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(54} VERFAHREN ZUR REGELUNG DER KULTIVIERUNG VON MIKROORGANISMEN

(57) Die Erfindung beinhaltet ein Verfahren zur Regelung der Kultivierung von Mikroorganismen.
Sie betrifft das Gebiet der technischen Mikrobiologie und hat das Ziel, eine geniigend genaue
und verzdgerungsfrei arbeitende Methode zur Bestimmung der Produktivitét der
Biomassesynthese zu schaffen und die Dosierung von Néhrsalzen und der C-Quelle so zu regeln,
daB die Stabilitat des Prozesses erhoht und ein minimaler Einsatz von Rohstoffen gewéhrleistet
wird. Das Wesen der Erfindung besteht darin, daR auf der Grundlage eines konstanten spezifischen
Verbrauchskoeffizienten (insbesondere fir N) durch Bestimmung der vollstdndigen Bilanz eine
Methode zur Ermittlung der Produktivitit des Prozesses erarbeitet und eine Vorschrift zur Regelung
der Dosierung von Nahrlésung und Substrat gegeben wird. Die Erfindung ist anwendbar auf alle
Kultivierungsverfahren von Mikroorganismen, die auf der Basis einer beliebigen C-Quelle und
einer wiRrigen N- und alle notwendigen N&hr- und Spurensalze enthaltenden Nahrlosung:
arbeiten, und istunabhangig vom Fermentortyp.
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Titel der Erfindung

‘Verfehren zur Regelung der Kultivierung von Mikroorgaenismen

Anyendungsgebiet

Das Verfahren be%rifft das Gebiet der mikrobiologischen Indu-

strie und dient der Produktivitdtsbestimmung und der Regelung

biotechnologischer Verfahren der Massenkultivierung von Mikro-

orgaenismen unter aeroben Bedingungen, wobei die Kultivierung
in einem wiBrigen Nghrmedium, mit einer beliebigen C-Quelle

und in einem beliebigen Fermentoriyp erfolgte Das Verfahren

gehort in die IPX C12B.

Charakteristik der bekannten Losungen

In bekannten Verfahren zur Mas§enkultivierung von Mikroorga-.
nismen wird die Produktivitdat x auf unterschiedliche Weise

bestimmi; Verbreitet sind gravimetrische Methoden, die stark
fehlerbehaftet sind und mehrere Stunden bis zum Vorliegen des
MeSwertes bendtigen, nephelometrische Methoden, die insbeson-
dere bei Fermentationen mit einer zweiten fliissigen Phase und
bei hohen Zelldichten versagen, und spekiralphotometrische

" Methoden, die nur bei ungestdrtem Prozefverlauf und konstan-

tem Cytochromgehalt in der Zellsubstanz brauchbare Werte lie-
ferns Alle diese Verfahren ermitteln die Produktivitdt iiber
die Beziehung '

o

X = ;-?, x = Zelldichte [e/xg]
'3’= Verweilzeit ]
X =

Produktivitdt [e/kgeh]
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aus der Zelldichte und haben den Naoh%eil; daB sie nur im
stationsren Zustand anwendbar sind, so dal gegebenenfalls bhe-
tréichtliche Verzdgerungen eintretens

Die Dosierung von Substrat und Nghrmedium erfolgt in den be-
kannten Verfehren der Massenkultivierung von liikroorganismen
im allgemeinen in einem festen Verh#éltnis und in konstanter
Menge~je nach Verbrauchskoeffizienten und projektierter Pro-
duktivitédte Um Limitationen einzelner Komponenten zu vermel-
den; wird meist zu viel dosierte Neben dem damit verbundenen
Tachteil eines undkonomischen iberhthten Rohstoffeinsatzes und
_ Aschegehaltes des Endprodukies besteht die Gefahr der Inhi-
bierung des Mikroorgenismenwachstums durch zu hohe Konzentra-
tionen einzelner Nghrlosungskomponentene Es ist weiterhin be-
kannt, daf die Verbrauchskoeffiziénten nicht konstent sind

