestimmen, welche Aminosauren von dem jeweiligen Mikroorganismus im unein-
geschrankt lebensfahigen Zustand im Allgemeinen in das umgebende Medium se-
kretiert werden, sowie das Bestimmen, ob und wie sich die sekretierte Menge der je-
weiligen Aminoséure beim Ubergang vom gaslimitierten in den fliissigkeitslimitierten
Zustand oder umgekehrt dndert. In jenen Fallen, in denen es zu einer solchen Ande-
rung der Aminosauresekretion kommt, kann in Schritt a) dartiber hinaus ein Schwel-
lenwert fiir diesen Ubergang der speziellen Aminoséure(n) bestimmt werden, indem
auch der Gesamtproteingehalt bestimmt und der Anteil der Aminoséure am Gesamt-
proteingehalt sowohl im gaslimitierten als auch im flussigkeitslimitierten Zustand be-

rechnet wird.

Daruber hinaus kann das spezifische Sekretionsmuster auch Informationen ber den
Verlauf der Lebensfahigkeit umfassen. So kénnen in Schritt ¢) auch Schwellenwerte
fur den Gesamtproteingehalt und/oder fiir den Anteil einer Aminoséaure, die nicht Teil
des spezifischen Sekretionsmusters ist, am Gesamtproteingehalt bestimmt werden,
d.h. festgestellt werden, ab welchem Gesamtproteingehalt bzw. ab welchem Anteil
der jeweiligen Aminosdure am Gesamtproteingehalt eingeschrankte Lebensfahigkeit

vorliegt und ab wann eine sterbende Kultur vorliegt. Hierin ist unter eingeschrankter
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Lebensfahigkeit ein Anteil an lysierten Zellen von mehr als etwa 15 % und unter einer

sterbenden Kultur ein Anteil von mehr als etwa 30 % zu verstehen.

In der Folge reicht es gemal dem Verfahren der Erfindung aus, zu einem beliebigen
Zeitpunkt die Konzentration einer dieser Aminosauren und gegebenenfalls auch den
Gesamtproteingehalt zu diesem Zeitpunkt und den Anteil der jeweiligen Aminosaure
daran zu bestimmen, um schliissige Aussagen bezlglich des Status der Kultur tref-
fen zu kénnen. Weitere Messungen zu spateren Zeitpunkten sind daher nicht unbe-
dingt erforderlich, konnen aber natlirlich durchgefihrt werden, um Statuséanderungen

verfolgen zu kdnnen.

In der einfachsten bevorzugten Ausflihrungsform der Erfindung wird dazu biof} in
Schritt b) die Konzentration einer Aminosaure bestimmt, von der in Schritt a) festge-
stellt wurde, dass sie nicht Teil des spezifischen Sekretionsmusters des Mikroorga-
nismus ist, wobei eine Konzentration dieser Aminosaure > 0 einen Indikator fir zu-
mindest eingeschrankte Lebensfahigkeit des Mikroorganismus in der Kultur darstellt,
da der Mikroorganismus im uneingeschrankt lebensfahigen Zustand diese Amino-

sdure ja nicht in das Medium sekretiert.

Wird zusétzlich in Schritt ¢c) der Gesamtproteingehalt und/oder der Anteil der in Schritt
b) bestimmten Aminosdure am Gesamtproteingehalt bestimmt und wurde davor in
Schritt a) ein spezifischer Schwellenwert daflr bestimmt, zeigt ein Gesamtproteinge-
halt bzw. ein Anteil der Aminosadure am Gesamtproteingehalt unter dem jeweiligen in
Schritt a) bestimmten spezifischen Schwellenwert eingeschrankte Lebensféhigkeit
an, und ein Gesamtproteingehalt bzw. ein Anteil der Aminosaure am Gesamtprotein-
gehalt Gber dem jeweiligen Schwellenwert zeigt eine sterbende Kultur an.

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemafien Verfahrens wird zu-
satzlich oder auch alternativ dazu in Schritt b) die Konzentration einer Aminosaure
bestimmt, von der in Schritt a) festgestellt wurde, dass sie Teil des spezifischen Se-
kretionsmusters des Mikroorganismus ist, und in Schritt ¢) werden der Gesamtpro-

teingehalt im Kulturmedium und der gravimetrische Anteil der in Schritt b) bestimm-
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ten Aminosaure am Gesamtproteingehalt bestimmt, wobei der Anteil dieser Amino-
sdure am Gesamtproteingehalt, in Abhangigkeit davon, ob dieser Anteil unter oder
Uber einem zuvor in Schritt a) bestimmten Schwellenwert liegt, einen Indikator far

eine gaslimitierte oder eine flissigkeitslimitierte Methanproduktion darstellt.

Dies gilt fur jedwede Aminosaure, fur die in Schritt a) bei der Bestimmung des spezifi-
schen Sekretionsmusters festgestellt wurde, dass bei einer Veranderung der Kultur-
bedingungen vom gaslimitierten zum flissigkeitslimitierten Zustand oder umgekehrt
eine Anderung der in der Medium sekretierten Menge dieser Aminoséure erfolgt, wo-
bei ein zwischen den beiden unterschiedlichen Mengen liegender Schwellenwert be-
stimmbar oder festlegbar ist, wie dies in den spateren Beispielen demonstriert wird.

In Kenntnis des Zustands der Kultur kann naturlich durch eine entsprechende Anpas-
sung der Fermentationsbedingungen auf unerwinschte Zustdnde oder Entwicklun-

gen der jeweiligen Kultur reagiert werden.

