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(67) Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Reduzierung der Zah! an Fremdkeimen bei der Kultivierung von
Mikroorganismen, das zur Erzeugung mikrobieller Biomasse oder spezieller Substanzen angewandt werden kann.
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qualitativ variiert. Die Kultivierung kann diskontinuierlich, semikontinuierlich oder kontinuierlich durchgefiihrt werden.
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Patentanspruch:

1. Verfahren zur Reduzierung der Zahl an Fremdkeimen bei der Kultivierung von Mikroorganismen,
dadurch gekennzeichnet, da wihrend der ultivierung die Stickstoff- und/oder
Kohlenstoffversorgung der Mikroorganismen qualitativ variiert wird. )

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daf3 die qualitative Anderung der Stickstoff-
und/oder Kohlenstoffversorgung dann erfolgt, wenn ein vorgegebener Grenzwert bezliglich der
Zahlan Fremdkeimen Uberschritten wird. )

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die qualitative Anderung der Stickstoff-
und/oder Kohlenstoffversorgung vorbeugend nach einem empirisch ermitteiten Rhythmus erfolgt.

4. Verfahren nach Anspruch 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daf? die Luft und/oder die
Kohlenstoffverbindung sterilisiert wird.

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Kultivierung von Mikroorganismen auf dgr Basis verschiedener Rohstoffe. Sie kann zur
Gewinnung mikrobieller Biomasse und mikrobiell erzeugter Substanzen angewandt werden.

Charakteristik des bekannten Standes der Technik

Die Erzeugung mikrobieller Biomasse und Substanzen erfolgt im industriellen MaRstab nur dann erfolgreich, wenn definierte
ProzeBbedingungen eingehalten werden kdnnen. Aus diesem Grund sind Fremdkeime bei mikrobiologischen Verfahren
unerwiinscht, da diese den urspriinglich eingesetzten Mikroorganismus verdrdngen kdnnen bzw. ProzeRstérungen bewirken.
Um dies zu verhindern, werden zahlreiche mikrobiologische Verfahren unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt. Der Nachteil
dieser Verfahren liegt in den hohen 6konomischen Aufwendungen fur die Sterilisation der Luft, der Nahrlésung, der Substrate
und fiir die Aufrechterhaltung des sterilen Zustandes wihrend der Kultivierung (Apparate-Aufwand).

Werden demgegeniiber mikrobielle Verfahren unsteril betrieben, so treten Fremdkeime auf, die, wenn sie eine bestimmte Zahl
erreichen, die Ausbeute des Verfahrens reduzieren und die Qualitdt der herzustellenden Produkte beeintrachtigen baw. eine
weitere ProzefRfiihrung sogar verhindern.

Zur Lésung des Problems ist ein Verfahren bekannt, DT-PS 2645386, bei dem durch Zufiigen von Monoperschwefelséure
Fremdkeimeinaktiviert werden. Dieses Verfahren hat den Nachteil, daR die Wirksamkeit sehr begrenztist (auf wenige Bakterien),
2u einer betrichtlichen Salzbelastung des Wassers fihrt und das Verfahren durch den Zusatzstoff 6konomisch stark belastet.
Waeiter ist bekannt, Infektionen durch kurzzeitiges Absenkan des pH-Wertes zu reduzieren (W.Swyzen, Zuckerind. 112 [1987),
955), Diese Verfahrensweise hat den Nachteil, daf sie nicht sehr wirksam ist, indem das Wachstum der Fremdkeime in den
meisten Fallen nur kurzzeitig gehemmt wird.

Auch sine stindige Absenkung des pH-Wertes, wie z.B. bei der Kultivierung von Hefen auf der Basis von Schlempe (R. Braun,
J.Meyroth, Die Branntweinwirtschaft 121 [1981], 102) bewirkt keine Lésung des Problems. Aufgrund der gro3en Menge an
Schwefelsdure zur Absenkung des pH-Wertes wird bei diesem Verfahren sowohl die Hefebiomasse als auch das Wasser so stark
mit Salz belastet, daR dies zu einer erheblichen 6konomischen Belastung des Verfahrens fiihrt.