- und von den Konzeritrationen in der wiBrigen Phase abhéngen.
Sie erreichen ihren Minimalwert nur in der Nihe limitierender
Konzentrationens Durch Uberdosierung tritt neben den bereits
erwahnten Nachteilen noch der Nachteil des iiberhthten Ver-
brauchs aufe Eine prozeBStechnisch ginstige und Skonomische
Pahrweise stellt also die Forderung nach einer Dosierung, de-
ren Resultat stabile und mbglichst niedrige Konzentrationen
der zu verbrauchenden Komponenten ginde Verfahren zur Rege-
lung der Dosierung des Nehrmediums werden in den Patentschrif-
ten DE-PS 1080048, DE-O0S 2457044, SU-US 452236 und SU-US
506621 beschrieben, ohne das Problem vollsténdig und allge=~
mein anwendber losen zu kbnnene

Der Erfindung am n#chsten kommen die technischen LOsungen in
den Patentschriften DE-AS 2217909, DE-0S 2418755 und in der
Anmeldung WP €12 B/220233e

Tn der DE-AS 2217909 wird folgendes Verfahren -angegeben:

Das Nshimedium enthilt unter anderem ein Ammoniumsalz einer
starken Mineralssures Die C-Quelle wird gemeinsam mit einer
der zur Neutralisation der frei werdenden starken Sgure er-
forderlichen Base in Abh#ngigkeit von der Abnahﬁe der ver-
brauchten Ammoniumionen dosierte Der Verbrauch der Ammonium~
ionen wird an der zuXx TNeutralisation erforderlichen lenge

der Base gemessene Das Verfahren hat den Nachteil, daBl es nur
anwendbar ist, wenn das Néhrmedium auBler der an NH3 gebundenen
Mineralstiure keine weiltere Mineralsiure enthilte Diese Bedin-
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guné ist aber meist nicht erfiillt, da zux Vermeidung von Se=-
dimentationen das Nihrmedium stark angesduert wird., Die Nihr-
18sung wird nach einem Progremm dosiert, so daB eine Anpas-
sung an verénderte ProzeBzusténde nicht erfolgen kanne

In der DE—OS 2418755 wird die Vachstumsgeschwindigkeit der

Biomasse dadurch konstant gehalten, daB man die Geschwindig-
keit des Verbrauchs von NH3 konstant hilte Hier wird die
strenge Proportionalitét zwischen Proteinbildung und HHB-Ver—
brauch ausgenutzt, obwohl das Ursache-Wirkungs=-Prinzip nicht
richtig zugrunde gelegt wird, denn es 1l&Bt sich zwar die NH -
Dosierung steuern, nicht aber deren Verbrauch, so daf ein
sicheres Funktionieren der Regelung nicht garantiert iste Auf
verdnderte Umweltbedingungen, die die Wachstumsgeschwindigkeit
verdndern, wird nicht eingegangens Es wird- zwar erwihnt, daf
nach einer Knderung des NHB-Verbrauchs geeignete HaBnahmen er-
griffen werden, um den urspriinglichen Wert des NHB-Verbrauchs
und damit auch der Vachstumsgeschwindigkeit wieder einzustel-
len, aber eine konkrete Anleitung zum Handeln wird nicht gege~
bene ,

Weiterhin wurde bereits vorgeschlagen, die Nghrlosungsdosie~
rung zu regeln (WP C12B 220233)e Dabei wird die Konzentration
an Phosphationen in der Kultivierungslsung als RegelgrdSe
verwendete. Die Konzentration an Phosphat wird zwischen 20 und
60 mg/l gehalten. Dadurch treten eine ProzeBstabilisierung
und eine Senkung des Rohstoffeinsatzes eina7Beeintr§chtigungen
der Glite des Verfahrens ktnnen aber durch Speicherung des Phos~
phors in der Biomasse entstehens Das fithrt insbesondere zu

'Fehldosierungen bei proportional gum Phosphor dosierten Sal-

zele

- Insgesamt haben die bekannten Verfahren den Nachteil, daB eine’

hinreichend genaue und vérzagerungsfreie lMethode zur Produkti-
vitﬁtsbestimmung fehlte Die Dosierung von Néhrldsung und Sub- |
strat kann insbesondere bei verénderten ProzeBbedingungen
nicht so stabil erfolgen, daB Fehldosierungen, die sich sowohl
tkonomisch auswirken als auch den ProzeB negativ beeinflussen,
vermieden werden konnen.
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Ziel der Erfindung

