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(67) Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Steuerung des Beginns kohlenstoffsubstratgefiihrter mikrobieller
Produktbildungsprozesse nach dem Zufiitterungs- und zyklischen Zufiitterungsprinzip. Es werden
Kohlenstoffsubstratimpulse mit prozeBangepaBten Substratmengen in das Kulturmedium eingetragen. Der
gemessene und der beobachtete Verlauf der Verwertungsintensitit eines jeden Substratimpulses wird zu dem
prozeBspezifischen Sollprofil des Verwertungsverlaufes in Relation gesetzt. Das Verfahren wird dann weitergefihrt,
wenn die Anzahl der auftretenden Verwertungsphasen die des Jollpiufiles nicht unterschritten haben, wobei die
Verwertungsphasen joweils durch Zunahme und Abnahme der Verwertungsintensitiat markiert sind. Es werden
solange Substratimpulse zudosiert, wie der jeweilige Verlauf der Verwertungsintensitat im Vergleich zum Sollprofil in
der Anzahl der Verwertungsphasen und in den Relationen der Verwertungsphasenzeitspannen abweicht.
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Patentanspriiche:

1. Verfahren zur Steuerung des Beginns kohlenstoffsubstratgefiihrter mikrobieller Produktbildungen,
dadurch gekennzeichnet, daR bei mikrobiellen Produktbildungsprozessen nach dem Zufiitterungs-
und dem zyklischen Zufitterungsprinzip Kohlenstoffsubstratimpuls in das Kulturmedium
eingetragen werden und der gemessene und der beobachtete Verlauf der Verwertungsintensitiit
jedes Substratimpulses zu dem prozeRspezifischen Sollprofil des Verwertungsverlaufes in Relation
gesetzt wird und die Inbetriebnahme der mikrobiellen Produktbildung dann weitergefiihrt wird,
wenn der Anzahl der auftretenden Verwertungsphasen die des Sollprofiles nicht unterschritten
haben, wobei Verwertungsphasen jeweils durch Zu- uncl Abnahme der Verwertungsintensitét
markiert sind, und zur Inbetriebnahme solange Substratimpulse zudosiert werden, wie der jeweilige
Verlauf der Verwertungsintensitéat im Vergleich zum Sollprofil in der Anzahl der Verwertungsphasen
und in den Relationen der Verwertungsphasenzeitspannen abweicht.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daf als Becbachtungsgréfen zur Beurteilung
des Verlaufes der Verwertungsintensitét digital und/oder analog ausgewertete Mef3einrichtungen
fiir Wasserstoffionenkonzentration und/oder Geldstsauerstoffpartialdruck und/oder
Sauerstoffgahalt in der Abluft und/oder Kohlendioxyd in der Abluft und/oder aus diesen Grofien
gefolgerte GréRRen, die zumindest eine der vorgenannten Groen als Bestandtsil enthalten,
verwendet werden. .

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daf die im Kulturmedium und/oder
als Zufiitterungssubstrate Nahrsubstrate eingasetzt werden, die sémtlich oder teilweise komplexer
Natur sind.

Anwendungsgeblet der Erfindung

Bevorzugtes Anwendungsgebiet sind mikrobielle Produktbildungsprozesse nach dem Zufiitterungs- und zyklischen
Zufiitterungsprinzip, bei denen der mikrobielle Produktbildner in der Zufiitterungskomponente des oder der
Kohlenstoffsubstrate limitiert versorgt wird und iber die definierte Versorgung mit Kohlenstoffsubstraten der
Produktbildungsablauf gefiihrt wird.

Charakteristik des bekannten Standes der Technik

Bei den in der Regel mehrstufig gestalteten Prozessen zur mikrobiellen Produktbildung dienen die dem

Produktbildungsabschnitt vorgelagerten MaBnahmen der Bereitstellung einer geniigend groRen Menga an mikrobiellem

Praduktbildner. Die Anzuchtstufen dienen gleichfalls der Ausprégung von Stoffwechseleigenschaften und vorteilhafter

morphologis:her Eigenschaften fiir die ProzeBfiihrung. Die Inbetriebnahme der mikrobiellen Produktbildung erfolgt

gegenwdrtig nach

- Zeitprogramm,

- Zeitprogramm und Kontrollanalytik zu Suostratlimitationen,

— physikalisch/chemischen Eigenschaften der Submerskulturen,

~ mikrobiologisch/merphologischen Beurteilungen.