Der hydrogenotrophe methanogene Mikroorganismus ist gemaf vorliegender Erfin-
dung nicht speziell eingeschrankt, solange er in der Lage ist, Kohlendioxid zu Methan
zu reduzieren. Vorzugsweise ist der methanogene Mikroorganismus gemaf} vorlie-
gender Erfindung jedoch ein methanogenes Bakterium und noch bevorzugter eine
methanogene Archaee, wie z.B. Methanobacterium alcaliphilum, Methanobacterium
bryantii, Methanobacterium congolense, Methanobacterium defluvii, Methanobacte-
rium espanolae, Methanobacterium formicicum, Methanobacterium ivanovii, Metha-
nobacterium palustre, Methanobacterium thermaggregans, Methanobacterium uligi-
nosum, Methanobrevibacter acididurans, Methanobrevibacter arbor iphilicus, Metha-
nobrevibacter gottschalkii, Methanobrevibacter olleyae, Methanobrevibacter ruminan-
tium, Methanobrevibacter smithii, Methanobrevibacter woesei, Methanobrevibacter
wolinii, Methanothermobacter marburgensis, Methanothermobacter thermoautotro-
phicus, Methanobacterium thermoautotrophicus, Methanothermobacter thermoflexus,
Methanothermobacter thermophilics, Methanothermobacter wolfeii, Methanothermus
sociabilis, Methanocorpusculum bavaricum, Methanocorpusculum parvum, Methano-

culleus chikuoensis, Methanoculleus submarinus, Methanogenium frigidum, Metha-
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nogenium liminatans, Methanogenium marinum, Methanosarcina acetivorans,
Methanosarcina barken, Methanosarcina mazei, Methanosarcina thermophila,
Methanomicrobium mobile, Methanocaldococcus jannaschii, Methanococcus aeoli-
cus, Methanococcus maripaludis, Methanococcus vannielii, Methanococcus voltaei,
Methanothermococcus thermolithotrophicus und Methanopyrus kandleri. Besonders
bevorzugt sind methanogene Archaeen der Spezies Methanosarcinia barkeri, Metha-
nothermobacter marburgensis, Methanobacterium thermoautotrophicus, Methano-
caldococcus jannaschii, Methanothermobacter thermoautotrophicus, Methanococcus
maripaludis, die jeweils einzeln oder als Gemisch mehrerer davon einsetzbar sind.
Insbesondere gehort die methanogene Archaee der Spezies Methanothermobacter
marburgensis an, wie z.B. der unter DSM 2133 bei der Deutschen Stammsammlung
fur Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ, Braunschweig, Deutschland) hinterleg-

te Stamm, der den Ausgangspunkt fir die Forschungen der Erfinder darstellte.

Archaeen sind sowohl aufgrund des einfachen Aufbaus ihrer Zellstruktur als auch
wegen des Umstands, dass es sich bei einem Grofdteil um Extremophile handelt, die
unter extremen Bedingungen lebensfahig sind, und der daraus resultierenden Stabili-
tat und vergleichsweise einfachen Handhabung der Kulturen sowie der Vorhersag-
barkeit ihres Stoffwechsels und Reproduzierbarkeit der Fermentationen besonders

bevorzugt.

Unter Verwendung des oben beschriebenen Methanothermobacter marburgensis-
Stamms als Modellorganismus sind die Erfinder zu den folgenden Ergebnissen ge-

langt.

In Bezug auf die Lebensfahigkeit wurde fur diesen speziellen Organismus in Schritt
a) des erfindungsgemaflen Verfahrens festgestellt, dass Asparaginsaure nicht Teil
seines spezifischen Sekretionsmusters ist. Zur Bestimmung des Status einer Kultur
dieses Mikroorganismus wird nun in Schritt b) die Konzentration von Asparaginsaure
bestimmt, wobei durch eine Konzentration > 0 zumindest eingeschrankte Lebensfa-
higkeit der Kultur angezeigt wird. Dies beruht auf der Feststellung, dass, sobald in

einer solchen Kultur Asparaginsaure vorgefunden wird, Zelllyse in mehr oder weniger
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starkem eingesetzt haben muss. In Kenntnis dieses Umstands kénnen nun die Gbri-
gen Parameter der Fermentation, wie z.B. Nahstoffzufuhr im Medium, Verdiinnung
etc., entsprechend angepasst werden, um dem Absterben der Zellen entgegenzuwir-
ken.

Wird in einer bevorzugten Ausflihrungsform des erfindungsgemaflen Verfahrens
unter Verwendung dieses Stamms von Methanothermobacter marburgensis zusatz-
lich der Gesamtproteingehalt bestimmt, wird durch einen Gesamtproteingehalt > 0,5
pg/ml eingeschrankte Lebensfahigkeit und durch einen Gesamtproteingehalt > 2,0
Mg/ml eine sterbende Kultur angezeigt, da die Erfinder diese spezifischen Schwellen-
werte in Schritt a) des Verfahrens der Erfindung festgestellt haben. Eine solch exakte
Bestimmung des Kulturstatus in Bezug auf die Lebensfahigkeit anhand des Gesamt-

proteingehalts war nach dem Stand der Technik bisher unmdéglich.

In anderen bevorzugten Ausfiihrungsformen der Erfindung wird hingegen erneut fest-
gestellt, ob die Methanproduktion durch den Gasaustausch der Kultur mit der Umge-
bung limitiert, d.h. "gaslimitiert", oder durch die Zufuhr von Nahrstoffen im fliissigen
Medium limitiert, d.h. "flussigkeitslimitiert”, ist. Hierzu werden in einer Ausfiihrungs-
form der Gesamtproteingehalt und der Anteil an Alanin daran bestimmt, da bei der
Bestimmung des spezifischen Sekretionsmusters dieses Stamms von Methanother-
mobacter marburgensis in Schritt a) festgestellt wurde, dass Alanin — wie auch Gluta-
minsaure und Glycin — vom Mikroorganismus auch in uneingeschrankt lebensfahi-
gem Zustand sekretiert werden und somit Teil dieses Musters sind. Daruber hinaus
wurde in Schritt a) ein Schwellenwert fir den Anteil von Alanin am Gesamtproteinge-
halt beim Ubergang von gaslimitierter zu flissigkeitslimitiertes Methanproduktion von
0,5 ermittelt.