Die Dosierung von Nohrsalzen und Substrat richtet gich nach
den spezifischen Verbrauchskennziffern und der Produktivitét
deg Prozessege Ziel der Erfindung ist eine von der Zelldich-
tebestimnung unsbhingige, verzdgerungsfreieund hinreichend
gehaué'méthode zur Ermittlung der Produktivitdlt und darauf
aufbauend eine solche Dogierung von Ndhrsalzen und Substrat,
die sich veridnderién Prozebbedingungen rasch anpali und damit
die Stabilitat des Prozesses erhtht, einen minimslen Einsatz
von Rohstoffen erlaubt, die Verbrauchskoeffizienten und den
Aschegehalt minimal h#lt und damit die Okonomie des Verfah-
rens der Kultivierung von Mikroorgenismen verbesserte

Darlegung des Wesens der Erfindung

- Aufgabenstellung

hufgabe der Erfindung ist'es, unter Verwendung einer konti-
nuierlich oder in kurzen Zeitintervallen fast verzdgerungs-
frei diskontinuierlich meBbaren GroéSe Bilanzbeziehungen auf-
zustellen, die eine Produktivitidtsbestimmung gestatten und
ebenfalls auf der Grundlage von Bilanzbeziehungen eines Be-
stendteiles der Nihrlosung eine Vorschrift fiir die Dosierung
von Substrat und Nghrmedium zu erarbeitens

~ Losungsweg

- Grundlage der technischen Ldsung ist die Tatsache, dafl auf
Grund der spezifischen Verbrauchskoeffizienten alle Kompo-
nenten des wiBrigen Nshrmediums und das Substrat in einem
festen Verhidltnis dosiert werden konnen und jedes im Nghr-
medium befindliche lon prinzipiell als Leition fiir eine Rege-
lung verwendet werden kann, das nichi zur Speicherung in
‘der Zellsubstanz neigt und sich somit immer in einem kon=-
stanten stochiometrischen Verhéltnis umsetzte Diese Eigen-
schaft trifft insbesondere auf den Stickstoff zue Die Er-
findung nutzt das in zwelerled Hinsicht:

1e Aus dem N-Verbrauch wird auf die Biomasseprodvkiivitét
‘geschlossen und
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2¢ wird auf dem N-Verbrauch eine Regelung der Niéhrldsungs-
und Substratdosierung aufgebaute

Es ist bekeamnt, daB der Verbrauchskoeffizient QCE in bezug auf
Rohprotein konstant ist (bei konstantem Rohproteingehalt also
auch in bezug auf die Biomasse), so daB mit

‘- xI.
"N
X = -:(:-ﬁ . - (1)
3 _
bei einer vollsténdigen Bestimmung der N~Bilanz
« e e o

1 sE - ' R - — 3 '
7 = g Cmye Vi = itV Ty) g I (2)

eine Methode zur Ermittlung der Biomasseproduktivitidt (besser _
noch der Rohproteinproduktivitdt, die eigentlich interessiert)
gegeben iste Diese Hethode ist mit geringfiigig gednderter Bi-
lénzgleichung auch denn durchfiihrbar, wenn aufer der zur Re-
gelung verwendeten N-haltigen NihrlOsung noch andere N-halti=-
ge Eingangsstrome (zsBe riickgefilhrtes Prozefwasser, NH ~Wasser
zur pH-Regelung anstelle einer starken Base) vorhanden sind.

Verwendete Symbole:

C§H3 Konzentration N, in Nihrlssung (g/1]
o, Konzentration NH, im Mediu - [e/1]
Yy, Dosiermenge N#hrldsung _ - [a/m]
;L Dogiermenge Lauge | '[I/h]
'iW Dosiermenge Wasser .[l/h]

% Produktivitét o - - [g/kgahl
T N-ﬁbergangsgeschwindigkeit [g/kgoh]
QLE speze N~Verbrauch | ' [g/g]
Iy Fermentormasseinhelt ' ~ [kg]

Vp Volumen der wiBrigen Phase - }. [i]

