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1 Einleitung

1 Einleitung

Die Verwendung von nachwachsenden Rohstoffen zum Ersatz von petrochemischen
Erzeugnisse wird in Zukunft eine zunehmende Rolle spielen. Eine Vielzahl an
Produkten, die heute grundsatzlich herstellbar sind, scheitern entweder an der
Verfugbarkeit der Rohstoffe in groRerem Mal3e oder an deren Preis. Diese
Grundstoffe sind Uber eine chemische Synthese nur unter groRem Aufwand und
damit sehr kostspielig oder auf Grund von stereochemischen Verhaltnissen gar nicht
zuganglich. Eine gangbare Alternative stellt hierbei die fermentative Herstellung
dieser Grundstoffe aus pflanzlichen nachwachsenden Rohstoffen dar.

Saccharose ist die weltweit in grof3ter Menge hergestellte organische Verbindung mit
einem Jahresvolumen von insgesamt 136,8 Millionen Tonnen Weil3zuckerwert im
Jahre 2004. Von der erzeugten Zuckermenge entfallen ungefahr 24 % auf
Rubenzucker.

Mit dem Wegfall der EU-Zuckermarktordnung und dem Import von billigem Zucker zu
Weltmarktpreisen wird die Marge fir die Zuckerindustrie in Europa an Verzehrzucker
ein negatives Ergebnis verzeichnen. Die Suche nach alternativen
Anwendungsfeldern fir Saccharose — sowohl als Weif3zucker als auch in den
Vorstufen und Melasse — wird daher immer dringlicher. Die neuen Einsatzfelder fir
Produkte aus Zucker sollen mehrere Bedingungen erflllen: die Produktion muss
wirtschaftlich erfolgen, es muss ein Marktsegment fiir das hergestellte Produkt
geben, die Anwendungspalette fir das Produkt muss mdglichst breit und als
Vorlauferchemikalie fur anderen Produkte verwendbar sein und das Produkt muss
madglichst in grofRerer Menge bendtigt werden. Vorteilhaft ware zudem die mogliche
Nutzung von bestehenden Anlagen der Zuckerindustrie und die Ubertragung
vorhandenen Wissens auf die Herstellung des neuen Produktes. Als mdgliche
Produkte bieten sich hierbei organische mono- und bifunktionelle Sauren (z.B.
Itaconsaure, Citronensaure, Bernsteinsaure) sowie mono- und polyfunktionelle
Alkohle (z.B. Ethanol, 2,3-Butandiol, Propandiol, Erythrit) sowie Zuckerester
(Saccharosenitrate und — acetate) an.

Erythrit bietet sich in diesem Umfeld als vielseitiger Grundstoff an. Die Einsatzgebiete
von Erythrit erstrecken sich sowohl in den Bereich der Lebensmittel, der Pharmazie,
der Kunststoffherstellung sowie als Vorlauferchemikalie fur weitere Produkte. Erythrit
kann sowohl als Zuckeraustauschstoff alleine als auch in Mischungen mit Stf3stoffen
und anderen Zuckeralkoholen in Lebensmitteln als Zuckeraustauschstoff zum
Einsatz kommen. Aus Erythrit kbnnen mittels Biokonversion oder direkter chemischer
Oxidation das Monoaldehyd (Erythrose) und das Monoketon (Erythrulose) erzeugt
werden. Weiterhin ist die Umwandlung von Erythrit in Threit in einer Cofermentation
maoglich. Durch chemische Modifizierungen sind weitere interessante Vorstufen
herstellbar.

Sowohl der Lebensmittelbereich als auch der Einsatz als Monomere fur Kunststoffe
versprechen einen hohen Absatz an Erythrit.



2 Zielsetzung

2 Zielsetzung

Zur biotechnologischen Herstellung von Erythrit verspricht die Fermentation des
Pilzes SZ 101 gute Ausbeuten bei hoher Produktivitat und Selektivitat [1]. Um Erythrit
fur die Industrie als Rohstoff 6konomisch interessant zu machen, muss der
Herstellungsprozess auch in Bezug auf mogliche Probleme mit Nebenprodukten,
Substrat- und Produkthemmung als auch Schaumbildung deutlich verbessert
werden. Des Weiteren werden detaillierte Informationen zu den
Wachstumsbedingungen des Organismus bendtigt, um den biotechnischen Prozess
reproduzierbar zu machen. Hierbei spielt vor allem der Sauerstoffbedarf des Pilzes
SZ 101 eine grof3e Rolle. Eine Immobilisierung kann biotechnische Prozesse in ihrer
Rentabilitat durch erhéhte Produktivitat und vereinfachte Aufreinigung des Produktes
konkurrenzfahig machen. Hierfir werden Daten Uber den Einfluss der
Immobilisierung in verschiedenen Matrizes bendtigt.
In der vorliegenden Arbeit sollen deshalb folgende Aspekte behandelt werden:
Untersuchungen zur Medienoptimierung fir den Pilz SZ 101
Untersuchungen zur Beeinflussung des Nebenproduktspektrums
Untersuchungen zum Sauerstoffeinfluss
Untersuchungen zur Schaumbekampfung bei der Fermentation
Untersuchungen zum Einfluss der Immobilisierung
Nach Durchfihrung dieser Arbeiten ist eine Produktionsanlage zur Herstellung von
Erythrit zu konzipieren und die Herstellkosten von Erythrit sind zu ermitteln.
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3 Stand des Wissens

3.1 Erythrit

Erythrit (1,2,3,4-Butantetrol) ist das optisch inaktive meso-Isomer des Threits. Es ist
in vielen naturlichen Organismen zu finden, sowohl in Reinform als auch in
gebundener Form. Die ersten Isolate wurden in Flechten [2;3;4] und der Algen [5;6]
gefunden. Weitere Fundorte sind in Melone, Birne und Trauben [7], in Apfelsinen [2],
in Speisepilzen [8;9], in Sake (Reiswein) [10;11], in Wein [12;13], in Sojasauce [14],
in Misosuppe und —paste (fermentierte Bohnensuppe und —paste) [15], in mit Pilzen
beimpften Kasen [16], in Samenflussigkeit von Mensch und Tier [17;18;19], in Urin
[20;21], in Ruckmark- und hirnflissigkeit [22], in Augenlinsengewebe [23;24;25],
Fruchtwasser von Damwild [26] und in Tierblut [23;24] zu finden.

Erythrit ist in Wasser leicht I6slich, in Ethanol wenig I6slich und in Ether unléslich [2].
Die chemischen Eigenschaften von Erythrit sind ahnlich denen anderer
Zuckeralkohole wie Glycerin, Xylit und Mannit; ihnen allen ist das Fehlen von
reduzierenden (End-)Gruppen gemein. Wie alle Zuckeralkohole schmeckt Erythrit
suf3, weist jedoch im Vergleich zu den anderen ein saubereres und klareres
Geschmacksbild auf, das dem der Saccharose stark gleicht. Erythrit weist eine gute
Thermo- und pH-Stabilitat auf und liegt als Feststoff in geruchslosen, wasserfreien
Kristallen vor [27]. Aufgrund der geringen Molmasse verursacht Erythrit in Losung
einen hohen osmotischen Druck. Die damit verbundene verminderte Wasseraktivitat
macht Erythrit zu einem guten Konservierungshilfsstoff. Losungen von Erythrit sind
zudem von geringer Viskositat [27]. Im menschlichen Korper wird Erythrit fast
vollstandig Uber den Zwolffingerdarm absorbiert und tUber die Nieren ausgeschieden,
so dass hohe Mengen an Erythrit ohne negative Folgen fur die Verdauung verzehrt
werden konnen. Die Flora des menschlichen Rachenraumes kann Erythrit nicht
verstoffwechseln, so dass der Verzehr von erythrithaltigen Nahrungsmitteln nicht die
Bildung von Karies férdert. Der Blutzucker- und Insulinspiegel wird durch den
Konsum von Erythrit nicht beeinflusst.