Die Inbetriebnanmemethoderi haben folgende Nachtsile:

- Sie ermdglichen nur unzulinglich den Bezug auf den Entwicklungsstand der verfiigbaren Biosynthesekapazitt,

— Riickstédnde an verwertbaren Kohlenstoffquellen aus den Anzuchtphasen werden nicht definiert abgebaut,

— die Kontrolle des Substratverwertungsverhaltens fehit,

- Verfahrensiibertragungen in andere Reaktoren und in andere RecktormaRstébe werden nur unzureichend unterstiitzt,

~ industrielle Fermentationen benutzen vorrangig komplexe Nahrsubstratquellen mit Schwankungen in deren
Zusammensetzung und daraus erwachsendsn Anpassungsbedarf in der ProzeBfithrung - eine Seite, die bei Anwendung der
gegenwirtigen InbetriebnahmemaBnahmen nur mangelhafte Unterstiitzung erfahrt,

- ProzeBanpassungen bei Nahrstoff:omponenten- und/oder Zufitterungskomponentanaustausch sind unzureichend
unterstiitzt.

Ziel der Erfindung

Ziel der Erfindung ist es:

- Jeistungsstarke, robuste mikrobielle Produktbildungsprozesse zu schaffen,

- kohlenstotfsubstratgefiihrte Produktbiidungen optimal vorzubereiten,

~ die Reproduzierbarkeit der Fermentationen und damit deren Okonomie zu verbessern,

- alle Formen von ProzeBanpassungen und -umstellungen zu beschleunigen und unproduktive Materialaufwendungen zu
reduzieren,

- varijerende Auswirkungen der ProzeBBvorgeschichte stérungsausgleichend fiir die Produktbildung zu kompensieren,

~ Reaktorgegebenheiten, Kulturlosungsbeschaffenheiten und Verwertungscharakteristika der Produktbildner so in die
Inbetriebnahme sinzubezighen, daB das Verfahren selbstanpassenden Charakter erhélt.
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Darlegung des Wesens der Erfindung

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, fiir kohlenstofflimitierte mikrobielle Produktbildungsprozesse ein Verfahren zur
Steuerung des Beginns der kohlenstoffsubstratgefithrten Produktbildungen zu schaffen, indem das Verwertungsverhalten des
Produktbildners kontrolliert gefiihrt und auf die prozeBspezifischen Verwertungserford srnisse eingestelit wird. Dabei soll im
Komplex der erforderliche Auspragungsgrad des mikrobiellen Stoffverwertungsvermégens und die Beseitigung von
Kohlenstoffresiduen aus den Anzuchtphasen des mikrobiellen Produktbildners erreicht werden. Es ist somit die Aufgabe der
Steuerung, fir prozeBgerechte Ubergiénge ven den Anzuchtphasen der mikrobiellen Produktbildner zu den
Produktbildungsphasen zu sorgen und dieses in konzentrierter Sicht fiir die Kohlenstoffsubstratverwertung zu gestalten.
Uberraschenderwsise bilden diese MaBnahmen zur Verwertungsprofilierung dariiber hinaus den Ausgangspunkt fii - drastisch
leistungsgesteigerte Produktbildungsabléufe und damit fir Ertragssteigerungen in der Produktausbeute der Fermentationen.
Die verwendeten biotechnologischen Reaktoren fiir den aseptischen Betrieb besitzen Einrichtungen zur Zufiihrung des oder der
Kohlenstoffsubstrate und zur Messung und/oder Beobachtung des Verlaufes der Verwertungsintensitét.

ErfindungsgeméB werden zur Losung der Aufgabe Kohlenstoffsubstratimpulse in das Kulturmedium eingetragen, deren
Substratmengen prozeBangepaBt gewdhit werden, so daB sich im Verlaufsprofil der Verwertungsintensitét deutlich
ausgeprégte Verwertungsphasen abzeichnen. Verwertungsphasen sind jeweils durch Zunahme und Abnahme der
Verwertungsintensitat markiert. Die MaBnahmen zur Steuerung basieren auf dem Vergleich zwischen dem aktuell gemessenen
Varlauf und den Merkmalen des prozeRzugeordneten Sollverlaufes der Verwertungsintensitét, der die Struktur des
Verwertungsverhaltens der Produktbildungskultur représentiert, die keine sich stérend auswirkenden
Kohlenstoffsubstratquellen enthélt, Ergibt es sich, dal® der gemessene Intensitéitsverlauf bei der Verwertung cines
Substratimpulses verglichen mit dem Sollverlauf eine geringere Anzahl von Verwartungsphasen enthilt, dann miissen die
Operationen zur Steuerung des Beginns der Produktbildung abgebrochen werden, da nicht alle Substratbestandteile einer
Verwertung unterzogen werden, und es miissen die vorgelagerten Manahmen zur Ausprégung der Stoffverwertung
komplettiert werden. Ein solches Erscheinungsbild ist nur in Havarieféllen zu eiwarten, es muf3 aber unbedingt behandelt
werden, da sonst in der Folge stérende Substratpufferungen resultieren. Die Subsu.‘impulse sind solange zu wiederholen, wie
es gegeniiber dem Sollprofil zusétzliche Verwertungsphasen gibt und wie verldngerte Verwertungsphasen auftreten. Mit der
Impulsfolge werden in kontrollierter Form Substratpuffer im Kulturmedium abgebaut, so daB das Verwertungsverhaiten auf das
Sollverhalten zugsfiihrt wird.