Erfindungsgemdl wird Sy entweder kontinuierlich gemessen
(mit einem MeBger#dt) ode? in kurzen Zeitabstinden diskontinu-
ierlich bestimmt. Aus den Zeitreihen wird nach einer’bekann-
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ten Glattungsprozedur (insbesondere Spllnezunktlonen Oo Ho)
de
NH3 geblldet, und mit den MeBwerten VNL’ VL’ VW, g und V

dt
werden nach (2) der N-Verbrauch und nach (1) die Produktivi-

t8% bestimmte: ‘o, .
Mit Kenntnls von X werden welterhin nach

il (3)

ri = Ubergangsgeschwindigkeiten aller Reaktanten

die Verbrauchskoeffizienten fiir Substrat, Sauerstoff und wich-
tige Ionen bestimmte Diese Koeffizienten konnen sich bei ver-
gnderter Umwell (n%,’t', aktuelle Konzentrationen in Lsung)
und veridnderter Zusammehsetzung der Eingangsstoffe &nderne
Limitiert einer dieser Reaktanten den ProzeB, tritt durch die
Anderung seines spezifischen Verbrauchskoeffizienten eine An-
derung der Produktivitdt eine Aus der aktuellen Ermittlung
dieser Verbrauchskoeffizienten ergeben sich zwei vnmittelbare
Vorteile: Die Dosierung der Reaktanten kann den verédndexrten
Bedingungen sofort engepafit und die Rezeptur der Nghrldsung
kann korrigiert werdeng ;

Durch die erfindungsgeméfle Bestimmung von x - wird eine soforti-
ge proportionale Anpessung der Dosiermengen von Substrat und
N#hrlosung an verinderte ProzeBzustinde (veridndertes x)mog-
liche Der gleiche Fall liegt vor, wenn der Prozef ze Be opti=-
mal gesteuert wird und als Ergebnis der SteuermaBnahmen stén=-
dig neue optimale Produktivitéten und zugehOrige Dosiermengen
fiir Substrat und Nahrlosung eingestellt werden milssene

Fir die Regelung der NHB—Konzentraﬁion im Fermentationsmedium
wird der Sollwert der Dosiermenge Vyp der NehrlOsung (N-hal-
_ tige Komponente) wie folgt berechnet:

oy
° Iy Soll_ TV 1
VNL o __L,\i' -t')' (CNHB C ~H3(t) e -'V'-F‘-—t + I'-N e mF 'C'E —
i-e Vg : NH3
» * ® .
Zv =Vt Yyt VL [1/n]
% = Zeit n]
Soll ‘ ' '
G, = Sollwext M, | [e/1]
0 "
CNH3(t) = Igtwert HH 5 _ [g/i]
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Die Zeit wird im Bereich (0,25% < % < 0,75%) gewshlts
Die vorliegende Erfindung hat den Vorteil, daB auch Nihrmedi-
en, die zum Zweck der besseren LOslichkeit der anorganischen
Salze zusdtzlich Mineralsiure enthalten, eingesetzt werden kin-
nene Veiterhin werden’ Substrat und Néhrlﬁsung nicht nur pro-
portional zur Biomassebildung dosiert, sondern insbesondere
bei verdnderten ProzeBbedlngungen dem momentan erforderlichen
Verbrauch entsprechend,. der sich gus der x—Bestlmmung und der
Nachfithrung (Korrektur) der spezifischen Stoffverbriuche er—
gibte Das erfindungs§eméﬁe Verfahren besitzt_dﬁrch die simul=-
tene Besgimmung von x allen Verfahren gegeniliber, die mit kon-
stantem x oder einem aus der Zelldichte bestimmten arbeiten,
den Vorteil,.daﬁ es schneller auf Stdrungen reagiert und nicht
erst deren Auswirkungen abwarten muBe Weiter bestent dexr Vor-
teil, daB N im Gegensatz zu P nicht zu einer Speicherung in
der Biomasse neigt und damlt auf Grund des konstanten Ver-

- brauchskoeffizienten oC eine stabilere Regelung mdglich ist

(das wirkt sich beconders auf die proportlonal d051erten Ubri-
gen Ionen aus)e

Durch die Erfindung wird die Konzentratlon des Stickstoffs im
Fermentationsmedium stabil in der Ndhe des nledrngen Sollwer-
tes gehelten (der Sollwert wird zweckmiBig im Bereich zwischen
40 wnd 150 mg/l gewshlt), was zur Stablllslerung des Prozesses,
zur Senkung des Rohstoffeinsatzes und des Aschegehaltes des
Endproduktes und insgesamt zur Verbesserung der Okonomie des
Verfahrens beitrigte.