Die Konformationszustande von Erythrit in der Gasphase wurden durch theoretische
Berechnungen beschrieben [28]. Theoretische Berechnungen zur Aufklarung und
Unterscheidung der Su3estrukturen von Erythrit und Threit ergaben, dass Erythrit
eine hohere relative StuRRe als Threit hat [29]. Erythrit wurde durch
Infrarotspektroskopie [30] sowie durch Réntgenbeugungsanalyse [31;32] und
Neutronenbeugungsanalyse [33] untersucht sowie die Gitterenthalpie und die
Wasserstoffbriickenbindungsenthalpie [34] und die Bindungswinkel innerhalb des
Molekiils [33] berechnet.

Physikalische und chemische Stoffdaten zu Erythrit sowie anderen Zuckeralkoholen
und Saccharose sind in der nachfolgenden Tabelle abgebildet [2;35].
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Tabelle 3-1 Stoffdaten von Erythrit und anderen Zuckeraustauschstoffen im Vergleich

Erythrit ~ Threit  Xylit Mannit Sorbit Maltit  Palatini t Lactit  Saccharose
Kohlenstoff [nq 4 4 5 6 6 12 12 12 12
Molmasse [g/mol] 122 122 152 182 182 344 344 344 342
Physiol. Brennwert  [kcal/g] o2 k.A. 2,4 1,6 2,6 2,1 2,0 2,0 4,0
Sife [relativ zu Saccharose] 0,7 k.A. 1,0 0,4-0,5 0,4-05 0,9 0,45 0,3 1,0
Kuhlungseffekt [ kahl k.A. EEE{ kahl kahl nein nein ﬁluer:}ig nein
Schmelzpunkt [C] 120 ;g g' 94 166-168 95 150 145-150 122 190
Glastibergangstemperatur o 533 KA. 465 400 435 345 355 KA. 32,0
Lésungsenthalpie [3/g] -180,2 KA. -152,9 -119,4 -108,9  -79,2 -39,4 58,2 -18,0
Temperaturstabilitat [C] >160 k.A. >160 >160 >160 >160 >160 >160 160
pH-Stabilitzt [l 2-10 KA. 2-10 2-10 2-10 2-10 2-10 >3 hydrolisiert
fv";gfr:ge:r“cglsir:; V?A‘r:q’?/fr?o'l? 86,83 KA. 102,12 119,22 KA. KA. KA. KA. KA.
Axiale Lange [Al 8,093 k.A. 9,6-9,9 10,1-10,7 k.A. k.A. k.A. k.A. k.A.
Maximaler Durchmesser [ A]  3,1-3,2 k.A. 3,2-3,3 34 k.A. k.A. k.A. k.A. k.A.
Viskositét ri?ehdrrig k.A. ri?ehdrrig niedrig mittel mittel hoch ri?ehdrrig niedrig
Hygroskopizitat ri?ehdrrig k.A. hoch niedrig mittel mittel niedrig mittel mittel
Loslichkeit [% w/w bei 25 C] 37 k.A. 64 20 70 60 25 57 67
Loslichkeit [% w/w bei 50 C]

55 k.A. 80 31 83 70 45 74 72

ﬁ]usfuilr?rtlgtl;ﬁ:l_t/ ohne k.A. klein klein klein \EIJV;TI:Z \EIJV;TI:Z ohne magig grofl
Wirkung Kariogenitéat - k.A. - + + - k. A. - +
Laxation - k.A. + + + + ++ ++ -
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Der Wasserdampfdruck Uber einer wassrigen Losung von Erythrit ist dem von Xylit
und Sorbit sehr &hnlich. Alle Monosaccharidzuckeralkohole haben jedoch einen etwa
dreifach héheren Wasserdampfdruck als Saccharose [36]. Die Loslichkeit von
Erythrit nimmt mit der Temperatur stark zu. Der Kurvenverlauf ahnelt dem von
Isomalt, verlauft jedoch oberhalb dieser Kurve. Sorbit, Xylit und Maltit sowie
Saccharose weisen anfanglich deutlich héhere Loslichkeiten auf (Abbildung 3-1) [37].
Die verminderte Ldslichkeit von Erythrit bei niedrigen Temperaturen begunstigt eine
KUhlungskristallisation.
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Abbildung 3-1 Abhangigkeit der Loslichkeit von der Temperatur von Mannit, Palatinit, Erythrit, Maltit,
Xylit, Sorbit und Saccharose.

3.2 Erythrit in Lebensmitteln

Erythrit stellt als Vertreter der vierten Generation von Zuckeraustauschstoffen nach
Sorbit (erste Generation), Isomalt (zweite Generation) und Alvéosweet (dritte
Generation) deren konsequente Weiterentwicklung dar [38]. In der
Nahrungsmittelindustrie, vor allem in den USA und Japan, wird Erythrit als
Zuckeraustauschstoff fir diatetische Lebensmittel mit reduziertem Kaloriengehalt
eingesetzt. Bei etwa 70 % relativer Suf3kraft im Vergleich zu Saccharose weist es nur
5 % des Brennwertes des normalen Haushaltszuckers auf. Das Geschmacksbild von
Erythrit ist dem der Saccharose sehr ahnlich (siehe Abbildung 3-2) [37]. Erythrit
eignet sich daher zum Ersatz von Saccharose in Lebensmitteln.
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Abbildung 3-2 Sensorisches Rad von Erythrit und Saccharose.

Aufgrund des geringeren Molekulargewichts werden ca. 90 % des aufgenommenen
Erythrits bereits im Dinndarm resorbiert und innerhalb 24 Stunden im Urin
ausgeschieden, ohne dass es zur Verwertung kommt [39;40]. Erythrit findet unter
anderem Anwendung in Kakaopulver [41], Schokolade [42;43;44;45], Konfekt [46],
Glasuren [47;48], geflllte Hartkaramellen [49;50], in Chiffonkuchen [51] und
Kaugummis [52;53]. In gesiuten Getranken wird Erythrit nicht nur als Stf3ungsmittel,
sondern auch wegen seines kiihlenden Geschmackserlebnisses eingesetzt
[54;55;56;57;58;59;60].

Durch den Ersatz von Saccharose, Glucose und Fructose ganz oder teilweise in
Lebensmittel lassen sich die im folgenden aufgefiihrten Einsparungen des
physiologischen Brennwertes erzielen [61]:

Tabelle 3-2 Brennwertreduzierung in Lebensmitteln durch den Ersatz
von Saccharose, Glucose und Fructose durch Erythrit.

Anwendung Brennwertreduktion [%]

TafelstiRe 20

Hartkaramellen 20

Kaugummi 85

Komprimate 85

Fondant 65

Buttercreme 36

Schokolade 34

Creme-Backmischungen 31

Biskuit 25

Ein weiteres Einsatzgebiet ist die Veresterung von Erythrit mit Fettsauren zur
Herstellung von verzehrbaren oberflachenaktiven Substanzen [62;63;64;65;66].
Anwendung findet sich auf dem japanischen Markt als Zuschlagstoff fur die
Herstellung von Fertigrihrteigkuchen. Hierdurch soll dem Kuchen eine luftige
Konsistenz verliehen werden. Die Umsetzung der Substrate erfolgt mittels einer
Lipase im organischen Losemittel in einer reversed-phase Reaktion. Weiterhin
werden vollstandig veresterte Erythrit-Fettsaureerster hergestellt, die gut
verarbeitbare, bei Raumtemperatur feste Fette sind, fir den Korper jedoch nicht
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verwertbar sind und auch kein ,anal-leakage” (eine unkontrolliert austretender
dunnflissiger Fettstuhl) verursachen [67]. Eine Vielzahl an Fettsdure-
Erythritpartialestern wurde hergestellt und physiko-chemisch charakterisiert, jedoch
keiner Verwendung zugeordnet [68].

Maltosylerythrit, hergestellt durch enzymatische Transglykosylierung von Erythrit mit
Bacillus stearothermophilus, ist als Ersatz von Saccharose in Lebensmitteln
interessant, da es Dextransucrase und Mutansucrase in ihrer Aktivitat unterdrickt
und somit die Bildung von Karies wirkungsvoll unterdriicken kann [69].

