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(57) Die Etfindung ,Verfahren zur quantitativen oder partiellen Sedimentation von
Mikroorganismen* bezieht sich auf die Biomasseproduktion schwer aus ihren Medien
abtrennbarer Mikroorganismen der verschiedensten Anwendungsgebiete und ist damit ein
Verfahren der Biotechnologie. Sie verfolgt das Ziel, fir diese Mikroorganismen ein in jeder .
Dimension praktikables Sedimentationsverfahren zu empfehlen, das bei geringem Aufwand die
quantitative oder aber partielle Abtrennung der Organismen von ihrem Medium erlaubt, ohne
ihren organismischen Charakter einerseits und den Charakter des Mediums andererseits
entscheidend zu verandern. Die Erfindung basiert auf der Applikation von Kalziumionen bei pH-
Werten liber 6 bei solchen Organismensuspensionen, wobei die Organismen rasch aggregieren
und als Organismenflocken dann sedimentieren. In Abhangigkeit von der eingebrachten Menge
"an Kalziumionen |Bt sich die Sedimentation quantitativ oder partiell realisieren.
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Verfahren zur quantitativen oder partlellen Sedimentation
- vonr Mikroorganismen

 Anwendungsgebiet der Erfindung
Mikrobielle Biomesseproduktion, Lebensmitteltechnologie,

Brauwesen, Pharmazie, chemische, biochemische, blolo-
gische Laboratorien, Biotechnologie

Charskteristik der bekannten technischen Losungen

Mikroorganiémen lassen sich zum Zwecke der Biomasseproduk-
tion oder zur Gewinnung ihrer spezifischen Stoffwechsel=-
produkte in wﬁésrigen ein- oder méhrphasigen'Flﬁssigkeits—
systemen kultivieren, Im technologischen ProzeB ebenso wie
im Laboratorium ist ihre quantitative Abtrennung kontinu-
ierlich oder diskontinuierlich erforderlich, un die ge=
wiingchte Biomasse zu erhalten bzw, des zu gew1nnende Stoff-
‘wechselprodukt von seinem Produzenten' zu soddern,
Zahlreiche Verfashren sind in der Lage, diese Aufgabe zZu er-
fiillen, So lessen sich die Mikroorganismen tiber kontlnuler-,
lich oder diskontinuierlich erbeitende Zentrifugen vom Me-
dium trennen, durch Filterung gewinnen, durch Flockung '

mit Aluminiumsulfat sedimentieren, durch Flotation auf=-

schéumen, mittels Biohydrolysaten konzentrieren, Handelt
es sich jedoch un sehr kleine Mikroorganlsmen, die sich
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zudem noch als besonders produktiv erwiesen haben, 80 fith-
ren die genennten Verfahren in der Regel zu unbefriedigen-
den Erge@nissen bzw. versagen ganz. ' _
So lassen sich fiir coccale Griinalgen und fiir mittlere .
und-kleinste Bakterien keine Durchlaufzentrifugen mehr ver-
. wenden, Diskontinuierliches Zentrifugieren ist zwer mog-
lich, erfordert aber hdchste Umdrehungsgeschwindigkeiten
und beschrédnkt sich dann auf kleine Suspensionsmengens
Daraus ergibt sich ein rapider Kostenanstieg bei wachsen-
der St6ranfélligkeit der hochbelasteten technischen Syste-
me. : R | . _
Normele Filter vermbgen Partikelchen mit Durchmesgern un=-
ter 15 g wich @enr SHrWCkmApelven. Spezialfilter, wie’
z. B. Membranfilter, eignen sich dezu, sind jedoch ent=
sprechend teuer, anspruchsvoll in der Handhabung und auf
kleine Suspensionsmengen beschrénkt. Die Flockung mit Alu-
miniumsalzen sedimentiert kleinste Partikelchen nicht mehr
quantitativ. Zudem ist die so ausgeflockte Biomasse mit
einem hohen Sslzanteil belastet, Er 1uB8t sich zwar durch
Séurebehandlung des Sediments herauslésen, was jedoch zu-
sétzliche Arbeitsginge und einschneidende Vertnderungen
des biologischen Materisls zur Folge hat. Die Flotation
gestattet zwar des Aufschidumen kleinster Partikelchen, ar-
beitet aber ebenfells nicht quantitativ und bringt das bio-
logische Materisl verfahrensbedingt mit hydrbphobeh Chemi-
kelien und Detergentien fiir die Schaumbildung in Kontekte
Durch die in den Patentschriften DD 129 622, DD 145 279 '
und DE-OS 2 063939 vorgeschlegenen Verfahren lassen sich
suspendierte Teilchen zwer sedimentieren, jedoch stets bei
Einsatz von 2 oder mehreren Substanzen und einer dazu er-
forderlichen pH-Hegulierung durch weitere Agenzien, Offen-
sichtlich ist also, deB fiir die Separation kleinster Orga-
nismen mit Zelldurchmessern unter TS,um‘und mit einem spe-
zifischen Gewicht, das dem des Wassers dhnlich ist, quantie
. ' - _ .