Ausfihrungsbelsplel

Das Verfahren zur Steuerung der Inbetrieonahme der Produktbiidung wird am Beispiel einer Penicillinferniontation
demonstriert. Die Fermentation wird in Form einer Submerskultur in einem 3-m>-Riihrkessel durchgefiihrt, Als mikrobieller
Produktbildner kommt eine Selektante von Penicillium crysogenum zum Einsatz. Dessen Selektion und Anzucht erfolgt tiber
Lyophilkonserve, Emersanzucht in Petrischalen, Eprouvettenkulturen mit StreBmedien, Schiittslkulturen, Gerste-Reis-Kultur,
durchlduft zwei Impffermentationsstufen und als Produktbildungskultur die prim#ére Wachstumsphase. AnschlieBend erfolgt die
Fermentation auf der Basis unlimitierter Sauerstoffversorgung und limitierter Versorgung mit Kohlenstoffsubstrat. Die
Sauerstoffzufuhr erfolgt liber Beliftung und Rithrung, miteinander Riihrgeschwindigkeit von 135U/Min. und einem
Luftdurchsatz von 1,6 Nm?®, Ferner wird der ProzeB bei einem pH-Wert von 6,5 und einer Fermsntationstemperatur von 25°C
gefiihrt. Diese Werte bleiben in der Phase der Produktbildungsinbetriebnahme unveréndert. Als eiriziges Kohlenstoffsubstrat
wird Saccharose zudosiert. Dafiir steht an der Fermentationsanlage eine Nachdosierungseinrichtung zur Verfiigung, die
Zudosierungen unter aseptischen Bedingungen erméglicht. Die Saccharose wird als wiRrige Lasung (4505 Saccharose in 11
Losung) zugefiihrt. Als weitere Zudosierungen sind wihrend der Fermentationsphase Ammonsulphat, Ammoniak und
Phenylessigsdure erforderlich, die zu Konzentrationskorrekturen in der Kulturldsung dienen. Diese Zugaben werden durch
Wertermittlungen aus der Kulturldsungsanalytik gefiihrt, die den ProzeR begleitet. Die Beobachtung des Verlaufes der
Verwertungsaktivitét erfolgt mit Hilfe eines p0O,-Sensors in der Kulturldsung. Dabei wird eine Verstirkung der
Verwertungsaktivitiit durch Verringerung des pO,-Wertes, eine Abschwichung der Verwertungsaktivitdt durch Erhéhung des
pO-Wertes ausgiewiesen. Eine direkte Messung der Verwertungsaktivitdt wird nicht vorgenommen. Die
Kohlenstoffsubstratimpulse hestehen aus Saccharoseldsung, die von der Beschaffenheit des Zufiitterungssubstrates ist. Zur
Anwendung kommen 61-lmpulse, die {iber die Nachdosierungseinrichtung der Fermentationsanlage in die Kulturlésung
eingetragen werden. Die Produktbildungsinbetriebnahrne erfolgt zur 30. Fermentationsstunde. Das Sollprofil des
Verwertungsverlaufes besteht aus 2 Verwertungsphasen von jeweils gleicher Dauer, bei einer zuldssigen Abweichung von +5%.
Die Verwertung des ersten Substratimpulses liefert 3 Verwertungsphasen und hat eine Gesamtverwertungsdauer von 2
Stunden. Dié Verwertung des 2.Impulses erfolgt mit einer um 50% verldngerten Verwertungsphase im Vergleich zur ersten. Erst
der 3.Substratimpuls liefert einen Verwertungsverlauf, der den Sollvorgaben gerecht wird. Mit ihm ist dann das Ende der
Inbetriasbnahme der Produktbildung erreicht.
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