Ziel der Erfindung

Ziel der Erfindung ist eine Senkung von Produktionsverlusten sowie eine Verringerung der Umweltbelastung.

Darlegung des Wesens der Erfindung

DerErfindung liegt dis Aufgabe zugrunde, durch spezielle Kultivierungsbedingungen die Zahl der Fremdkeime im Kulturmedium
zu reduzieren,

Erfindungsgemif wird die Aufgabe dadurch geldst, daB man wihrend der Kultivierung die Stickstoff- und/oder
Kohlenstoffversorgung der Mikroorganismen qualitativ variiert. Die Verfahrensweise ist im einzelnen folgende: Zur Kultivierung,
die man diskontinuierlich, semikontinuierlich oder kontinuierlich durchfiihrt, werden Mikroorganismen in an sich bekannter Art
und Waise kultiviert, wobei man jedoch in Abhingigkeit von der Zahl der Fremdkeime im Kulturmedium die Stickstoff- und/oder
Kohlenstoffversorgung der Mikroorganismen qualitativ variiert, Auf der Grundlage des Verwertungsspektrums der jeweils zu
kultivierenden Mikroorganismen werden mindestens zwei Stickstoff- und/oder Kohlenstoffverbindungen ausgewdhit und
wechselseitig in Abh#@ngigkeit von der Zahi an Fremdkeimen in den Fermentor dosiert. Die Dauer der Dosierung fir die
ausgewihlten Verbindungen ergibt sich aus der aktuellen Zahi an Fremdkeimen, wobei diesbeziiglich fiir das betreffende
Verfahren ein Grenzwert festgelegt wird. .

Beim Uberschreiten des Grenzwertes erfolgt dann die qualitative Anderung der Stickstoff- und/oder Kohlenstoffversorgung der
Mikroorganismen. Die Zahl de. “remdkeime bestimmt man mittels bekannter Methoden, beispielsweise durch mikroskopisches
Auszihlen. In einer weiteren Ausgestaltung dieser Verfahrensweise hat es sich als vorteilhaft herausgestellt, die Anderungen der
Dosierung der ausgewihiten Stickstoff- und/oder Kohlenstoffverbindungen vorbeugand, also nicht in Abhéngigkeit von der
Zah! der Fremdkeime, in sinem bestimmten, fiir das jeweilige Verfahren empirisch zu ermittelnden Rhythmus durchzufiihren.
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Waeiter kann es fiir einige Verfahren zweckmiRig sein, die Kultivierung unter den oben genannten Bedingungen so
durchzufihren, daB man die Luft und/oder Kohlenstoffverbindung sterilisiert, die Kultivierung ansonsten aber unsteril
betreibt.

Im Ergebnis der dargelegten Verfahrensweisen zur Reduzierung der Zah! der Fremdkeime erhélt man ein Kulturmedium, das
wesentlich weniger Fremdkeime enthalt im Vergieich zur Giblichen Kultivierung mit qualitativ konstanter Stickstoff- und/oder
Kohlenstoffversorgung der Mikroorganismen unter vergleichbaren Bedingungen.

Ausfiihrungsbelsplele

Beispiet 1
a) In éinem Laborfermentor mit einem Bruttovolumen von 151 und einem Masseinhalt von 5kg wurde die Kultivierung einer

Hefe unter folgenden Bedingungen durchgefiihrt:

Hefe: Candida utilis
Temperatur: 32°C

pH-Wert: 4,0

Yerweilzeit: 4h

Begasung: 4001 Luft/h
Nihrsalzlosung (Konzentrat):

KH,PO, 35,0/l CuSGC,-5H;0 0,799/l
HPO,80 % 48,3ml/l ZnCl; 0,32/l
MgS0,-7 H,0 25,0/l Al(SO4); - 18H,0 0,199/l
MnSO,-4H,0 1,839/l NiSO4- 7 H;0 0119/l
FeCl,-4H,0 1,20g/1 Na;Mo0, -2H,0 0,04g/1
H,B0, 1,29¢/I CoSO,-7H,0 0,04g/1