Die aufgenommene Menge an Erythrit je Einwohner aus natirlichen Quellen
(hauptsachlich Kase und Wein) in den Vereinigten Staaten wird auf 80 mg/d
(entsprechend 1,3 mg/kg Korpergewicht/d), in Japan auf 46 mg/d bzw.

0,7 mg/kg Korpergewicht/d geschéatzt. FUr die Vereinigten Staaten wird geschatzt,
dass fur 90 % der Bevolkerung eine zusatzliche Aufnahme von ungefahr 4 g/d (67
mg/kg Korpergewicht/d) je Einwohner zusatzlich durch die Beimengung von Erythrit
zu Lebensmitteln zu erwarten ist [70].

3.3 Erythrit in der chemischen und pharmazeutischen Industrie

Erythrit besitzt eine Vielzahl an Anwendungsfeldern in denen es direkt oder als
Derivat angewendet werden kann und stellt somit einen wichtigen Building-block fur
die chemische und pharmazeutische Industrie dar [71].

Die Verwendung von Erythrit in der pharmazeutischen Technik zum Uberziehen von
Medikamenten durch Sprihcoating verspricht viele Vorteile, da Erythrit nicht mit
anderen Inhaltsstoffen Wechselwirkungen zeigt und sich durch seine physiko-
chemischen Eigenschaften wie hohe Wasserl6slichkeit, niedrige Hygroskopizitét,
spontane Kristallisation und niedrige Klebkraft [72] auszeichnet. In der Herstellung
von Trockenpulvern fur die lungengéangige Inhalation von Glucagon ist Erythrit
erfolgreich verwandt worden [73].

Durch die Verwendung von Erythrit wird die Herstellung von besonders rasch
l6slichen Pillen mdglich, die sich jederzeit und ohne Wasser zur Einnahme von
Medikamenten verwenden lassen. Insbesondere richtet sich dieses Verfahren zur
Verabreichung von Medikamenten an Kinder und éltere Menschen [74].

Erythrit ist Ausgangsstoff zur Herstellung von Tetranitroerythrit durch Nitrierung
(Abbildung 3-3) [75]. Ahnlich dem Nitroglycerin kann diese Substanz als
Therapeutikum fir Angina Pectoris bzw. wird als Sprengstoff eingesetzt werden [61].
Es wurde durch Infrarotanalyse untersucht [76] und die seine Auswirkung von auf
den Elektronentransport und die Phosphoylierung in Lebergewebe wurden
untersucht [77]. Die Gleichgewichtskonstanten der Nitrierung von Erythrit wurden
bestimmt [78].
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Abbildung 3-3  Strukturformel von Tetranitroerythrit

Die Beimengung von Erythrit als Plastifizierungshilfsmittel zu Chitosan-Amylose-
Starkefilmen erhoht deren Flexibilitat gegentber Filmen ohne Erythrit. Die mit
Erythrit hergestellten Filme besitzen auch eine erhéhte Dehnbarkeit gegentiber
Filmen mit Glycerin, Sorbit oder ohne Polyolbeimischung [79].

Bei der Herstellung von optoelektronischen Vorrichtungen wie LEDs und
photovoltaischen Zellen auf Polymerbasis mit Poly(3,4-
Ethylendioxythiophenen):Poly(stryrolsufonat) (PEDOT:PSS)-Filmen erhdht sich die
Leitfahigkeit dieser Filme durch die Beimischung von Erythrit um zwei
GroRRenordnungen. Bausteine, die mit solchen Filmen als Anode ausgerustet sind,
weisen fast die gleiche Leistungsfahigkeit wie Filme mit Anoden aus Indium-Zinn-
Oxid auf und er6ffnen somit die Mdglichkeit, Anoden aus Indium-Zinn-Oxid
abzuldsen [80].

Die Herstellung von Latentwarmespeicher, die im Temperaturbereich von 80 —

100 T arbeiten, bendttigen Materialien, die nicht korrosiv, kostengunstig in der
Herstellung und nicht umweltschadlich oder gesundheitsschadlich sind. Erythrit kann
diese Anforderungen erfillen, indem es in reiner Form in einem
Latentwarmespeicher [81] oder in Mischung mit 60 % Trimethylolethan [82] zur
Energiespeicherung eingesetzt werden kann. Anwendungsgebiete sind
Warmwasserbereitstellung fir den Heimbereich oder die schnelle Erwarmung von
Motorélen.

Aus Erythrit kann in einer Kondenstationsreaktion mit Formaldehyd in sauerem Milieu
trans- 1,3,5,7-Tetraoxadecalin (TOD) hergestellt werden, die cis-Isomere sind tber
Threit zuganglich. Diese bilden die Grundlage flir eine neue und interessante Klasse
von Macrocyclen und Kryptanden (Abbildung 3-4) [83]. Bei dieser Reaktion kbnnen
jedoch auch andere bizyklische Dioxanderivate entstehen.
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Abbildung 3-4 Herstellung von Tetraoxadecalin und seinen Isomeren aus Erythrit und Threit

Durch die saurekatalysierte intramolekulare Kondensationsreaktion von Erythrit
entsteht das fluissige zyklische Diol 1,4-Anhydroerythrit [84;85], eine weitere
Moglichkeit ist die Dehydratisierung an Zeoliten [86]. Dieses kann sowohl in der cis-
als auch in der trans-Konformation vorliegen. 1,4-Anhydroerythrit kann sowohl zur
Herstellung von ,rigid-chain“-Polyestern und Polyurethanelastomere [87;88;89] als
auch von Expoxydharzen [90] verwandt werden. 1,4-Anyhydroerythrit kann in 3,4-
Diaminotetrahydrofuran umgesetzt werden, dieses dient zur Synthese von
Polyamiden mit chlorigen Dicarboxyséuren (Abbildung 3-5) [91]. Die
Ringodffnungspolymerisation von cis-2,3-Dimethoxy-1,4-anhydroerythrit fihrt zu
Bildung von Polyoxydimethoxatetramethylen [92].
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Polyurethanelastomer

Abbildung 3-5 Herstellung von cis/trans-1,4-Anhydroerythrit und hieraus Polyurethanelastomere und
,rfigid chain“ Polyester

Erythrit kann chemisch-synthetisch in Polymere, Feinchemikalien und
pharmazeutische Wirkstoffe oder deren Vorstufen umgesetzt werden. Der Einsatz in
Polymeren kann direkt als Monomer oder nach Polymerisation zu Polyethererythrit
eingesetzt werden. Eine direkte Umsetzung von Erythrit fihrt zu Polyestern und
Alkydharzen, die Umsetzung von Polyethererythrit fuhrt zu Polyurethanschaumen
und Polyethererythritestern, die als Tenside [93] dienen kdnnen (Abbildung 3-6).
Erythrit selbst kann als Additiv wie ein Stabilisatoren oder Plastizizer fir die
Veredlung von Starken und Cellulosen verwandt werden. Erythrit konkurriert in



3 Stand des Wissens

diesem Feld mit anderen Polyolen wie Glycerin, Pentaerythrit und Sorbit, die
gunstiger sind.