Im nachfolgenden Beispiel wird die Erfindung nsher erldutert:
Beispiel

Es wurde ein ﬁermentaulonsversuch mit folgenden Parametern
durchgefithrt:

e o 10 [kg]

YSubstrat 0’7[i/ﬁ] ' :

Vi, O,5[1/h] Die leBwerte schwankten um
§;. : 1 2[1/5] diese Hittelwerte wegen der
oW , ? i Regelung von V}L und. einer
vy, 0,1|1/h Rechenschaltung, die Vw S0

o ' 4 ] einstellt, daB 2 V ="conste
& 33 [°c] | |
Dauer 50 Eh] Abfragezyklus 1 Messung/15 min
i

o 6,4 [/]

3
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Soll A
N§ 0,08 g/l

"3 0,085 g/1 (Umstellung nach 25 h)
0,¢13 g/1 (Umstellung nach 40 h)

C

Die Produrtivitit schwankte zwischen 2,8 und 3,3 8/kg o ke

Die Abweichungen zwischen der experimentellen (durch Stich-
proben iUber Zelldichtebestimmungen) und der erfindungsgemé-
fen ﬁestimmung iiber die N-Bilanz betrugen durchschnittlich

Die Giite der Regelung der NHB—Konzentration wird durch fel-
gende Ubersicht -ausgewlesen:

Regelabweichung 0-1 % 1~2 % 2~3 % | >3 %

Anteil der MeBwerte 42 % 28 % 17 % 13 %
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Verfehren zur Regelung der Kultivierung von Mikroorganis-
men mit beliebiger C-Quelle, einem wiBrigen alle notwendi-
gen enorganischen Salze entheltenden Nihrmediwum und unter
aeroben Bedingungen, gekennzeichnet dadurch, daB die Pro=-

~duktivitédt der Biomasseproduktion aus der vollsténdigen

5

10
- 2¢
3e.

20

4o

Massenbilanz eines geniigend genau und verzidgerungsfrei meb-
baren Bestandteiles des Nihrmediums, der sich mit konstan~
tem Verhiltnis zur Zellsubstanz wnsetzt, bestimmt wird, daB

dieses Bestandteil des Nihrmediums als Leltlon fiir die da-

zu in festen Verhdltnissen stehende Dosierung von Substrat
und den iibrigen Bestandteilen der Nghrlosung verwendet
wirde

Verfehren nach Punkt 4, gekemnzeichnet dadurch, daB als
Leition das Ammonium und als Regelgrdfle die Konzentration
der Ammoniumionen in der wiBrigen Kultivierungsldsung ver=
wendet werdene

Verfahren nach  Punkt 1 und 2, gékennzeichnet dadurch,
dafl als Produktivitat dle Rawm~Zeit-Ausbeute an Rohprotein -
verwendet wirde

Verfahren nach Punkt 1 und 2, gekennzeichnet dadurch,
daf der Sollwert fiir die Dosierung der N-haltigen Nahrlo-

- sung aus dem Sollwert und dem Istwert der Konzentration der

Ammoniumionen in der w#Brigen Kultivierungslosung und der
momentanen Produktivitét’berechnet und daB der Sollwert fiir
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die Konzentration der Ammoniumionen zwischen 40 mg/l und
150 mg/1l gewdhlt wirde

Verfehren nach Punkt 1, 2, 3, gekennzeichnet dadurch,
daB aus der Produktivitdt und den Verbrduchen der zur Bio-
masseproduktion erforderlichen Komponenten die spezifi~

- schen Verbrauchskoeffizienten neu bestimmt und daB sufgrund

b=

Te

‘veranderter spezifischer Verbrauchskoeffizienten die Rezep=~

turen fur die proportionale Dosierung dieser Kompoenten ge-
dndert werdene

Verfehren nach  Punkt 1, 2, 3, 4 und 5, gekennzeichnet
dadurch, daf bhei Knderung der Substratzusammensetzung (ins-
besondere bei Paraffingemischen) die Dosiermengen fiir Sub~
strat den veranderten Bedingungen angepafit werden.

Verfehren nach Punkt 1, 2, 3, 4, gekennzeichnet dadurch,
daf ein Teil des wiBrigen Nihrmediums zuriickgefilhrt wird

und daB darin eventuell vorhandene lengen des Leitions und
anderer'Knmponenﬁen in der.Bilanzierung fiir die Produktivi-

“tatsbestimmung und die Regelung der Nihrsalzdosierung be-

riicksichtigt werdene Sl
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