tativ arbeitende Verfahren zu ihrer Abtrennuné‘vom unge= -
benden Medium, die nur eine Wirkkomponente bgsitzen, nicht
verfiigher sind. |

i

Ziel der Erfindung

' Die Erfindung verfolgt das Ziel, fiir solche Mikroorganis-
men, die sich mit herkdmmlichen Verfahren nur unter hohen
Aufwendungen oder bel Beeintréchtigung ihrer Biomasse vom
 umgebenden Medium abtrennen lassen, eine Verfshrensweise
zu empfehlen, die bei geringstem Aufwand eine quantitative
 Sedimentation des biologischen Materials ermdglicht, das
Material bis hin zu seiner organismischen Natur nicht be-
lestet, verfdlscht odeér verdndert und das von den Mikro-
organismen zu trennende Medium nur unwesentlich und deshalb
‘leicht korrigierbar beeinfluBt., |

Darlegung des Wesens der Erfindung

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren vor- ’
zustellen, das bei Einsatz einer geringen Chemikaliendosis -
einer einzigen Substanz unter definierten Bedingungén eine
quantitative oder.partielle Sedimentation ansonsten schwer
abtrennbarer Mikroorganismen bew1rkt,‘ohne deren biologische
Aktivitat einschneidend zu beeintrachtlgen, ihre organismlsche
Natur zu verdndern, ihre stoffliche Zusammensetzung ZU Ver-
fdlschen und das im {berstand des Sediments verbleibende Me-
A_dium irreversibel zu belasten. Diese Aufgabe wird dadurch
gelost, de in wassrige Organismensuspensionen Kelziumionen
eingebracht werden, deren Anteil maximal 5% der zu fallenden
Biomasse betrdgt. .



Bei pH-Werten uber pH 6, Normaldruck, Unterdruck oder Uber-
~druck und Temperaturen der behandelten Suspension zwischen
5 ° und 50 °¢ aggregieren die Zellen der Mikroorganismen-

' Suspension ‘unter dem EinfluB8 der Kalziumionen in groSer
Zehl, so daB flockige Gebilde entstehen, die rasch zu Bo~
den sinken und schlieﬁllch ein vom Medium scharf abgegrenz-
tes Sediment bilden, daes ausschlieBlich aus den aggregier-
" ten Organismen besteht, &lso keinen vom Féllungsmittel her-
riihrenden kristallinen Substenzaenteil enthdlt, Turbulenz
verkleinert die entstandenen Organismenflocken zundchst,
ohne sie jedoch aufzuldsen, Wird die Turbulenz unterbunden,
' formieren sich die Flocken erneut zu grofien Einheiten, de- _
' pen Durchmesser mehrere Millimeter erreichen kann., Diese
Flocken lassen sich sofort, aeber auch nach Stunden oder
sogar Tegen als Organismensnhlamm abziehen oder vom iiber-
stehenden Medium iiber Filter geringen Anspruchs, mittels
feinmaeschiger Siebe oder durch langsames Zentrifugieren
kontinuierlich oder diskontinuierlich abtrennen und bis zu
pastbser Kongistenz konzentrieren, Der {iberstand ist nech _
- Regeneration der im Kultlvationsprozeﬁ verbrauchten Niéhr- -
stoffe und nach damit verbundener Korrekut des pH-Wertes
‘erneut als Ndhrmedium fiir eine weltere Organismengeneration
verwendbar. |

' Ausfﬁhrungsbeispiele

Te Ausfdhrungsbelspiel

Ein Unterwaeser-Llchtfermentor w1rd zur autotrophen Kulti- -
vation. entwicklungssynchronen Zellmaterials der Species
_Chlorella vulgaris9 ‘Stamm BUHM/BORNS, 1972/1 verwendet.
Nach 8 Stunden Lichtzeit und 4 Stunden Dunkelzeit enth#lt
er 1000 1 einer vollsynchronen Autosporensuspension mit
einem Trockenmessegehalt von 1 g/l und einer Autosporen=



. zahl von 108 Zellen prO'cmB. Der pH-Weft des anorganisch ‘
zugammengesetzten Nghrmediums betrdgt 6,9, die Kultiva=
tionstempératur 37 °C. Es wird unter Normaldruck gearbei-
tet und mit Luft begest, die 2% CO, enthdlt, Um eine quan-