Somit wird durch einen in Schritt c) gemessenen gravimetrischen Alanin-Anteil < 0,5
eine gaslimitierte Methanproduktion und durch einen Alanin-Anteil > 0,5 eine fllssig-
keitslimitierte Methanproduktion angezeigt. Diese Ausfihrungsform beruht auf der
uberraschenden Entdeckung der Erfinder, dass bei einem flissigkeitslimitierten Me-

thanisierungsprozess der Mikroorganismus vorwiegend die Aminosaure Alanin pro-
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duziert. Sobald der Prozess gaslimitiert wird, d.h. die mit dem Medium zugefihrten
Nahrstoffe nicht vollstandig aufgebraucht werden kénnen, sinkt der Anteil an Alanin
am Gesamtproteingehalt hingegen unter 50 % ab.

Alternativ oder zusétzlich dazu werden in einer Ausfuhrungsform der vorliegenden
Erfindung in Schritt ¢) der Gesamtproteingehalt und der Anteil an Glutaminsaure da-
ran bestimmt, wobei durch einen Glutaminsdure-Anteil > 0,5 eine gaslimitierte Me-
thanproduktion und durch einen Glutaminsaure-Anteil < 0,5 eine flissigkeitslimitierte
Methanproduktion angezeigt wird. Die Erfinder haben namlich ebenso (iberraschen-
derweise herausgefunden, dass die Verhaltnisse bei Glutaminsdure genau umge-
kehrt zu Alanin liegen: Solange dem Mikroorganismus mit dem Medium ausreichend
Nahrstoffe zur Verfigung gestellt werden, d.h. solange ein gaslimitierter Prozess ab-
lauft, wird vorwiegend Glutaminsaure produziert. Werden hingegen Nahrstoffe knapp
und wird der Prozess dadurch flussigkeitslimitiert, sinkt der Anteil von Glutaminsaure

am Gesamtproteingehalt auf unter 50 % ab.

Die Konzentrationen bzw. Anteile anderer Aminosauren am Gesamtproteingehalt er-
lauben solche Aussagen bezuglich des Kulturstatus nicht, wie dies durch die spate-
ren Beispiele belegt wird, zumal im uneingeschrankt lebensfahigen Zustand lediglich
eine dritte Aminosaure, namlich Glycin, in das Medium sekretiert wird, deren Menge
sich beim Ubergang von gas- zum fliissigkeitslimitierten Zustand nicht signifikant an-
dert.

In einer besonders bevorzugten Variante der letzteren Ausfihrungsform des Verfah-
rens der Erfindung unter Verwendung des obigen Methanothermobacter marburgen-
sis-Stamms wird in Schritt ¢) zusatzlich zum Anteil an Glutaminsdure die Methanbil-
dungsrate bestimmt und auf die Menge an zugeflihrter Biomasse bezogen, um die
spezifische Methanproduktionsrate qcHs zu berechnen, die in der Folge mit dem An-
teil an Glutaminsdure am Gesamtproteingehalt korreliert wird, wodurch ein Uber-
gangszustand zwischen gaslimiterter und flissigkeitslimitierter Methanproduktion de-

tektierbar wird.
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In Kenntnis, ob die Methanisierungsreaktion zum Zeitpunkt der Messung gas- oder
flussigkeitslimitiert ist, konnen die Feedstrome wiederum entsprechend nachgeregelt

werden, um fir optimale Reaktionsbedingungen zu sorgen.

KURZBESCHREIBUNG DER ZEICHNUNGEN
Die vorliegende Erfindung wird in der Folge anhand von konkreten Beispielen unter
Bezugnahme auf die beiliegenden Zeichnungen naher beschrieben, die Folgendes

darstelien.

Fig. 1 zeigt das in Beispiel 1 bestimmte spezifische Expressionsmuster des in den

Beispielen eingesetzten Mikroorganismus.

Fig. 2 zeigt den Zusammenhang zwischen dem Anteil an Asparaginsdure und dem
Gesamtproteingehalt sowie die daraus ableitbaren Informationen beziglich der Le-

bensfahigkeit der Kultur gemaR Beispiel 2 der Erfindung.

Fig. 3 zeigt den Zusammenhang zwischen dem Anteil an Asparaginsdure und dem
Gesamtproteingehalt sowie die Nichtableitbarkeit von Informationen beziglich des

Prozessstatus gemaf Vergleichsbeispiel 1.

Fig. 4 zeigt den Zusammenhang zwischen dem Anteil an Glutaminsdure und dem
Gesamtproteingehalt sowie die daraus ableitbaren Informationen bezlglich des Pro-

zessstatus geman Beispiel 3 der Erfindung.

Fig. 5 zeigt den Zusammenhang zwischen dem Anteil an Alanin und dem Gesamt-
proteingehalt sowie die daraus ableitbaren Informationen bezlglich des Prozesssta-

tus geman Beispiel 4 der Erfindung.

Fig. 6 zeigt den Zusammenhang zwischen dem Anteil an Glycin und dem Gesamt-
proteingehalt sowie die Nichtableitbarkeit von Informationen bezlglich des Prozess-

status geman Vergleichsbeispiel 2.

-10 -
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Fig. 7 zeigt den Zusammenhang zwischen dem Anteil an Asparagin und dem Ge-
samtproteingehalt sowie die Nichtableitbarkeit von Informationen bezliglich des Pro-
zessstatus gemal Vergleichsbeispiel 3.