{Von diesem Konzentrat wurde eine adiquate Menge zur Versorgung der Hefen eingesetzt)

Kohlenstoffverbindung: Saccharose (konstant)
Stickstoffverbindung: Ammoniak, Salpetersiure (variabel)

Die Kultivierung wurde wie folgt durchgefiihrt: In einer sterilen Vorkultivation mittels Schiittelkolben wurde eine ausreichende
Menge Hefe erzeugt, im Batch-Verfahren weitergeziichtet und anschliefend kontinuierlich kultiviert. Die pH-Regelung erfolgte
{iber einen Regelkreis mittels NaOH- baw. H;SO4-L8sung. Die unter diesan Bedingungen erreichte Produktivitdt betrug

7 g Hefetrockensubstanz/kg h. Die Dosierung der Kohlenstoffverbindung Saccharose blieb wiihrend des Versuchs konstant.
Demgegeniiber wurde in Abhangigkeit von der Fremdkeimzahl (Bakterien) die Stickstoffdosierung qualitativ variiert. Die Zahl
der Fremdkeime sollte 10 {Angabe in Bakterien je 100 Hefen) nicht iberschreiten (Grenzwert).

Die Zahl der Fremdkeime wurde mikroskopisch aller 4h bestimmt. Die Stickstoffversorgung der Hefezellen erfolgte zundchst mit
Ammoniak. Nach 52h Kultivierungsdauer wurde der Grenzwert fiir die Fremdkeime tiberschritten und daraufhin die
Stickstoffversorgung durch Zusatz von HNO; zur Nihrsalzldsung umgestelit. Innerhalb von 12 h sank die Zahl der Fremdkeime
auf 2, Die Stickstoffversorgung auf der Basis von Nitrat wurde noch weitere 24 h aufrechterhalten und danach auf Ammoniak
umgestellt. Weitere Bestimmungen der Fremdkeimzahl ergaben eine Uberschreitung des Grenzwertes nach 46 h. Daraufhin
erfolgte wieder eine Umstellung der Stickstoffversorgung auf Nitrat-Stickstoff.

b) Die Kultivierung der Hefe wurde unter den bei a) genannten Bedingungen durchgefihrt, nur mit dem Unterschied, daB ein
fester Rhythmus beziiglich des Wechsels der Stickstoffversorgung der Hefezellen singehalten wurde.

Rhythmus (empirisch aus mehreren Versuchen festgelegt):

Ammoniak: 35h Kultivierungsdauer
Salpetersdure: 24h Kultivierungsdauer

ProzeBkontrollen beziiglich der Zahl an Fremdkeimen ergaben, daB mit dieser Verfahrensweise der vorgegebene Grenzwert {10)
eingehalten werden konnta.

Belspiel 2
In einem Laborfermentor mit einem Bruttovolumen von 151 und einem Masseinhalt von 5kg wurde die Kultivierung einer Hele

unter folgenden Bedingungen durchgefihrt:

Hefe: Brettanomyses spez.

Temperatur: 34°C

pH-Wert: 4,0

Verweilzeit: 4h

Begasung: 4001 Luft/h

Néhrsalz2lésung: entsprechend Beispis! 1

Stickstoffverbindung: Ammoniak (konstant;
Kohlenstoffverbindung: Saccharose, Essigséure (variabel)



-3- 294275

Die Kultivierung wurde wie folgt durchgefihrt: In einer sterilen Vorkultivation mittels Schiittelkolben wurde eine ausreichende
Hefemenge erzeugt, im Batch-Verfahren weitergeziichtet und anschlieBend kontinuierlich unter unsterilen Bedingungen
kultiviert. Die Produktivitit lag zwischen 5,8-7,3 g Hefetrockensubstanz/kg h. Die Dosierung von Ammoniak zur Versorgung der
Hefe mit Stickstoff blieb wahrend des Versuchs konstant. Demgegeniiber wurde in Abhéngigkeit von der Zahl der Fremdkeir2
{Bakterien) die Kohlenstoffdosierung qualitativ variiert. Die Zahl der Fremdkeime sollte 15 nicht iiberschreiten (festgelegter
Grenzwert). Die Zah! der Fremdkeime wurde mikroskopisch aller 4h bestimmt. Nach einer Kultivierungsdauer von 45h,
begonnen wurde die Kultivierung mit der Kohlenstoffverbindung Saccharose, betrug die Zahl der Fremdkeime 15. Daraufhin
erfolgte eine Umstellung der Versorgung der Hefe von Saccharose auf Essigsaure. Innerhalb von 18h sank die Zahi der
Fremdkeime auf 4, Die Kultivierung der Hefe auf der Basis von Essigséure wurde noch 16 h aufrechterhalten und danach wieder
auf Saccharose umgestelit.

