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(54) Verfahren zur gezielten Beeinflussung der Fahrweise mikrobieller Verfahrensstufen

(67) Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Erarbeitung von FiihrungsgréBen zum Betrieb von Verfahrensstufen zur
Erzeugung und Aufarbeitung von Mikroorganismen. Ziel der Erfindung ist die gezielte Beeinflussung des technischen
Prozesses in bezug auf die Erzeugung von Produkten mit bestimmten gewiinschten Eigenschaften, z.B. Proteingehalt,
Extrahierbarkeit. Erfindungsgema® wird dies dadurch erreicht, daB eine Saure-Basen-Titration durchgefiihrt wird und
“aus der Titrationskurve die gew(inschten Gr6Ren berechnet werden, die — bei Kenntnis der Beziehungen zu den
ZieigroRen — seibst zur FiihrungsgroRe werden bzw. in diese eingehen.
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Erfindungsanspriiche:

1. Verfahren zur gezielten Beeinflussung der Fahrweise mikrobieller Verfahrensstufen bzw. der Aufarbeitung von Mikroorganismen,
beispielsweise der Erzeugung mikrobieller Futtermittel, sowie zur Charakterisierung mikrobieller Produkte, vorzugsweise der
Oberfliche von Mikroorganismen, dadurch gekennzeichnet, daR mittels Aufnahme und Auswertung der
Saure-Basen-Titrationskurve einer aufbereiteten Probe eine qualitative und quantitative Charakterisierung der Probe erfolgt und
diese CharakterisierungsgroRen, wegen ihrer Beziehung zu Zielparametern des Prozesses, als FiihrungsgréBen in Teilstufen bzw.
Teilstufen mit vergleichbarer Aufgabe bzw. des Gesamtprozesses genutzt werden.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daR die Charakterisierung durch die pK-Werte, d. h. durch die
Wendepunkte in der Titrationskurve erfolgt.

3. Verfahren nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, daB die Charakterisierung durch die quantitative Auswertung der
Titrationskurve erfolgt.

4. Verfahren nach Anspruch 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB die Charakterisierung durch Titration zwischen festgelegten
pH-Werten erfolgt.

5. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daf die Hin- und Riicktitrationskurve bzw. die aus beiden zu
konstruierende Hysteresekurve zur Gewinnung der FiihrungsgroRe genutzt wird.

6. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Titration in Form einer einmaligen Zugabe einer definierten Menge
an Titrationsmittel erfoigt.

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur gezielten Beeinflussung der Fahrweise mikrobieller Verfahrensstufen zur Erzeugung und
Aufarbeitung von Mikroorganismen bis zum Endprodukt auf der Grundlage der Charakterisierung des jeweiligen Zustandes der
Mikroorganismen bzw. des Produktes.

Charakteristik der bekannten technischen Lésungen

Die bekannten Methoden zur Optimierung mikrobieller Verfahrensstufen beruhen auf der Erfassung schnell bestimmbarer
Milieufaktoren, z. B. pH-Wert, pO,-Wert, Konzentration der Nihrzusatze und Hilfsstoffe, der Abgasanalyse und dem daraus
berechenbaren Stoffumsatz. Aus diesen Informationen wird die Dosierung der entsprechenden Stoffstréme abgeleitet (Rotenburger
Symposium 1978: Fermentationstechnik, Firma B. Braun, Melsungen AG, Vortrag L. Nyeste u. a., Seite 141; DD-10 006;-DD-159 011;
SU-791 771). Weitere Méglichkeiten, die fiir die Charakterisierung des Zustandes von Mikroorganismen genutzt werden, sind die
Messung der elektrophoretischen Beweglichkeit (DE-OS-1 642 821; DD-160 012; GB-2 054 839; SU-811 294; Huber und Werner in vt
.Verfahrenstechnik” 17 [1983] 1: 19-22), die Fluoreszenz- und Lumineszenzanalyse nach erfolgter Adsorption geeigneter Stoffe an
der Zelloberfliche (GB-2 116 712; GB-2 095 830; SU-951 112), die spektrophotometrische Untersuchung von Zellbestandteilen, z. B.
Cytochrom (DD-154 449), Mikroorganismen-Nachweis iiber die Biolumineszenz von Adenosintriphosphat nach Zellzerstorung
(GB-2 116 709), Proteinanteil (DE-AS-2 365796).

Neben der schon genannten Untersuchungsméglichkeit mittels Lichtmikroskop, ergénzt durch spezifische Anférbereaktionen, sind
weiterhin die verschiedenen elektronenmikroskopischen Untersuchungsmethoden bekannt, die derzeit die ergiebigste
Informationsquelle iiber den Zustand eines Mikroorganismus darstelien, aber auch sehr aufwendig sind.