Fig. 8 zeigt den Zusammenhang zwischen dem Anteil an Glutaminsdure und der
volumetrischen Produktivitat sowie die Nichtableitbarkeit von Informationen bezliglich

des Prozessstatus gemal Vergleichsbeispiel 4.

Fig. 9 zeigt den Zusammenhang zwischen dem Anteil an Glutaminsiure und der
spezifischen Methanproduktionsrate sowie die daraus ableitbaren Informationen be-

zuglich des Prozessstatus gemaf Beispiel 5 der Erfindung.

BEISPIELE

Der in allen Modellversuchen eingesetzte Mikroorganismus war der bei der Deut-
schen Stammsammiung flr Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ, Braunschweig,
Deutschland) hinterlegte Stamm Methanothermobacter marburgensis DSM 2133 und
somit eine hydrogenotrophe, thermophile, methanogene Archaee. Die Kultivierung
erfolgte in einem 10-I-Biostat-C*-Laborreaktor (Sartorius Stedim Biotech AG, Gottin-
gen, Deutschland) mit den in friiheren Publikationen der Arbeitsgruppe der Erfinder
beschriebenen Parametern (A. H. Seifert, S. Rittmann, S. Bernacchi, C. Herwig,
"Process efficiency simulation for key process parameters in biological methanogen-
esis", AIMS Bioeng. 1(1), 563-71 (2014); S. Rittmann, A. H. Seifert, C. Herwig, "Quant-
itative analysis of media dilution rate effects on Methanobacter marburgensis grown
in continuous culture on H2 and CO?", Biomass Bioenergy 36, 293-301 (2012); S.
Bernacchi, S. Rittmann, A. H. Seifert, A. Krajete, C. Herwig, "Experimental methods
for screening parameters influencing the growth to product yield (Y(x/CHa4)) of a biol-
ogical methane production (BMP) process performed with Methanobacter marburg-
ensis", AIMS Bioeng. 1(2), 72-86 (2014)).

Der 10-I-Bioreaktor wurde gravimetrisch gesteuert und die Ernte innerhalb des Reak-
tionsgefalles gesammelt. Alle Versuche wurden bei einem Druck von 2 bar durchge-

fuhrt. Die Verdinnungsrate des Ausgangsmediums wurde mittels eines gravimetri-
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schen Durchflussreglers auf einen konstanten Wert von 0,05 h™! geregelt — mit Aus-
nahme der gezielten Erzeugung von eingeschrankter Lebensfahigkeit und Nicht-
Lebensfahigkeit der Zellen, zu welchem Zweck die Verdinnungsrate auf 0,01 bzw.
0,00 h™' eingestellt wurde. Die Gaszufuhr wurde auf 0,5 Volumina pro Reaktionsvolu-
men pro Minute (I/l.min) mit einem Verhaltnis H2/CO2 von 4:1 eingestellt. Die Kultur
wurde mit 1.500 U/min geruhrt, ein pH von 7 und eine Temperatur von 65 °C wurden
eingestellt, und das Reaktionsvolumen wurde mit 5 | konstant gehalten (sofern nichts

anderes angegeben ist).

Die Spurenelemente wurden bei 6x konstant gehalten und waren daher, wie aus der
Literatur bekannt, fir die Wachstumsrate nicht limitierend. Der einzige Unterschied
zu den literaturbekannten Bedingungen bestand im Austausch der Base gegen eine
1,5 M NHs-Lésung, die sowohl zum Einstellen des pH als auch als Stickstoffquelle
diente. Das Ausgangsmedium enthielt daher weiters KH2PO4, NaCl und Spurenele-
mente in bekannter Zusammensetzung. Die Prozesssteuerung erfolgte unter Ver-

wendung der Software Lucullus (erhaltlich von Securecell, Schlieren, Schweiz).

Die Bestimmung des spezifischen Sekretionsmusters und der Aminosaure-Konzen-
trationen im Kultumedium erfolge mittels HPLC-Analyse (Thermo Ultimate 3000 mit
einer Eclipse Plus C18-Saule und einem Agilent 1200-Fluoreszenzdetektor, alles er-
haltlich von Agilent Technologies, Santa Clara, USA). Die Bestimmung des Gesamt-
proteingehalts erfolgte hingegen mittels des Multi-plate-Readers Infinite M200 Pro
(Tecan, Mannedorf, Schweiz) mit 96-Wells-Microplates (Greiner Bio-one, Frickenhau-
sen, Deutschland) und Bradford-Reagens von Sigma Aldrich sowie einer mittels Rin-

derserumalbumin (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) erstellten Kalibrierkurve.

BEISPIEL 1 — Bestimmung des spezifischen Sekretionsmusters gemal Schritt a)

des erfindungsgeméafen Verfahrens

Methanothermobacter marburgensis DSM 2133 wurde bis zum stationdren Zustand
kultiviert, wonach Proben gezogen und mittels HPLC analysiert wurden. Das Ergeb-

nis einer Dreifachbestimmung ist in Fig. 1 dargestellt, aus der hervorgeht, dass die-
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ser Mikroorganismus im uneingeschrankt lebensfahigen Zustand vier verschiedene
Aminosauren in das Kulturmedium sekretiert, namlich (in abnehmenden Mengen)

Alanin, Glutaminsaure, Glycin sowie Spuren von Asparagin.

Solange keine anderen Aminosauren im Kulturmedium vorgefunden werden, ist eine

solche Kultur daher als uneingeschrankt lebensfahig anzusehen.