OH OH
o
HOV‘\;AOH— - W E
OH OH

Erythrit Polyethererythrit

OH O H—A—N *
HQOm > [ Qe n

@)
O O
o +
Polyethererythrit Polye*thererythritpolyurethan

Abbildung 3-6 Bildung von Polyethererythrit durch Kondensationsreaktion und daraus Herstellung
von Polyethererythritpolyurethan

Als Spezialadditive, dielektrische Materialien oder dipolare aprotische Losungsmittel
kénnen 1,4-Anhydroerythritformal und —carbonat verwandt werden. 1,4-
Anhydroerythritdialkylether zeigen Potenzial als Losungsmittel fur elektrische
Isolatoren mit interessanten dielektrischen Eigenschaften (Abbildung 3-7) [61].
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[3,4-d][1,3]dioxol-on [3,4-d][1,3]dioxol

Abbildung 3-7 Herstellung von Folgeprodukten aus cis-1,4-Anhydroerythrit

Die Umsetzung von zyklischen a-Hydroxyketonen mit Erythrit erzeugt
Bis(dihydrodioxin)-Derivate in guten Ausbeuten [94]. Das Dioxanderivat trans-2,5-di-
(1,2-Dihydroxyethyl)-1,4-Dioxan kann durch die saurekatalysierte Dehydratation von
zwei Erythritmolektlen mit intramolekularer Wasserabspaltung gebildet werden.
Dieses Produkt kann als Nebenprodukt der Herstellung von 1,4-Anhydroerythrit aus
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Erythrit unter bestimmten Voraussetzungen auftreten [95]. Weitere Dioxanderivate
aus Erythrit und Formaldehyd wurden hergestellt, es handelt sich um multizyklische
Dioxansysteme mit 5,6,7 und 12 Kohlenstoffatomen (Abbildung 3-8) [96].

(CHQ@O
0

Bis-dihydrodioxin-Derivate trans-2,5-di-(1,2dihydroxyethyl)-1,4-dioxan

O3y ¢ 1%

Bicyclische Dioxane

Abbildung 3-8 Herstellung von Dioxinderivaten und bizyklischen Dioxanen aus Erythrit und
zyklischen a-Hydroxyketonen

Erythrit kann zuerst in ein biszyklisches Sulfatderivat umwandelt werden und von da
aus in durch einen nukleophilen Angriff mit Allylamin oder Natriumsulfit in die
Heterozyklen Aza- oder Thioanhydrodeoxyalditole umgewandelt werden (Abbildung
3-9) [97;98].
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HO 1,2:5,6-Bicyclo-erythro-sulfat
Erythrit e Y y

AcO OAc

Thioheterocyclisches
Derivat

Abbildung 3-9 Herstellung von Aza- und Thioderivaten von Erythrit

Durch Elektrooxidation an Platin in sauerem Milieu ist die Herstellung von
Erythrulose, Erythrose und Erythrinsaure aus Erythrit mdglich (Abbildung 3-10) [99].
Erythritsdure ist zudem ohne die Bildung von Nebenprodukten durch eine Oxidation
an Ru**-Katalysatoren durch N-Bromoacetamid zugénglich [100]. Durch den Einsatz
von Quecksilberacetet kdnnen bei Erythrit und Threit die

sekundaren Hydroxylgruppen ganz oder teilweise in Ketogruppen umgewandelt
werden [101]. Alle Produkte dienen als Vorlaufersubstanzen fir Feinchemikalien und
Pharmazeutika.
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Abbildung 3-10 Oxidation von Erythrit an Platin zu Erythrose, Erythrulose und Erythritsaure

Phenylboronsaure reagiert mit Erythrit und Threit zu kristallinen
Phenylboronséaurestern. Diese kdnnen als Komplexbildner in der
Kohlenhydratchemie eingesetzt werden. Sie kdnnen auch als Strukturfragmente in
hoheren Polyolen eingesetzt werden, wo sie deren Komplexchemie bestimmen [102].
Als Nebenprodukte dieser Reaktion entstehen bicyclische Dioxane, die Verwendung
in der klassischen Chemie aufweisen (Abbildung 3-11).

(@)
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Phenylboronséureester

Sas OO RPS

Bicyclische Dioxane

Abbildung 3-11 Herstellung von Phenylboronsaureestern mit Erythrit und als Nebenprodukte gebildete
Dioxane

Die Ester der Gallussaure [103] stellen eine im Pflanzenreich weit verbreitete
Substanzklasse [103;104] dar. Sie sind von wesentlicher Bedeutung fir den
Selbstschutz der Pflanzen [105] und finden Verwendung im der
Nahrungsmittelherstellung [106], der Kunststoffindustrie und in der
Lederverarbeitung [107;108]. In jungster Zeit wurde ihre biologische Funktion als
Antioxidans [109;110;111], als Mittel gegen Krebsentstehung [112;113] und als Mittel
gegen Mutagenese [114] erforscht. Insbesondere in der Leder verarbeitenden
Industrie gibt es groRe Bemiihungen, die gangigen Cr3*-Salze durch alternative,
umweltfreundlichere Mittel zu ersetzen. Erythrit l&sst sich mit Gallusséure vollstandig
verestern. Es stellt damit einen interessanten Weg zum Ersatz von Chromsalzen dar
(Abbildung 3-12) [115]. Die Wirksamkeit von Erythrit-Gallussaure-Estern in den
genannten Anwendungsfeldern steht zu untersuchen.
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Abbildung 3-12 Gallussaure und Tetra-galloyl-meso-erythrit

Auch in mikrobiologischen Prozessen wird Erythrit als Substrat eingesetzt. Bei der
aeroben Umsetzung durch Gluconobacter entsteht Erythrulose [116]. Dieses wird
unter anderem als Braunungsmittel [117;118] eingesetzt und dient als Vorstufe fur
weitere Veredelungen zu 4-Amino-3-hydroxy-2-keto-butansaure und 1,2,4-Butantriol
(Abbildung 3-13). Erythrulose hat weiterhin Bedeutung als Vorstufe fir die
Herstellung von Biotin, Swainsonin, Anamarin, (-)-Argentiolacton, (+)-Goniothalmin
und (+)-Tupilapin [119;120].

OH
HO
OH OH HO
/ (R)-1,3,4-Butantriol
1 OH o)
—_—
HO HO \ 0
HO
HO HO o
Erythrit D-Erythrulose
y v HO
H,N

(-)-4-Amino-3-hydroxy-
butansaure

Abbildung 3-13 Erythrit als Vorstufe fir 1,3,4-Butantriol und 4-Amino-3-hydroxy-Buttersdureketon

Durch eine Kofermentation von Erythrit mit Saccharose oder Fructose durch z.B.
Alcaligenes faecalis, Burkholderia cepacia, B. caryophylli, B. andropogoni oder
Agrobacterium tumefaciens entsteht Threit (Abbildung 3-14) [121], welches als
Ausgangssubstanz fur Cytostatika wie Treosulfan [122;123;124;125],
Tetrabutyratester [126], 1,4-Dithiothreit und Benzylthreit bildet. Threit kann wie
Erythrit in Latentwarmespeichern Verwendung finden [127], da sein Schmelzpunkt
fur den Temperaturbereich um 80 < ideal geeignet i st.
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Abbildung 3-14 Herstellung von D,L-Threit aus Erythrit

Erythrit wird als Substrat in der Bildung von Mannosylerythritlipiden (MEL) durch
Fermentation mit z.B. Pseudozyma aphidis eingesetzt (Abbildung 3-15) [128]. MEL
werden zur Behandlung von Schizophrenie und Erkrankungen des
Dopaminstoffwechsels [129], zur Aufreinigung von Proteinen [130;131] oder als
Antiagglomerantien in Eiskristallschlammen [132].

RE
R2
o OH
R4 Q
R3 OH

Mannosylerythritlipid
Abbildung 3-15 Mannosylerythritlipid

3.4 Herstellung von Erythrit

3.4.1 Chemische Verfahren

Es existieren mehrere chemische Syntheseprozesse, die zur Herstellung von Erythrit
in der Industrie angewendet werden oder wurden.

Eine Moglichkeit zur Herstellung von Erythrit besteht in der Reaktion von Chlor mit
Buten-2-diol-1,4 in wassrigem Alkalicarbonat. Das entstandene Erythrit-2-chlorhydrin
wird in alkalischer Natriumcarbonatldsung verseift. Dieses Verfahren hat gegentiber
der Herstellung von Erythrit aus Buten-2-diol-1,4 Gber Bromierung, Abspaltung von
Bromwasserstoff und Uberfiihrung des Butadiendioxyds mit Wasser in Erythrit den
Vorteil einer einfacheren Prozessfuhrung, des niedrigeren Preises und der besseren
Ausbeute (Abbildung 3-16) [133].