" titative Sedimentation des Zellmaterlals zu erreichen, wird
der Fermentor mit 50 g Kalziumionen beschickt und weiterhin
beliiftet, Nach 10 Minuten wird die Beliiftung unterbrochen,
die Sedimentation der 2u Flocken aggregierten Autosporen
beginnt. 20 Minuten danach bilden die ausgeflockten Zellen
eine vom Medium scharf abgegrenzte Schicht im Basisteil des
. Fermentors, die sich als Organismenschlemm gut vom Néhrme-
 dium sbtrennen 148t, Das Nahrmedium bleibt im Permentor,
wird regeneriert und mit HNOB, die gleichzeitig als N-Quel-
le dient, auf einen Start-pH-Wert von 5,4 gebracht. Der Or-
ganismenschlamn kenn durch Filtern iiber technischem Filter=
papier fiir grobe Niederschlége, z. B, mit Papier der Sorte
6 MN des VEB Spezialpapierfabrik Niederschleg, DDR, oder
Sorte 1406 der Firma "Schleicher und Schiill, BRD, bzw., durch
Zentrifugation bei niedriger Geschwindigkeit weiter konzen-
triert werden, oder aber direkt durch Mischung mit kohlen=-
hydrathaltigen Mehlen und nachfolgendem Extrudleren fir
Fiitterungsexperimente verwendet werden.

Teile des Organismenschlamms lessen sich durch Ans&uern auf
einen unter 5,8 liegenden pH=-Wert vollig entflocken, so daB
sie erneut fiir Kultivationszwecke als Inokulum einsetzber '
sind. ‘

2. Ausfiithrungsbeispiel

. Zellmaterial der Species Chlorella fusca, Vaﬂletat vacuolata,'
" wird im Unterwasser-Lichtfermentor wie im 1. Ausfiihrungsbel-

 spiel synchron kultiviert, wobei jedoch. dié Kultivatidns~

temperatur nur 33 °C betrdgt. Um wihrend der Dunkelzeit

| Atmungsverluste zu vermeiden, werden em Ende der Lichtzeit

. die reifen Mutterzellen, die 2 g Trockenmasse pro Liter

/-



Zellsuspension erbringen, mittels Kalziumionen zur Flockung
gebracht und sedimentiert, Bei einem Fermentorvolumen von

1 > sind dafiir 100 g Ca~Ionen erforderlich, Da die Kultur
einen pH-Wert von 5,7 aufweist, wird mit 03012 gearbeitet .
und mittels konzentrierter NaOH der fiir die Flockung erfor-
derliche pH-Wert von 7,0 eingestellt. Das geflockte und se-
dimentierte Zellmaterial wird wie im 1., Ausfiihrungsbeispiel
entweder konzentriert weiterverarbeitet oder sber als Orge-
nismenschlamm unmittelbar verwendet. Damit die Regeneration
der Kultur gesichert ist, wird ein entsprechender Anteil
des Organismenschlamms waverdndert in den Fermentor zuriick-
'gefﬁhrt und dort nach Einstellen des pH-Wertes auf 6,0 mit-
tels’HNO3 im Dunkeln wie tiblich zur Sporulation gebracht, :
80 dal am Ende der Kultivationszeit eine intakte Autosporen-
suspension vorliegt, mit der ein neuer Kultivationszyklus -
initiiert werden kann,

3. Ausfuhrungsbelsplel

In einem Sonnenlicht~Kunstlichtfermentor wird die Species
Scenedesmus quadricauda kontinuierlich kultiv1ert, wobei die
optische Dichte der'Zellsuspehsion als Leitparameter fiir
eine dem Trockenmassezuwachs adidquate Verdiinnung dient. Die
quasikontinuierliche Ernte der Organismensuspension erfolgt
im Rhythmus der Verdilnnungsechritte und entspricht nach dem
Uberlaufprinzip der Menge der zur Verdiinnung zugefithrten
Ndhrltsung. Da die Zellsuspension des kontinuierlich anfel-
lenden Erntegutes einen pH-Wert von 5,7 hat, erfolgt die
Flockung des Zellmaterials durch sutomatische Zufiihrung von
gesdttigter Kelziumlauge, die bei 20 °C 1,7 g Ca(OH), pro
Liter enthdlt und den pH-Wert der Zellsuspension bei 10%igem
Anteil in den basischen Bereich verschiebt, so daBl die Flok~
kung des Zellmaterials sich augenblicklich vollzieht, Das



geflockte Erntegut kann wie in den Ausfijhrungsbeispielen
1 und 2 weiter konzentriert oder aber als‘Organismenschlamm
unmittelbar verwendet werden.