BEISPIEL 2 — Bestimmung von Asparaginsaure gemaf} Schritt b) sowie des Gesamt-
proteingehalts gemaf Schritt ¢) des erfindungsgemalien Verfahrens

Als illustratives Beispiel fir eine Aminosaure, die nicht Teil des spezifischen Sekre-
tionsmusters dieses Mikroorganusmus ist; wurden in Schritt b) des Verfahrens der
Erfindung Bestimmungen von Asparaginsaure vorgenommen, und zwar im uneinge-
schrankt lebensfahigen Zustand (Verdinnungsrate 0,05 h'), im eingeschrankt le-
bensfahigen Zustand (Verdiinnungsrate 0,01 h™') und im sterbenden Zustand (Ver-
dunnungsrate 0,00 h™') der Kultur. Parallel dazu wurde als Schritt c) des Verfahrens

in allen Fallen auch der Gesamtproteingehalt bestimmt.

Die Ergebnisse sind in Fig. 2 dargestellt, worin der gravimetrische Anteil an Aspara-

ginsaure am Gesamtproteingehalt Gber dem Gesamtproteingehalt aufgetragen ist.

Erwartungsgemaf® wurde im uneingeschrankt lebensfahigen Zustand keine Aspara-
ginsaure in das Medium sekretiert. Sobald die Lebensfahigkeit Kultur abnahm, wurde
hingegen eine variierende Menge an Asparaginsdure im Medium gefunden, aus der
allerdings keine Ruckschliisse auf den genauen Zustand der Kultur (eingeschrankt
lebensfahig oder sterbend) gezogen werden konnten. Allerdings konnten aus dem
Gesamtproteingehalt Schwellenwerte fur die Lebensfahigkeit bestimmt werden, und
zwar ein Schwellenwert von etwa 0,5 pug/mi fir den Ubergang von uneingeschrénkter
zu eingeschrankter Lebensfahigkeit und ein Schwellenwert von etwa 2,0 pg/mi fir

den Ubergang von eingeschrénkter Lebensfahigkeit zu einer sterbenden Kultur.

-13 -
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Somit kann gemaR vorliegender Erfindung eine eingeschrankte Lebensfahigkeit einer
Kultur dieses Mikroorganismus mittels Nachweis der Gegenwart von Asparaginsaure
im Kulturmedium festgestellt und das AusmaR der Einschrankung anhand des Ge-

samtproteingehalts abgeschatzt werden.

VERGLEICHSBEISPIEL 1 — Korrelation des Asparaginsdureanteils mit gaslimitier-
tem oder flissigkeitslimitiertem Zustand der Kultur

Durch Variation des Verhéltnisses zwischen den Feedstromen von Nahrstoffmedium
und Gaszufuhr wurde jeweils ein gas- und ein flissigkeitslimiterter Zustand der un-
eingeschrankt lebensfahigen Kultur herbeigeflihrt und erneut die Asparaginsaurekon-
zentration sowie der Gesamtproteingehalt bestimmt. Die Ergebnisse sind in Fig. 3
dargestellt. Die Menge an Asparaginsaure war erwartungsgemafR durchwegs null,
wahrend der Gesamtproteingehalt stark schwankte und daher keine Aussagen be-

zuglich des Zustands der Kultur zulief3.

BEISPIEL 3 — Bestimmung von Glutaminsaure gemaf Schritt b) sowie des Gesamt-

proteingehalts gemaR Schritt ¢) des erfindungsgemafien Verfahrens

Vergleichsbeispiel 1 wurde wiederholt, wobei allerdings anstatt Asparaginséure, die
nicht Teil des spezifischen Sekretionsmusters ist, Glutaminsaure bestimmt wurde, die
vom Mikroorganismus im uneingeschrankt lebensfahigen Zustand sekretiert wird. Die

Ergebnisse sind in Fig. 4 dargestelit.

Man erkennt, dass der Mikroorganismus im gaslimiterten Zustand vor allem Gluta-
minsaure sekretiert, wie dies aus dem Anteil von Glutaminsdure am Gesamtprotein-
gehalt von nahezu 1 hervorgeht. Im flissigkeitslimitierten Zustand wird hingegen we-
nig Glutaminsaure sekretiert, was aus einem Anteil am Gesamtproteingehalt unter
0,2 geschlossen werden kann. Somit kann fir Kulturen dieses Mikroorganismus ein
Schwellenwert fur den Anteil von Glutaminsaure am Gesamtproteingehalt von etwa
0,5 festgelegt werden und Letzterer als Indikator flir den Zustand der Kultur, d.h. gas-

limitiert oder flussigkeitslimitiert, herangezogen werden: Liegt der Anteil an Glutamin-
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saure am Gesamtproteingehalt Gber 0,5, befindet sich die Kultur im gaslimitierten Zu-

stand, liegt er darunter, befindet sie sich im flussigkeitslimitierten Zustand.

BEISPIEL 4 — Bestimmung von Alanin gemaf Schritt b) sowie des Gesamtprotein-
gehalts gemaR Schritt c) des erfindungsgemafien Verfahrens

Beispiel 3 wurde wiederholt, wobei allerdings anstatt Glutaminsadure nun Alanin be-
stimmt wurde, die ebenfalls vom Mikroorganismus im uneingeschrankt lebensfahigen

Zustand sekretiert wird. Die Ergebnisse sind in Fig. 5 dargestellt.

Hier liegen die Verhéltnisse fast genau umgekehrt als bei Glutaminséure: Im gaslimi-
terten Zustand sekretiert der Mikroorganismus nahezu kein Alanin, im flissigkeitslimi-
terten Zustand hingegen vorwiegend Alanin, was aus Anteilen am Gesamtproteinge-
halt zwischen 0,7 und 0,95 geschlossen werden kann. Bei steigendem Gesamtpro-
teingehalt nimmt allerdings die Alanin-Sekretion im fllssigkeitslimiterten Zustand ab
und im gaslimiterten Zustand leicht zu. Somit kann fur Kulturen dieses Mikroorganis-
mus erneut ein Schwellenwert fir den Anteil von Alanin am Gesamtproteingehalt von
beispielsweise etwa 0,5 festgelegt werden und Letzterer als Indikator fir den Zu-
stand der Kultur, d.h. gaslimitiert oder flussigkeitslimitiert, herangezogen werden:
Liegt der Anteil an Alanin am Gesamtproteingehalt unter 0,5, befindet sich die Kultur
im gaslimitierten Zustand, liegt er darlber, befindet sie sich im flissigkeitslimitierten

Zustand.