OH OH OH
Cl <« OH
/ Em— —_—
HO HO
HO HO HO
Buten-2-diol-1,4  Erythrit-2-chlorhydrin Erythrit

Abbildung 3-16 Herstellung von Erythrit aus Buten-2-diol-1,4
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Ausgehend von Starke als Rohmaterial wird Dialdehydstarke durch Spaltung mit
Periodat erzeugt [134]. In der anschlieRenden Reaktion wird die Dialdehydstarke
durch hydrogenolytische Spaltung in Erythrit und Ethylenglycol gespalten. Es
entsteht ein &quimolares Gemisch von Erythrit und Ethylenglycol (Abbildung 3-16)
[135;136]. Durch die ungunstigen Prozessbedingungen der
Dialdehydstarkeherstellung (elektrochemische Regeneration des Periodates und
Verlust an Periodat) war der Prozess gegenlber Fermentationsprozessen nicht
wirtschaftlich. 1993 wurde Erythrit durch Japan Carlit zum Preis von 17,90 EUR/kg
hergestellt [61].

OH OH
OH
O
.-llOH
* O * ———
| ﬁ 4 HO g
OO HO
HO

Dialdehydstéarke Erythrit Ethylenglycol
Abbildung 3-17 Herstellung von Erythrit aus Dialdehydstérke

Die Herstellung von Erythrit aus Dialkylestern von Weinséure wird durch die
Reduktion an Kupfer-Chrom-Oxid Katalysatoren mdglich gemacht [137]. Durch die
Hydrierung des Esters entsteht Erythrit und der entsprechende Alkylalkohol im
doppelten molaren Verhéltnis zu Erythrit (Abbildung 3-17).

OR OH
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I MO L RoH
HO HO
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Dialkylweinséaureester Erythrit

Abbildung 3-18 Herstellung von Erythrit durch Reduktion von Dialkylweinsaureester

Die Hydrierung von Weinséure durch Raney-Nickel-Katalysatoren ergibt ein Gemisch
aus Erythrit und D,L-Threit. Dieses Gemisch kann in seine Bestandteile getrennt
werden oder katalytisch zu Erythrit isomerisiert werden (Abbildung 3-19) [138].
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Abbildung 3-19 Herstellung von Erythrit und Threit durch Hydrierung von Weinséure
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3.4.2 Biotechnologische Verfahren

Die Herstellung von Erythrit durch Mikroorganismen ist zu Beginn der 50er Jahre des
vergangenen Jahrhunderts mit einer Reihe von osmophilen Pilzen und Hefen
beschrieben worden [139]. In der folgenden Zeit wurden eine Vielzahl an
Organismen gefunden, die in der Lage sind, Erythrit zu bilden [140;141;142;143;144].

3.4.2.1 Stoffwechselweg

Mikrobiell kann Erythrit durch Hefen und Bakterien hergestellt weden. Der
Stoffwechselweg zur Biosynthese von Erythrit mit Hefen ist in allen Fallen der
Pentosephosphatweg. Die Herstellung von Erythrit durch Bakterien liefert so geringe
Ertrage, dass eine wirtschaftliche Produktion aussichtslos ist.

Der Pentosephosphatweg ist in den oxidativen Abschnitt und den nichtoxidativen
Abschnitt unterteilt. Das bekannte Schlussglied bildet Erythrose-4-Phosphat. Um von
diesem Zwischenprodukt zu Erythrit zu gelangen, muss noch mittels einer
Phosphatase dephosphoryliert und mit einer Aldosereduktase hydriert werden. Es
stehen zwei mdgliche Ablaufe zur Wahl: zuerst wird Erythrose-4-phosphat
dephosphoryliert und die entstandene Erythrose hydriert oder zunachst wird Erythrit-
4-phosphat hydriert und das entstandene Erythrit-1-phosphat dephosphoryliert. Eine
Suche in Enzymdatenbanken deckt Enzyme auf, die beide Wege mdglich erscheinen
lassen. Untersuchungen an osmophilen Hefen, die zur Erythritproduktion
kommerziell eingesetzt werden, haben gezeigt, dass in diesen Organismen
Erythrosereduktasen vorliegen. Durch sie wird aus Erythrose Erythrit unter
Verbrauch von NADH + H* erzeugt [145;146;147;148;149;150]. Aus diesem Grund
muss Erythrose-4-phosphat zuerst dephosphoryliert werden. Erst danach kann die
entstandene Erythrose in Erythrit umgewandelt werden.

Die Umwandlung von Erythrose in Erythrit mittels Erythrosereduktase stellt fir den
Organismus eine wichtige Reaktion dar. Eine defekte Erythrosereduktase wirde
weitreichende Konsequenzen auf das gesamte Stoffwechselnetzwerk des
Organismus haben.

Ist der Organismus nicht in der Lage, Erythrose auszuschleusen oder tber andere
Stoffwechselwege abzubauen, so wird die Erythrosekonzentration so lange
ansteigen, bis das Reaktionsgleichgewicht erreicht ist. Zum einen wirde sich der
Metabolit Erythrose anhaufen und die Reaktion wiirde bei Erreichen einer
Hemmkonzentration keine Neubildung von Erythrose mehr zuzulassen, da das
thermodynamische Gleichgewicht erreicht ist. Der gesamte nachfolgende
Stoffwechselweg wird dadurch gehemmt und die Subtrate missen Uber alternative
Stoffwechselwege entsorgt werden. Ein moglicher alternativer Stoffwechselweg ist
die Reaktion von Erythrose-4-phosphat mit Xylose-5-phosphat durch eine
Transketolase zu Fructose-6-phosphat und Glycerinaldehyd-3-phosphat.
Glycerinaldehyd-3-phosphat kann zu Ethanol und Glycerin umgesetzt werden,
Fructose-6-phosphat kann nach teilweisem oder vollstandigen Durchlaufen der
Glycolyse ebenfalls zu Ethanol und Glycerin umgesetzt werden.

Weiterhin kann, da Erythrose nicht mehr in Erythrit umwandelt werden kann, das
NADH + H" nicht mehr in NAD" umgewandelt werden. Um dem Stoffwechsel nicht
auf Dauer entzogen zu werden, muss der Kofaktor also tber alternative
Stoffwechselwege regeneriert werden. Da zugleich alternative Stoffwechselwege zur
Energiegewinnung beschritten werden missen und der Stoffwechsel wie oben in
Richtung Erythrit blockiert ist, stinde also auch die oben beschriebene Mdglichkeit
der Erzeugung von Glycerin und Ethanol offen.

Liegt in der Zelle ein hoher Spiegel an NADPH vor, so wird das Enzym Glucose-6-
phosphat-Dehydrogenase und damit der gesamte oxidative Zweig des
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Pentosephosphat-Zyklus gehemmt. Dies bedeutet weiterhin, dass die Produktivitat
an Erythrit sinkt und dass die Gberschissigen Reduktionsédquivalente an anderer
Stelle im Stoffwechsel in NADP* umgewandelt weden miissen. Mdglich ist hierbei die
Bildung von Glycerin und Ethanol, die aus dem in der Glycolyse entstehenden
Zwischenstufen Glycerinaldehyd-3-phosphat und Dihydroxyacetonphosphat
entstehen kbnnen.

Eine vollstandig defekte, ganz oder teilweise gehemmte Erythrosereduktase sorgt
also fur ein Absinken der Erythritbildung. Dieses Enzym stellt somit einen wichtigen
Ansatzpunkt zur genetischen Verbesserung eines Erythrit bildenden Organismus dar.
In der nachfolgenden Abbildung 3-20 wird der Stoffwechselweg der Erythritbildung
fur Pilze abgebildet. Hierbei werden sowohl die Bildung des Produktes als auch der
Nebenprodukte in Betracht gezogen. Es ist jedoch nicht geklart, wie das Substrat
vom Organismus aufgenommen wird, der in der Abbildung gezeigte
Aufnahmemechanismus ist jedoch wahrscheinlich und konnte durch eigene
Untersuchungen untermauert werden.

