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(34} - VERFAHREN ZUR KULTIViERUNG VON HEFEN AUF SUBSTRATGEMISCHEN

{57} Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Kultivierung von Hefen auf Substratgemischen auf
“dem Gebiet der mikrobiologischen Eiweil3- und Produktgewinnung. Das Ziel der Erfindung besteht
derin, den bei der simultanen Verwertung von Substratgemischen mdglichen positiven Effekt in

Bezug auf Ertrag, Geschwindigkeit usw. zu sichern. Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde,
den Biomasseproduzenten so vorzukuitivieren, daf3 eine simultane Verwertung sofort una-mit
bestem Effekt mdglich wird. Erfindungsgeman wird die Aufgabe so gelost, dall bei simultaner
Verwertung von Substratgemischen der eingesetzte Hefestamm auf der mcht.(ohlenhydratlschen
Komponente vorkultiviert wird. : :

6 Seiten



10

15

20

246335 2

Titel der Erfindung

Verfahren zur Kultivierung von Hefen auf Substrat-
gemiachen

Anwendungggebiet der Erfiﬁdung

Die Erfindufg betrifft ein biotechnolegisches Verfahren -
zur aeroben Kultivierung von Hefen unter Verwendung von
nach dem Auxiliarsubstratkonzept kombinierten Substrate
gemischen, Die Erfindung wird in das Gebiet der mikro= *
biologischen EiweiB~ nnd Produktgewinnung eingegliedert
und kann in Anlagen zur Futterhefeherstellung genutzt .

.werden,

Die Erfindung ist in die IPK C 12 N einzuordnen.

Charakteristik der bekannten technischen Losungzen

Die Kultivierung von Hefen auf Zuckern, Kohlenwasserstof-
fen und Alkoholen als einzige Kohlenstoff- und Energie=~

quelle zur Erzeugung von EiweifS im technischen MaBstab
ist bekannt.

Als Eiweifproduzenten werden im wesentlichen Candida- und
Saccharomyces-Species eingesetzt. Die gleichzeitige Ver-

. wertung von Substraten, die nach dem Aux1li°rsubstrat— Kon~-

zept (DD-WP 139 870) kombiniert wurden, wie Methanol/Glucose
(Th. Egli 1980, Diss. ETH N, 6538; L. Eggeling u. H. Sahm
1981, Arch. Microbiol. 130, 362), Ethanol/Saccharose
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(B, Peller etal. 1980, 2. Symp. Scz. Lénder Blotechnologie
: ITeipzig, Posterabgtracts) und Parex~-Parsffin/Saccharose

(B. Heinritz et al. 1982, Z. Allg. Mikrobiol. 22, 535) wurde
beschrieben, aber in technischen Verfahren bisher nicht '
praktiziert. Sie hat den Vorteil der besseren. Subsirataus-
nutzudg (Ertragskceffizient) undder htheren Produktivitit.
Diese positiven Effekte treten jedoch nicht in jedem Falle
bei simultener Verwertung ein, da suf dem Wege zur simulta-
nen Verwertung Ubergangszusténde durchloufen werden, die zu

" unterschiedlichen physiologischen Finalzustinden Ttihren kone-

nen und sogar den angestrebten und mglichen skonomischen
Futzen verhlndern.

‘Die Ursachen sind vielgestaltig und im allgemeinen nicht ,
~ erkannt. 1

Ziel der Erfindung

Das Ziel der Erfindung besteht derdin, den bei der simul~

tanen Verwertung von Substratgemischen miglichen positiven
Effekt in Bezug auf Ertrag, Ceschwindigkeit usw. zu sichern.

Darlegung des Wesens der Erfindung

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, den Biomassepro-~
duzenten (Hefe) so vorzukultivieren, deS eine simultane
Verwertung sofort und mit bestem Effekt moglich wird.,
Erfindungsgemif wird die Aulfgsbe dadurch gelost, del die
Hefe auf der nichtkohlenhydratischen Kcmponente, z. B. im
Pelle von Hansenula polymorphe MH 20 auf Methanol als ein=-
ziger Kohlenstoff- und Energiequelle nach enfdnglicher
batch-Kultivierung bei einer Blomaassekonzentration von

2 g/l chemogtatisch bei D = 0,22 h™ =1 weiterfermentiert _
wird. Nach mindestens S-maligem Austausch des Fermentor-
inhaltes wird durch Zugpeisung des zweiten Subgtrates,

Ze B. Glucose - entsprechend dem ermitielten optimalen
Hischungsverhéltnis « auf Hischsubgiratverweriung umge-
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stellt. Die simultane Verweritung der Glucose setzt sofort

nach Zugabe ein und ein maxiﬁaler’Mischsubstrateffekt wird .
gewdhrleistet.