VERGLEICHSBEISPIEL 2 - Korrelation des Glycinanteils mit gaslimitiertem oder

flussigkeitslimitiertem Zustand der Kultur

Zur Uberpriifung der Verhéltnisse im Falle von Glycin, der dritten Aminoséaure, von
der der Mikroorganismus im uneingeschrankt lebensfahigen Zustand nennenswerte
Mengen in das Medium sekretiert, wurden die Beispiele 3 und 4 unter Bestimmung

von Glycin wiederholt. Die Ergebnisse sind in Fig. 6 dargestellt.
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Man erkennt, dass auf Basis von Glycin keine eindeutigen Rickschliisse auf den
Kulturstatus gezogen werden kénnen, da die Mengen relativ stark variieren. Zwar
sind bei steigendem Gesamtproteingehalt wiederum Tendenzen hin zu verstarkter
Glycinsekretion im flissigkeitslimitierten Zustand bzw. kaum noch erfolgender Sekre-
tion im gaslimitierten Zustand erkennbar. Angesichts der zuvor festgestellten begin-
nenden Abnahme der Lebensfahigkeit der Kultur bei einem Gesamtproteingehalt von
etwa 0,5 pg/ml ist der Glycinanteil dennoch nicht fir zuverlassige Riickschliisse ver-

wertbar.

VERGLEICHSBEISPIEL 3 - Korrelation des Asparaginanteils mit gaslimitiertem oder

flussigkeitslimitiertem Zustand der Kultur

Annlich wie in Vergleichsbeispiel 2 liegen die Verhaltnisse bei Asparagin, der vierten
vom uneingeschrankt lebensfahigen Mikroorganismus in das Medium sekretierten
Aminosaure, wie dies in Fig. 7 dargestellt ist. Aufgrund der duBerst geringen sekre-

tierten Mengen ist Asparagin flr solche Korrelationen jedoch vollig ungeeignet.

VERGLEICHSBEISPIEL 4 — Korrelation des Glutaminsaureanteils mit der volumetri-

schen Produktivitat

Zur Untersuchung, ob der Anteil an Glutaminsdure am Gesamtproteingehalt noch
weitere Rickschlisse zulasst, wurde dieser unter Wiederholung von Beispiel 3 mit
der volumetrischen Produktivitdt oder spezifischen Methanbildungsrate MER (in
mmol/l.h) verknlpft, d.h. der molaren Menge an Methan, die pro Liter Kultur und
Stunde gebildet werden. Fig. 8 zeigt, dass sich mittels dieser Korrelation keine

schlussigen Aussagen treffen lassen.

BEISPIEL 5 - Korrelation des Glutaminsdureanteils mit der spezifischen Methan-

produktionsrate

Anders liegen die Verhaltnisse jedoch bei Verknipfung des Glutaminsaureanteils am

Gesamtproteingehalt mit der spezifischen Methanproduktionsrate qchs, d.h. der mo-
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laren Menge an Methan, die von einem Gramm Biomasse pro Stunde produziert
wird. Wie aus Fig. 9 zu erkennen, wird bei Auftrag des Glutaminsaureanteils tber
qcHs4 ein Ubergangszustand zwischen gaslimitiertem und fliissigkeitslimitiertem Zu-
stand erkennbar, in dem praktisch keine Glutaminsaure in das Medium sekretiert

wird.

Hierbei handelt es sich mdglicherweise um den Optimalzustand fiir die Prozessent-
wicklung der Fermentation dieses Mikroorganismus, in dem sich Zellvermehrung und
Methanproduktion die Waage halten, weswegen keine Aminosaure im Uberschuss

vorliegt und folglich auch keine Sekretion erfolgt.

In Summe ist jedenfalls klar erkennbar, dass die vorliegende Erfindung ein neues
Verfahren zur Bestimmung des Zustands einer Kultur methanproduzierender Mikro-
organismen bereitstellt, mittels dessen — nach anfanglicher Bestimmung des spezifi-
schen Sekretionsmusters des jeweiligen Mikroorganismus — verschiedenste Zustan-
de einer entsprechenden Kultur mit hoher Zuverlassigkeit bestimmt werden kénnen,
wozu im Verlauf des Fermentationsprozesses im einfachsten Fall lediglich die Be-

stimmung der Konzentration einer einzigen Aminosaure erforderlich ist.
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PATENTANSPRUCHE

1. Verfahren zum Bestimmen des Status einer Mikrobenkultur durch Messen zu-
mindest eines Kulturparameters, ausgewahlt aus den Konzentrationen von Nahrstof-
fen und Metaboliten, insbesondere Aminosauren, im Kulturmedium und Gaspartial-
drucken, sowie anschlieBendes Korrelieren der Messwerte des zumindest einen Kul-
turparameters mit dem Status der Kultur,

dadurch gekennzeichnet, dass

in einem mikrobiellen Methanisierungsprozess unter Verwendung eines hydrogeno-
trophen methanogenen Mikroorganismus

a) vor dem Beginn des Methanisierungsprozesses das spezifische Aminosauresekre-
tionsmuster des jeweils eingesetzten Mikroorganismus bestimmt wird;

b) wahrend des Prozesses die Konzentration zumindest einer speziellen Aminosaure
im Kulturmedium bestimmt wird; und