Die Bildung von Erythrit ist an die Bildung der Biomasse gekoppelt. Es liegt also ein
wachstumsgekoppelter Prozess vor. Pilze als Eukaryonten verfiigen Gber einen
wesentlich komplexeren Stoffwechsel als prokaryontische Bakterien. Ein
Biomassewachstum zieht daher nicht zwangslaufig die Erythritausschittung nach
sich, wie es bei einem bakteriellen Metabolismus zu erwarten ware. Die
Energiegewinnung in Pilzen kann sowohl Uber den Pentosephosphatweg als auch
Uber die Glycolyse und daran angeschlossen den Citronensaurezyklus oder die
Vergarung erfolgen.
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Abbildung 3-20 Stoffwechselnetzwerk von SZ 101 unter Einbeziehung der Glycolyse und des Pentosephosphatwegs sowie der zellinternen Substratumwandlung
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3.4.2.2 Osmotischer Druck und Auswirkung der Substr atkonzentration

Die Bildung von Erythrit erfolgt als Reaktion gegentiber dem hohen osmotischen
Druck des umgebenden Mediums sowie zur Energiegewinnung. Die Zelle ist
bestrebt, im Gleichgewicht mit ihrer Umgebung zu stehen. Mdglich ist daher die
Abgabe von Wasser aus dem Zellinneren an die Umgebung, um dadurch die interne
Teilchenkonzentration zu erh6hen und das umgebende Medium zu verdiinnen.
Andererseits besteht auch die Mdglichkeit, das umgebende Medium als Substrat zu
verstoffwechseln und dadurch im Zellinnern Osmolyte anzuhaufen und durch die
Verminderung der osmotisch wirksamen Teilchen im umgebenden Medium einen
Gleichgewichtszustand zu erreichen [151;152]. Die Bildung von Erythrit erfillt zwei
Zwecke, den der Energiegewinnung und den der Osmoprotektion.

Das Vorhandensein von hohen Zuckerkonzentrationen hat verschiedene
Auswirkungen auf das Medium und damit auch auf die Mikroorganismenzelle. Mit
steigender Zuckerkonzentration sinkt die Sauerstoffléslichkeit im Medium, gleichsam
steigt die Viskositat an. Dies bedeutet einen schlechteren Sauerstoffiibergang zu den
Zellen. Schlechte Sauerstoffversorgung ist ein in der Mikrobiologie haufig
beschriebener Tatbestand, der bei Hefen zur Umstellung des Stoffwechsels von
oxidativem Stoffwechsel (Uber den Pentosephohatweg oder den
Tricarbonsaurezyklus) auf anaeroben Garungsstoffwechsel fuhrt [153;154].

In Gegenwart von geldsten Stoffen sinkt die Wasseraktivitat einer Losung, d.h. die
Menge an frei verfigbarem Wasser nimmt ab [2]. Da die Wechselwirkungen
unterschiedlicher Stoffe mit Wasser sehr unterschiedlich sind, ist die Wasseraktivitat
von Losungen gleicher Molaritat fast immer unterschiedlich. Tabellen und
Umrechnungsformeln sind jedoch fur unterschiedliche Stoffe erstellt worden
[155;156]. Bei verminderter Wasseraktivitat ist das Wachstum von Mikroorganismen
eingeschrankt. Fur die technische Anwendung bedeutet dies, das die Gefahr einer
Kontamination mit steigender Substratkonzentration abnimmt.

Als Reaktion auf einen erhéhten osmotischen Druck bilden viele Pilze Polyole,
insbesondere Glycerin, als Osmolyten zur Stabilisierung des Zellinnendrucks. Mit
zunehmendem osmotischen Druck steigt die Bildung der Polyole. Die Bildung dieser
Nebenprodukte mindert die Ausbeute und erhdht die Kosten fir die Aufarbeitung, da
die anderen gebildeten Polyole ahnliche physiko-chemische Eigenschaften wie
Erythrit haben.

3.4.2.3 Ubersicht von Verfahren der Erythritprodukt  ion
Die verschiedenen Verfahren der Erythritherstellung lassen sich an Hand einiger
Punkte unterscheiden:

* Substratquelle (Kohlenwasserstoff, Kohlenhydrat)

* Erzeugung von osmotischem Stress (Salz, Kohlenhydrat)

» Mikroorganismus (Hefe, Pilz, Bakterium)

* Prozessfuhrung (batch, fed-batch, repeated batch und continuous culture)

* Reaktorform (Ruhrkessel, Blasensaule, Schuittelkolben)

e Immobilisierungmethode
In den nachfolgend aufgefiihrten Verfahren werden maximale Erythritkonzentrationen
von 250 — 300 g/L in einer fed-batch Fermentation im 4 m3-Mal3stab erreicht. Dieser
Wert ist jedoch nur einmal berichtet worden [157] und im Vergleich zu den anderen
Verfahren sehr hoch.
Die maximal erreichten Ausbeuten betrugen 68,4 % (w/w) [158]. Dieser Wert ist
beachtlich hoch und erreicht fast das theoretische Maximum von 68,7 %. Dieses
Patent stellt die einzige Quelle dar, in der Erythritausbeuten mit einem Kohlenhydrat
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als Substrat eine Ausbeute von mehr als 53 % erzielt werden. Untersuchungen mit
diesem Stamm wurden jedoch noch nicht einem grof3eren Volumen durchgefihrt.
Die hochste jemals berichtete Produktivitat betrug 2,94 g/Lh [159] und liegt damit um
20 % vor dem nachsten Verfahren. Diese Produktivitat ist fir die Herstellung eines
Zuckeralkohols mittels osmophiler Hefen sehr gut.

Die industriell eingesetzten Verfahren verwenden fast ausschlie3lich Stamme, die in
einem Screening selektriert wurden. Dabei kommen nur Organismen zur
Verwendung, die auf Grund eines oder mehrer spezieller Merkmale ausgewahlt
wurden. In der Mehrzahl sind dies Stamme, die eine gewisse Mindestkonzentration
von Substrat (30 —40 % (w/w)) tolerieren sowie einen kostengunstigen komplexen
Stickstoff- und Supplinlieferanten verwernen kdnnen (zumeist Nebenprodukte der
Maisherstellung wie Maisquellwasser oder Maisquellpulver).

Die nachfolgende Tabelle 3-3 gibt einen Uberblick tber Literaturstellen, in denen
Verfahren zur Herstellung von Erythrit beschrieben sind.

Erflllen die Stamme nicht diese Anforderungen oder sollen sie weiter optimiert
werden, so kommen Mutationsverfahren, gekoppelt mit einem Screeningverfahren,
zum Einsatz. Ziel dieser Arbeiten ist zumeist die Erzeugung von Mutanten mit hoher
und schneller Produktbildung. Als Methoden werden mutagene Chemikalien und UV-
Strahlung verwandt.