4. Ausfiihrungsbeispiel

‘In einem diskontinuierlich erbeitenden Fermentor werden

bei optimaler Sauerstoffzufuhr mittels eingestrahlter Luft
',Hefezellen der Species Saccharomyces cervisia bei 30 °C

und einem pH=Wert von 3,8 kultiviert. Als Kohlenstoffquelle
dient Zuckerrﬁbenmelasse. Nach entsprechender Kultivations~
zeit liefern die Organismen 10 g Trockenmasse pro theerell-

suspension. Durch Zufﬁhren'von 0,5 g Ca-Ionen pro Liter Zell- -

suspension und Modifizieren des pH-Wertes zum Neutralbereich
tiber die verwendete Kalziumverbindung selbst oder Zusatzbe=-
handlung mit NaOH bzw. KOH erfolgt unmittelbar die Flockung
der Hefezellen und ihre rasche Sedimentation, wenn die Be-
liiftung elngestellt ist. Die Abtrennung des Zellmaterials

als Organismenschlamm und seine Weiterverarbeltung kann ghne-
lich erfolgen wie in den vorher skizzierten Ausfiihrungsbei- -
 spielen, | ‘ ' :

5. Ausfiihrungsbeispiel

'Eine bei 34 °C und einem pH-Wert von 3,0 mit Glukose &ls
'Kohlenstoffquelle betriebene Bakterienkultur der Gattung
Micrococcus wird im Dunkeln energisch beliiftet, so daB nach
16 Stunden sich die Zellzahl auf 5.10° Zellen pro cm> erhtht
~hat und der Gehalt en Trockenmasse 3,4 g pro Liter betrégte.
Da Micrococcus-Arten sehr kleinzellig sind und meist nur
Zelldurchmesser um oder unter 1 am erreichen, lassen sie
gich schlecht zentrifugieren und nur mit Membranfiltern

- vom Medium trennen. Deshalb wird die Zellsuspension zum



Erntetermin mit 100 ml Kelziumlauge pro Liter versetzt.
Dadurch erreicht die Suspension pH-Werte um 7, und die Balk-
-terienzellen aggregieren zu Flocken, so dal sie mit geringen
Drehzehlen guantitativ abzentrifugiert oder aber iiber weiche .
oder mittlere Papierfilter vom Medium sbgetrennt werden kon-
-nen., Ihre Verwendung als_Orgenismenschiamm ist ebenfalls
‘mSgliche ’ ' I



Erfindungsanspriiche

1. Verfehren zur quantitativen Sedimentation von Mikroorge=
nismen, gekennzeichnet dsdurch, daB in wissrigen Medien
suspendierte Mikroorganismen durch die Zugabe von Kal-
ziumionen und einem pH-Wert iiber 6,0 zur Aggregation
veranlaBt werden und auf diese Weise Flocken bilden,
die denn sedimentieren, so da8 man die Organismen vom
umgebenden Medium entweder unmittelber sls Orgenismen=
schlamm oder durch Anwendung solcher Trennverfahren, ‘die
ohne dieser Vorbehandlung versagen, quantitativ abzuson-
dern vermaeg, ohne ihre organismische Natur einerseits
und den Charakter ihres Mediums andererseits entscheidend
zu verdnderns '

2. Verfahren nach Punkt 1, gekennzeichnet dadurch, daB die
Kalziumionen durch Einsatz jeder beliebigen Kelziumver-
bindung in geldster, suspendierter oder fester Form ver=-.
fiigbar gemacht werden.

3, Verfahren nach Punkt 1 und 2, gekennzeichnet dadurch,
da8 durch Zufithrung eines Bruchteils der zur quantitativen
Sedimentierung von Mikroorganismen erforderlichen Kal=
ziumionen eine partielle Sedimentation reallslert wird,

4, Verfehren nach Punkt 1, 2 und 3, gekennzeichnet dadurch, };%
daB man den zur Sedimentation erforderllchen DH-Wert ent-
weder durch geeignete Kalziumverbindungen allein oder
durch ihre Kombination mit basisch resgierenden fliissigen,
gasformigen oder festen Substanzen realisiert, S

5« Verfahren nach Punkt 1, 2, 3 und 4, gekennzelchnet dadurch,
‘deB men durch entsprechende pH-Variation die von Kalzium=:
- ionen bewirkte Sedimentation von Mlkroorganismen elnmal,_‘
oder wiederholt asufhebt oder praktiziert.
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