¢) gegebenenfalls zusatzlich der Gesamtproteingehalt im Kulturmedium und der An-
teil der zumindest einen Aminosaure am Gesamtproteingehalt bestimmt werden;
wonach

d) die Konzentration oder gegebenenfalls der Anteil der jeweiligen Aminosaure am
Gesamtproteingehalt mit dem Status der Kultur korreliert wird, um so die Lebens-
fahigkeit der Kultur abzuschatzen und/oder die Frage zu klaren, ob die Methanbil-
dungsrate durch den Gasaustausch der Kultur mit der Umgebung limitiert, d.h. "gas-
limitiert”, oder durch die flussige Nahrstoffzufuhr limitiert, d.h. "flissigkeitslimitiert", ist.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass in Schritt b) die
Konzentration einer Aminosaure bestimmt wird, von der in Schritt a) festgestellt wur-
de, dass sie nicht Teil des spezifischen Sekretionsmusters des Mikroorganismus ist,
wobei eine Konzentration dieser Aminosaure > 0 einen Indikator fur zumindest einge-

schrankte Lebensfahigkeit des Mikroorganismus in der Kultur darstellt.

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass zusatzlich in
Schritt ¢) der Gesamtproteingehalt und/oder der Anteil der in Schritt b) bestimmten

Aminosdure am Gesamtproteingehalt bestimmt werden, wobei ein Gesamtprotein-
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gehalt und/oder ein Anteil dieser Aminosaure am Gesamtproteingehalt unter einem
jeweiligen, in Schritt a) bestimmten spezifischen Schwellenwert einen Indikator fir
eingeschrankte Lebenfahigkeit darstellt und ein Gesamtproteingehalt und/oder ein
Anteil dieser Aminosdure am Gesamtproteingehalt (iber dem jeweiligen Schwellen-

wert einen Indikator fur eine sterbende Kultur darstellt.

4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass
in Schritt b) die Konzentration einer Aminosaure bestimmt wird, von der in Schritt a)
festgestellt wurde, dass sie Teil des spezifischen Sekretionsmusters des Mikroorga-
nismus ist, und

in Schritt c) der Gesamtproteingehalt im Kulturmedium und der Anteil der in Schritt b)
bestimmten Aminosaure am Gesamtproteingehalt bestimmt werden,

wobei der Anteil dieser Aminosédure am Gesamtproteingehalt, in Abhangigkeit davon,
ob dieser Anteil unter oder Uber einem zuvor in Schritt a) bestimmten Schwellenwert
liegt, einen Indikator fur eine gaslimitierte oder eine fliissigkeitslimitierte Methanpro-

duktion darstellt.

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass
als hydrogenotropher methanogener Mikroorganismus ein Stamm einer methanoge-

nen Archaee eingesetzt wird.

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass als Mikroorganis-

mus ein Stamm von Methanothermobacter marburgensis eingesetzt wird.

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass in Schritt b) die
Konzentration zumindest einer Aminoséure, ausgewahlt aus Alanin, Asparaginsaure

und Glutaminsaure, im Kulturmedium bestimmt wird.

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass die Konzentration
von Asparaginsaure bestimmt wird, wobei durch eine Asparaginsdure-Konzentration

> 0 zumindest eingeschrénkte Lebensfahigkeit der Kultur angezeigt wird.
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9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass zuséatzlich in
Schritt c) der Gesamtproteingehalt bestimmt wird, wobei durch einen Gesamtprotein-
gehalt > 0,5 pg/ml eingeschrénkte Lebensfahigkeit wird und durch einen Gesamtpro-

teingehalt > 2,0 pg/ml eine sterbende Kultur angezeigt wird.

10.  Verfahren nach einem der Anspriiche 7 bis 9, dadurch gekennzeichnet, dass
in Schritt b) die Konzentration von Alanin und in Schritt c) der Gesamtproteingehalt
und der Anteil an Alanin daran bestimmt werden, wobei durch einen Alanin-Anteil
< 0,5 eine gaslimitierte Methanproduktion angezeigt wird und durch einen Alanin-An-
teil > 0,5 eine flussigkeitslimitierte Methanproduktion angezeigt wird.

11.  Verfahren nach einem der Anspriiche 7 bis 10, dadurch gekennzeichnet, dass
in Schritt b) die Konzentration von Glutamins&ure und in Schritt ¢) der Gesamtpro-
teingehalt und der Anteil an Glutaminséure daran bestimmt werden, wobei durch
einen Glutaminsdure-Anteil > 0,5 eine gaslimitierte Methanproduktion angezeigt wird
und durch einen Glutaminséure-Anteil < 0,5 eine flussigkeitslimitierte Methanproduk-

tion angezeigt wird.

12. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass in Schritt c)
zusétzlich die Methanbildungsrate bestimmt und auf die Menge an zugefiihrter Bio-
masse bezogen wird, um die spezifische Methanproduktionsrate qchs zu berechnen,
die in der Folge mit dem Anteil an Glutaminsdure am Gesamtproteingehalt korreliert
wird, wodurch ein Ubergangszustand zwischen gaslimiterter und flissigkeitslimitierter

Methanproduktion detektierbar wird.