In Tabelle 3-4 sind Verfahren aufgelistet, mit denen Mutanten von bekannten
Erythritbildnern erfolgreich erzeugt wurden.
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Tabelle 3-3 Fermentative Verfahren zur Herstellung von Erythrit
) .. Y(PIS)
Autor Jahr  Organismus Erythrit Betrieb Dauer 1; pH Produkiivitat [% Nebenprodukte Produktionsmedium
[o/L] h rc [o/Lh] (W)
Hajny, G.J. et al. 1964 Torula ? 37 Schiittelkolben, Batch 168 30 k.A. 0,22 45,6 k.A. 35,7 % Glucose, 1,0 % Maisquellwasser, 0,17 % Harnstoff
[160]
Dezeeuw, J.R. und 1973 Candida lipolytica ATCC 20341 111 Schittelkolben, Batch, 200 UpM 216 25 3,5 n.d 12,9 g/L D-Mannitol, 0,2 g/L D- 4 mL/20 mL gemischte n-Alkane (10% n-Ci4Hso, 42% Nn-CisHgz, 22% n-
Tynan, E.J. Arabitol Ci16H34;12% n-Cy7H36, 6% N-CigH3s), 2 g/L Harnstoff, 1 g/L (NH4)2S04, 1 g/L
[161] CaS04:2 h20, 0,5 g/L (NH4)2P0O4, 0,5 g/L K2S04, 0,25 g/L MgS04-7 h20, 2,5
mg FeS04-7 h20, 10 mg/L MnSO4-H20
Hattori, K. und Suzuki, 1974 Candida zeylanoides Mutante KY 55 Schiuttelkolben, 220 UpM, Batch 120 30 2,7-3,6 0,46 55 ~5 g/L Mannit, ~20 g/L 10 % (w/v) n-Alkan (C16), 2,0 % NacCl, 0,3 % Hefeextrakt, 8 % (NH4)2S04, 0,5 %
[162] T. 6166 Zitronensaure KH2PO4, 0,05 % MgS04-7 h20, 0,05 % MnS0O4-5 h20, 2 mg/L, ZnSO4-7 h20
7 mg/L, CuSO4-5 h20 50 pg/L, Thiaminhydrochlorid 1,0 mg/L (sterilfiltriert)
Ishizuka, H. et al. 1989 Aureobasidium sp. SN-G42 175 Jar Fermenter, Batch, 1000 UpM 96 35 54 - 1,82 47,6 Glycerin als Zwischenprodukt 40 % Glucose, 2,0 % Hefeextrakt
[163] 4,1
Bisping, B. et al. 1989 Aspergillus niger Stamm 836 BS, Batch, 3 % Calciumalgenat k.A. kA, kA. 0,3 k.A. 1,6 g/Ld Glycerin 20 % Saccharose
[164]
Horikita, H. et al. 1989 Aureobasidium sp. SN-G42 k.A. Kont. Kult. mit Abtrennung und 113/16 35 4,2 51 50 Ethanol Batch-Phase: 40 % (w/v) Glucose, 8 % Maisquellwasser, Kont. Phase: wie in
Ruck-fuhrung der Biomasse, 1000 7 Batch-Phase
[165] UpM
Sasaki, T et al. 1990 Aureobasidium sp. SN-124A, 98,6 Fermenter, Batch, 230 UpM k.A. 35 4 k.A. 49,3 4,4 g/L Glycerin 20 % Glucose, 1,6 % Maisquellwasser
[166] Mutante FERM BP-1430
Hodtmann, U. et al. 1991 Pichia farinosa ATTC20210 ~4 Blasenséaule, Batch, immobilisiert 290 30 9,5 k.A. k.A. 62,7 g/L Arabit, 76,5 g/L 21 % Glucose, 1 % Hefeextrakt, 0,5 % Harnstoff, 0,5 % MgS04-7 h20, 1 %
[167] auf gesinterten Raschigringen Glycerin KH2PO4, 0,1 % CaCl2
Hodtmann, U. et al. 1991 Pichia farinosa ATTC20210 ~4 Blasensaule, Batch, freie Zellen 290 30 9,5 k.A. k.A. 53,2 g/L Arabit, 63,8 g/L 20 % Glucose, 1 % Hefeextrakt, 0,5 % Harnstoff, 0,5 % MgS0O4:7 h20, 1 %
[167] Glycerin KH2PO4, 0,1 % CaCl2
Veiga Da Cunha, M. et 1992 Leuconostoc oenos 0,44 Fermenter, 250 UpM, anaerob 72 25 4,8 0,01 16 Acetat, Lactat, Ethanol, FT-Medium ohne MnSO4 und Tween 80, 5 g/L Glucose
[168] al. Glycerin, Alanin
Omar, S.H. et al. 1992 Aspergillus niger Stamm 836 k.A. Schiittelflaschen, Batch, 200 144 30 50- k.A. k.A. 10 g/L Polyole, 18 g/L 160 g/L Saccharose, 150 mg/L KH2PO4, 600 mg/L NH4NO3, 450 mg/L
[169] UpM, 3 % Calciumalginat 2,0 Citronensaure MgS0O4-7 h20, 0,1 mg/L FeSO4, 0,25 mg/L ZnSO4
Aoki, M.A.Y. et al. 1993 Trichosporonoides Stamme 43 Schuttelkolben, 200 UpM, Batch 144 30 6.0 - 0,30 43 2,7 g/L Glycerin 10 % Glucose/Saccharose, 0,5 % Hefeextrakt, 0,1 % Harnstoff
[170] 6.4
Kim, S.Y. et al. 1997 Trigonopsis variabilis KCCM 35523 46 Rihrkessel, Batch, 300 - 1200 240 30 6 0,19 28,6 k.A. Initial 100 g/L Glucose, 5 g/L Hefeextrakt
[171] UpM
Ueda, M. und 1997 (Yallowia) Yarrowia lipolytica ATCC 205,5 Kulturtank, Batch 96 27 4 2,14 EiL8 k.A. 41 % (w/v) Glucose, 2,0 % Hefeextrakt, 0,1 % Thiaminhydrochlorid
[172] Yamagishi, K. 8661
Chang, C.C. und Liu, 1997 HD22 3 %W/ KA. 96 34 ?-2,1 k.A. 30 Arabit 20 % Glucose, 0,4 % Hefeextrakt, 0,1 % Soyaproteinhydrolysat, 0,5 % NH,SO,,
[173] Y.T. ) 0,1 % CaCOs
Yang, J.P.-W. 1997 HD 22 k.A. k.A. k.A. kA. kA k.A. 30 k.A.
[174]
Abe, S. und Satoshi, M. 1998 Moniliella pollinis MCI 3555 180,5 Fermenter, Batch, 800 UpM 96 35 35- 1,88 45,1 6,7 g/L Glycerin 40 % Glucose, 2,522 % Maisquellwasser, 0,6305 % NH4S04, 0,1 % KH2PO4,
[175] 3,7 0,005 % ZnS0O4, 0,005 % Vitamin B1, 0,05 % Antischaum
Park, J. et al. 1998 Trichosporon sp. 149 Fermenter, Fed-Batch, RK, 600 80 835! 3,5 1,86 51 k.A. 22 % (w/v) Glucose, 4,5 % Maisquellwasser, 0,05 % Tween 20
[176] UpM
Sheiru, K. 1999 CJ-NT1 182
[177]
Hirata, A. et al. 1999 Ustilaginomycetes (Ustilago) 618A- 100 Jar Fermenter, Fed-Batch 530 30 k.A. 0,19 39,3 keine Nebenprodukte 6 % Glucose, 1,0 % Trypton, 0,5 % Hefeextrakt, 0,5 % NaCl
[178] 01
Hirata, A. et al. 1999 Ustilaginomycetes (Ustilago) 105 Jar Fermenter, Fed-Batch 630 30 k.A. 0,17 41,2 keine Nebenprodukte 10 % Glucose, 1,0 % Trypton, 0,5 % Hefeextrakt, 0,5 % NaCl
[178] Stamm 618A-01
Willke, T. (unveroff. 1999 Sz 101 140 Schittelkolben, 120 UpM, Batch 232,32 30 50- 0,60 51 15,0 g/L Glycerin, 2,5 g/L Ribit 330 g/L Glucose, 10 g/L Hefeextrakt,
Daten) 3,0
Willke, T. (unveroff. 1999 Sz 101 40 Schiittelkolben, 120 UpM, Batch 184,56 30 50- 0,22 32 7,93 g/L Glycerin, 3,25 g/L 330 g/L Glucose, 10 g/L Hefeextrakt,
Daten) 3,2 Ribit
Cho, H. et al. 1999 Trichosporonoides megachiliensis 116 Schuttelkolben, 240 UpM 96 835! k.A. 1,21 k.A. 4,8 g/L Glycerin 30 % (w/v) Glucose, 1,0 % Hefeextrakt, 60 ppm Calcium als Ca(OH)2
[179] MCI 3369
Cho, H. et al. 1999 Moniliella pollinis MCI 3371 180,8 Ruhrkessel, 800 UpM 93 35 3,8- 1,94 45,2 18,6 g/L Glycerin 40 % Glucose, 1,5 % Maisquellwasser, 0,886 % NH4S04, 0,1 % KH2PO4,
[179] 4,0 0,005 % Thiaminhydrochlorid, 0,005 % Antischaum, 30 ppm Calcium als Ca(Cl)2
Cho, H. et al. 1999 Moniliella pollinis MCI 3371 147 Schittelkolben, 240 UpM 96 35 k.A. 1,53 36,7 7,7 g/L Glycerin 40 % Glucose, 1,5 % Maisquellwasser, 0,886 % NH4S04, 0,1 % KH2PO4,
0,005 % Thiaminhydrochlorid, 0,005 % Antischaum, 60 ppm Calcium als
U] Ca(OH)2
Kim, S.Y. et al. 1999 Trigonopsis variabilis KCCM 10120, 170 Ruhrkessel, Fed-Batch, 300 - 80 30 55 2,13 42,5 k.A. Initial 100 g/L Glucose, 5 g/L Hefeextrakt. Gesamt 2,0 I.
[180] NTG/UV Mutante von KCCM 35523 1200 UpM
Kim, S.Y. et al. 1999 Pichia sp. KCCM 10129, NTG/UV- 212 Ruhrkessel, Fed-Batch, 300 - 72 30 55 2,94 53 k.A. Initial 100 g/L Glucose, 33,3 g/L Hefeextrakt, 8,33 g/L KH2PO4, 0,33 g/L
[181] Mutante eines Wildtypisolates aus 1200 UpM MgS04-7 h20, Gesamt 1,8 I.
Luft
Kristofikova, L. et al. 1999 Aureobasidium pullulans, NTG/UV- 130 Fermenter k.A. kA. kA k.A. 74,55 keine Nebenprodukte 20 % Glucose
[182] Mutante A-321
Nishita, K. und Uetake, 1999 Trichosporonoides megachiliensis 168 (1) Fermenter, 680 UpM 96 (1)/ 35 k.A. 1,75 (1) / 42 (1)/ k.A. Zyklus 1: 40 % Glucose, 1,0 % Hefeextrakt, Antischaum, Zyklus 2: 40 % Glucose
N. SN-G42 /200 72 (2) 2,78 (2) 50 (2)
[183] @)
Yang, S.W. et al. 1999 Candida magnoliae KFCC 11023, 85 Ruhrkessel, Batch 156 28 7 0,54 43 < 2 g/L Glycerin 20 % (w/v) Glucose, 0,5 % Hefeextrakt, 0,5 % KH2PO4, 0,2 % (NH4)2S04,
[184] EMS-Mutante M2 0,04 % MgS04-7 h20
Segueilha, L. 1999 N.N N.N. Repeated Fed-Batch N.N. N.N.  N.N. N.N. N.N. N.N. < 200 g/L Zucker in allen Kultivierungsstufen
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2001