Die Erflndung wird nachfolgend ngher erlautert.

*Béispiél ‘ “ - .

Hansenula polymorpha MH 20 wird in einem fiir aerobe Kulti-

" vierung geeigneten Rithrfermentor geziichtet. Die Temperatur

betrégt 37 °C, der pH von 4,5 wird durch Zugabe von 0,3 N
NeOH geregelt.. Die Nahrldsung, die zuniéichst fiir 15 g/l Bio-
massetrockensubstanz bilanziert wurde, hat folgende Zu-
sammensetzung (Angaben in g/l):

FH,C1 | 7,63 :
KH,F0, 2,81
Ngs0, « TH,0 0,59
CaCl, - 2H 0 0,055
FeSO, ¢ 7H 0 92,0375
MnS0, « 3H,0 0,017
Zns0, « TH,O 0,022
Cus0, + S5H,0 0,004
€oCl, * 4H,0 0,0028
Naghio0, + 2H,0: 0,006
E,B0, 0,004
KJ . 0,0026
- Blotin 0, 00005

- Thiamin 0,005

~ EDTA C 0,45

-Als Inokulum fiir die Fermentation ﬁird eine im Schiittelkol-

ben auf liethanol geziichtete Kﬁltur von Hansenula polymoxrpha

"MH 20 in einer Konzentration von 0,2 g/I eingesetzt und in

batch~Fermentation bis zu einer Biomassekonzentration von
2 g/1 auf 0,5 % Methanol kultiviert.
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Daren schlieBt sich die kontinuierliche Fermentation an.
Die Beliiftungsintensitdi wird so eingestellt, daB die
Geldstsauerstoff-Konzentration im Fermgntationsmedium
40 % des S&attigungswertes betridgt,

Zuerst ‘wird die Kultur bei D = 0,22 h™''auf 3,2 g/1 Ne-
thanol kultiviert., Die Biomaasekonzentratlon stellt sich
auf den stationéven Wert von 0,6 g/1 ein, im Fermentor-
ablauf findet man 0,35 g/l Nethanol. Naech 5-maligem Aus-

tausch des Fermentorinhaltes wird Glucose in einer Konzen-

ration von 0,75 g/lﬂzugemiécht. Die stationire Biomasse=-
konzentration steigt auf 1,14 g/1 an und die Methanol-Kon=-
zentration im Ablauf sinkt avf 0,15 g/l ab.

» (Kultiviert _man Hansenula polymorrha MH 20 bei einem D =
20,22 hf1 auf 2,75 g/l Glucose und geht bei dieser Wachs=-
.tumsgeschwindlgkeit dann auf ein Substratgamlsch von 2,26

g/l ¥ethanol und 0,75 g/1 Glucose liber, so wird bei suatio-
n¥ren Bedingungen nur eine Biomassekonzentration von 0,73
g/1 erhalten und die Methanoi~Konzentration im Fermentor-
ablauf steigt guf 0,7 g/1 an. :
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Erfinduy_gsa.nsgruch

1o Verfahren zur Kultivieiung von Hefen auf Substratgemi-
schen, dedurch gekennzeichnet, daf zur Sicherung eines
: maximalen Auxiliarsubstrateffektes bei simultaner Vere
5 . wertung von Substratgemischen der eingesetzte Hefestamm
: auf der nicht-kohlenhydratischen Komponente, Z+s B, Me=-

" thanol, vorkultiviert wird.

2. Verfahren nach Punkt 1, dadurch gekennzeichnet, daB

Hansenula polymorpha MH 20 auf einem Methanol/Glucose-
10 Gemisch fermentiert wird., - '
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