Wien, am 29. Okt. 2015 Technische Universitat\Wien
vertreten durch

ot

H&aupl & Ellmeyer KG
Patentanwaltskanzlei
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Geanderte PATENTANSPRUCHE

1. Verfahren zum Bestimmen des Status einer Mikrobenkultur durch Messen zu-
mindest eines Kulturparameters, ausgewahlt aus den Konzentrationen von Nahrstof-
fen und Metaboliten, insbesondere Aminosauren, im Kulturmedium und Gaspartialdru-
cken, sowie anschlieBendes Korrelieren der Messwerte des zumindest einen Kultur-
parameters mit dem Status der Kultur,

dadurch gekennzeichnet, dass

in einem mikrobiellen Methanisierungsprozess unter Verwendung eines hydrogeno-
trophen methanogenen Mikroorganismus

a) vor dem Beginn des Methanisierungsprozesses das spezifische Aminosauresekre-
tionsmuster des jeweils eingesetzten Mikroorganismus bestimmt wird;

b) wahrend des Prozesses die Konzentration zumindest einer speziellen Aminosaure
im Kulturmedium bestimmt wird; und

c) optional zusatzlich der Gesamtproteingehalt im Kulturmedium und der Anteil der
zumindest einen Aminosaure am Gesamtproteingehalt bestimmt werden;

wonach

d) die Konzentration oder, wenn Schritt ¢) durchgefuhrt wird, der Anteil der jeweiligen
Aminosaure am Gesamtproteingehalt mit dem Status der Kultur korreliert wird, um so
die Lebensfahigkeit der Kultur zu bestimmen und/oder festzustellen, ob die Methanbil-
dungsrate durch den Gasaustausch der Kultur mit der Umgebung limitiert oder durch

die flussige Nahrstoffzufuhr limitiert ist.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass in Schritt b) die Kon-
zentration einer Aminosaure bestimmt wird, von der in Schritt a) festgestellt wurde,
dass sie nicht Teil des spezifischen Sekretionsmusters des Mikroorganismus ist, wobei
eine Konzentration dieser Aminosaure > 0 einen Indikator fur zumindest eingeschrank-

te Lebensfahigkeit des Mikroorganismus in der Kultur darstelit.
3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass zuséatzlich in Schritt

c¢) der Gesamtproteingehalt und/oder der Anteil der in Schritt b) bestimmten Amino-

sdure am Gesamtproteingehalt bestimmt werden, wobei ein Gesamtproteingehalt
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und/oder ein Anteil dieser Aminosdure am Gesamtproteingehalt unter einem
jeweiligen, in Schritt a) bestimmten spezifischen Schwellenwert einen Indikator flr ein-
geschrankte Lebenfahigkeit darstellt und ein Gesamtproteingehalt und/oder ein Anteil
dieser Aminosaure am Gesamtproteingehalt Gber dem jeweiligen Schwellenwert einen
Indikator fur eine sterbende Kultur darstellt.

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass
in Schritt b) die Konzentration einer Aminosaure bestimmt wird, von der in Schritt a)
festgestellt wurde, dass sie Teil des spezifischen Sekretionsmusters des Mikroorga-
nismus ist, und

in Schritt ¢) der Gesamtproteingehalt im Kulturmedium und der Anteil der in Schritt b)
bestimmten Aminosaure am Gesamtproteingehalt bestimmt werden,

wobei der Anteil dieser Aminosaure am Gesamtproteingehalt, in Abhangigkeit davon,
ob dieser Anteil unter oder Uber einem zuvor in Schritt a) bestimmten Schwellenwert
liegt, einen Indikator fur eine gaslimitierte oder eine flUssigkeitslimitierte Methanpro-

duktion darstellt.

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass
als hydrogenotropher methanogener Mikroorganismus ein Stamm einer methanoge-

nen Archaee eingesetzt wird.

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass als Mikroorganis-

mus ein Stamm von Methanothermobacter marburgensis eingesetzt wird.

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass in Schritt b) die Kon-
zentration zumindest einer Aminosaure, ausgewahlt aus Alanin, Asparaginsaure und

Glutaminsaure, im Kulturmedium bestimmt wird.
8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass die Konzentration

von Asparaginsaure bestimmt wird, wobei durch eine Asparaginsaure-Konzentration >

0 zumindest eingeschrankte Lebensfahigkeit der Kultur angezeigt wird.
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9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass zusatzlich in Schritt
c) der Gesamtproteingehalt bestimmt wird, wobei durch einen Gesamtproteingehalt
> 0,5 pg/ml eingeschrankte Lebensfahigkeit angezeigt wird und durch einen Gesamt-

proteingehalt > 2,0 yg/ml eine sterbende Kultur angezeigt wird.

10. Verfahren nach einem der Anspriiche 7 bis 9, dadurch gekennzeichnet, dass in
Schritt b) die Konzentration von Alanin und in Schritt ¢) der Gesamtproteingehalt und
der Anteil an Alanin daran bestimmt werden, wobei durch einen Alanin-Anteil < 0,5
eine gaslimitierte Methanproduktion angezeigt wird und durch einen Alanin-Anteil > 0,5

eine flussigkeitslimitierte Methanproduktion angezeigt wird.

11.  Verfahren nach einem der Anspriiche 7 bis 10, dadurch gekennzeichnet, dass
in Schritt b) die Konzentration von Glutaminsaure und in Schritt ¢) der Gesamtprotein-
gehalt und der Anteil an Glutaminsaure daran bestimmt werden, wobei durch einen
Glutaminsaure-Anteil > 0,5 eine gaslimitierte Methanproduktion angezeigt wird und
durch einen Glutaminsaure-Anteil < 0,5 eine flissigkeitslimitierte Methanproduktion an-

gezeigt wird.

12. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass in Schritt c)
zusatzlich die Methanbildungsrate bestimmt und auf die Menge an zugeflhrter Bio-
masse bezogen wird, um die spezifische Methanproduktionsrate qcHs zu berechnen,
die in der Folge mit dem Anteil an Glutaminsdure am Gesamtproteingehalt korreliert
wird, wodurch ein Ubergangszustand zwischen gaslimiterter und flissigkeitslimitierter

Methanproduktion detektierbar wird.

Wien, am 4. Juli 2016 Technische Unijlersitét Wien
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Méupl & Ellmeyer KG
Patentanwaltskanzlei
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