Zu den bekannten Untersuchungsmethoden von Struktureinheiten der Mikroorganismen zéhlen die Aussagen (ber die Zellmembran
nach erfolgter Adsorption und Fluoreszenz (SU-1 010 126). Bekannt sind auch die Titration von Zellen ohne weiterreichende -
Auswertung und Nutzung der Ergebnisse (DD-137 149), ergénzbar durch spektrofotometrische Einrichtungen/Untersuchungen
{SU-924 566; SU-951 112).

Des weiteren sind auch die Zusammenhinge zwischen der Titrationskurve einer Hefekultur und dem physiologischen Zustand der
Hefeprobe bekannt. Da als Titrationsmittel Ammoniakldsung, die gleichzeitig Substratfunktion besitzt, eingesetzt wird, sind diese
Aussagen komplexer Natur. Eine ProzeRsteuerung auf dieser Grundlage wird nicht durchgefiihrt {C. A.-Zitat 100/1/4767m nach
Gidroliz. Lesokhim. Prom-st. 1983 (6) 5-7).

Ziel der Erfindung

Ziel der Erfindung ist ein Verfahren, das die Bestimmung charakteristischer GroRen, vorzugsweise Oberfldcheneigenschaften, von
Mikroorganismen bzw. der aus ihnen im Verlauf des Verarbeitungsprozesses entstehenden Produkte sowie die Nutzung dieser
CharakterisierungsgréBen als FiihrungsgroRe fiir die ProzeRsteuerung nach Korrelation mit Produkt-Zielparametern ermaoglicht.

Aufgabe der Erfindung

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, eine Methode zur Bestimmung von CharakterisierungsgréRen zu entwickeln, die
wesentliche Eigenschaften des Untersuchungsobjektes erfaldt. ’

Merkmale der Erfindung

ErfindungsgemaR wird das dadurch erreicht, da die das Untersuchungsobjekt, vorzugsweise Mikroorganismen, wie Hefen,
enthaltende Probe einer Trennoperation unterzogen wird und, gegebenenfalls nach einer objektabhdngigen Reinigung, in
CO,-freiem Wasser in standardisierten Mengenverhiltnissen suspendiert und nachfolgend einer Sdure-Basen-Titration unterzogen
wird. Die erhaltene Titrationskurve liefert die gewiinschten CharakterisierungsgréBen, wie die pK-Werte der titrierten funktionellen
Gruppen, die Zahl der pro Gruppe vorhandenen Reaktionspartner und weitere aus der mathematischen
Behandlung/Abteilung/Integration der Titrationskurve/n gewinnbare GroRen, z. B. Fidchen der Hysteresekurve.
ZweckmiRigerweise kann die Charakterisierung durch eine quantitative Auswertung der Titrationskurve bzw. durch eine Titration
zwischen festgelegten pH-Werten erfolgen. Auch die Titration in Form einer einmaligen Zugabe einer definierten Menge an
Titrationsmittel ist maglich.

Diese CharakterisierungsgroRen erhalten, in Verbindung mit den ZielgroRen des Teil- bzw. Gesamtprozesses, die Elgenschaft von
FilhrungsgréBen/ZielgroRen fiir die Steuerung des technologischen Prozesses auf einer qualitativ héheren Stufe.
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Ausfiihrungsbeispiel

Nach Korrektur der primaren MeRdaten (pH-Wert, Verbrauch an Titrationslosung) wird aus der MeRwertfolge, die dem
produktspezifischen Titrationsidsungsverbrauch entspricht, bei einem vorgegebenen pK-Wert die Zahl n der vorhandenen
Reaktionspartner berechnet.

Tabelle 1 Abhéngigkeit der Zahl der vorhandenen Reaktionspartner vom pH-Wert des Fermenters

pH-Wert im Fermenter 41 4,3 4,4 4,7

nin 10" H,0*/Zelle 31 2,2 1,7 1,4

Wie Tabelle 1 zeigt, besteht eine Abhéngigkeit zwischen Fermentations-pH und der gefundenen Zahl der Reaktionspartner, deren
pK =25 ist, auf der Zelloberflache bzw. in oberflichennahen Bereichen. In erster Néherung ist also die Erzeugung von
Mikroorganismen mit definierten Oberflachenelgenschaften hier z. B. durch pH-Regelung erreichbar.

Aus Tabelle 2 ist ersichtlich, welche qualltatlven Verénderungen bei wesentlichen Eingriffen beobachtet werden:

Tabelle 2 pK-Wert vor und nach Denaturierung im pH-Bereich von 2,2 bis 4,0
nativ pK= 2,7+£01 3,3£01

denaturiert pK 2301 27+01 © 33%01
Auch hier erméglicht die Berechnung der Zahl der Reaktionspartner bei den pK-Werten eine Einschédtzung und weiter die Steuerung
des Eingriffs.
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