Belsplel 3
In sinem Laborfarmentor mit einem Bruttovolumen von 151 und einem Masseinhalt von 4kg wurde die Kuitivierung eines Pilzes

unter folgenden Bedingungen durchgefihrt:

Pilz: Aspergillus niger

Temperatur: 30°C

pH-Wert: 4,0

Begasung: 3001 Luft/h (sterilisiert)

Nihrsalzlésung: wie in Beispiel 1 -
Ergdnzung: Zugabe von Maisquellwasser

Kohlenstoffverbindung: Glucose (konstant)
Stickstoffverbindung: Ammoniak, Salpetersidure (variabel)

Die Anzucht des Myzels (Inoculum) erfolgte in einer Vorfermentation unter sterilen Bedingungen. Mit dem geziichteten Pilzmyzel
wurde anschlieBend eine Fed-Patch-Kuitivierung unter unsterilen Bedingungen (auBer der Luft) Giber sinen Zeitraum von 60h
durchgefiihrt, wobei wihrend dieses Zeitraums die Stickstoffversorgung, beginnend mit Ammoniak, stiindlich entsprechend
der oben genannten Verbindungen gewechselt wurde.

Unter diesen Bedingungen konnte die Kultivierung iber den gesamten Zeitraum problemlos durchgefihrt und der vorgegebene
Grenzwert bezliglich der Zahl an Fremdkeimen (Hefen, Bakterien) von 5 x 108 Keimen/mt stets unterschritten werden.
Demgegeniiber muBte eine unter denselben Bedingungen durchgefiihrte Kultivierung unter alleiniger Verwendung von
Ammoniak als Stickstoffquelle wegen Infektion nach 19h abgebrochen werden.

Bei Verwendung von Ammoniumnitrat als alleinige Stickstoffquelle muBte die Kultivierung nach 28h abgebrochen werden,

Belispiel 4
In einem Laborfermentor mit einem Bruttovolumen von 151 und einem Masseinhalt von 4kg wurde die Kultivierung einer Hefe
unter folgenden Bedingungen durchgefihrt:

Hefe: 3,8

Temperatur: 34°C

Verweilzeit: 3,5h

Begasung: 4001 Luft/h

Nahrsalzlésung: entsprechend Beispiel 1

Kohlenstoffverbindung: Schlempe, Saccharose (variabel)
Stickstoffverbindung: Ammoniak, Salpetersdure (variabel)

Die Kultivierung wurde wie folgt durchgefiihrt: In einer sterilen Vorkultivation mittels Schiittelkolben wurde eine ausreichende
Menge Hefe erzeugt, im Batch-Verfahren weitergezlichtet und anschlieBend auf der Basis von Sch.empe (aus Ethanolverfahren)
und Ammoniak kontinuierlich unter unsterilen Bedingungen kultiviert. Die Bestimmung der Zahl an Fremdkeimen {Bakterien)
erfolgie allar 4h. In Abhdngigkeit vom Uberschreiten des festgelegten Grenzwertes von 12 ergab sich folgender Wechsel der
Dosierungen:

Kohlenstoff- bzw. Stickstoffverbindung Kultiviarungsdauer
Schlempe Ammoniak 42h
Schlempe Salpetersdure 40h
Saccharose Ammoniak 28h
Saccharose Salpetersdure 0h

Danach wurde wieder mit Schlempe/Ammoniak die Kultivierung fortgesetat.
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