2001

2001

2001

2001

2001

2001

2001

2002

2002

2002

2002

2002

2003

2003

2003

2003

Trichosporonoides madida DS 911

Trigonopsis variabilis KCCM-10120

Candida magnoliae

Torula sp.

Pichia sp. KCCM 10129, NTG/UV-
Mutante eines Wildtypisolates aus
Luft

Trigonopsis variabilis KCCM-10120
Torula sp. DS101 KCCM-10171
Candida magn. SR 101 KCCM-
10160

Moniliella pollinis var. tomentosa
(TCV364)

Strain 166-2, moglicherweise
Moniliella

Torula sp.

Torula sp.

Moniliella tomentosa var. pollinis
Moniliella tomentosa var. pollinis
Moniliella tomentosa var. pollinis
Trichosporonoides megachiliensis
Torula corallina

Moniliella sp., Stamm N61188-12
Candida magnoliae Wildtyp

Candida magnoliae Mutante

Penicillium sp. KJ-UV29

233

170

187

196

212

170
223
143
250-
300
111
182
192
170
90
175
k.A.
178
239
14
125

45

Fermenter 50 |, 300 UpM, 1 vvm

Fermenter 5 |, Fed-Batch, 300-
1200 UpM, 1,0-2,0 vvm

3,3 L Jar Fermenter, Fed-Batch,
pO2 > 20 %

3 L Jar-Fermenter, Batch
500-850 UpM, 0,5 vvm
Fed-Batch

Fed-Batch
Batch
Batch
Fed-Batch

5 L Jar-Fermenter, Batch, 900
UpM, 1 vwm

5 L Jar Fermenter, Batch, 500-800
UpM, 0,5 vwm

3 L Jar Fermenter, Fed-Batch,
500-850 UpM, 0,5 vwm

20 L RK, Fed-Batch, 400 UpM,
0,3 vwwm

20 L RK, Batch, 400 UpM, 0,3
vvm

80 L Blasensaule

k.A.

3 L Jar-Fermenter, Batch, 500 -
850 UpM, 0,5 vwm
Schuttelkolben, 150 UpM,

1L Jar Fermenter, Batch, 700
UpM, 1 vwm
1 L Jar Fermenter, Batch, 700
UpM, 1 vwwm
5 L Jar Fermenter, Batch, 200
UpM, 1 vwm

122

80

68

135

72

80

140

205

240

144

135

88

180

210

339

k.A.

138

144

150

144

192

35

30

28

34

30

30

34

28

35

30

34

34

30

30

30

k.A.

34

30

28

28

37

3,5

5,5

55

55

5,5
5,5
7,0-?
KA.
5,3-3,2-
4,4

5,5

5,5

k.A.
5,5-2,6
5,5-2,6
KA.

5,5

6,0

7,0

7,0

7,0-4,0

191

2,13

2,8

1,45

2,94

2,13
1,55
0,7

k.A.
0,77
1,35
2,26
0,92
0,43
0,52
k.A.
1,29
1,66
0,09
0,89

0,23

k.A.

36,4

41

49,9

47,3

36,4
44,6
57
KA.
37
455
48
KA.
35
37
KA.
445
68,4
35
50

k.A.

k.A.

k.A.

63 g/L Glycerin, 58 g/L
Citronensaure

k.A.

k.A.

k.A.

k.A.

k.A.

k.A.

k.A.

k.A.

k.A.

5 g/L Glycerin, 2 g/L Ribit,

2 g/L DP-3, 5 g/L DP-3

70 g/L Glycerin und Ribit

75 g/L Glycerin, Ethanol und
Ribit

k.A.

2 mM Fumarat

keine Nebenprodukte gebildet
k.A.

k.A.

20,7 g/L Glycerin

40 % (w/v) Glucose, 0,1 % Hefeextrakt, 4 % Maisquellwasser, 0,1 % Phytinsaure.
Bei ver-brauchter Glucose Austausch von 10 L Kultur gegen 10 | Glucosesirup
und 350 g Maisquellwasser

Initial 200 g/L Glucose, 10 g/L Hefeextrakt (2 L), Zufiittern 1000 g Glucose, 110 g
NaCl (1 L)

Initial fur Wachstumsphase 20 g/L Glucose, Zufittern bis zu 50 g/L, einfache
Zugabe

auf 400 g/L Glucose fur Produktionsphase, 212 g/L Hefeextrakt

400 g/L Glucose, 20 g/L Hefeextrakt, 10 mg/L MnSO4-4 h20, 2 mg/L

CuS04-5 h20

Initial 180 g/L Glucose, 60 g/L Hefeextrakt, 15 g KH2PO4, 0,6 g MgS04-7 h20
(1,8 L), Zufuttern von 1,2 L mit 1020 g Glucose und 60 g NaCl

Initial 200 g/L Glucose, 10 g/L Hefeextrakt (2 L), Zufiittern 1000 g Glucose, 110 g
NaCl (1 L)

50 % Saccharose, 2,5 % Hefeextrakt, 0,3 % KH2PO4

25 % Glucose, 0,5 % Hefeextrakt, 0,2 % (NH4)2S04, 0,5 % KH2PO4, 5 % KClI,
0,04 % MgS0O4

Starkehydrolysat, 4,5-5 % (w/v) Maisquellwasser, 400-500 ppm Silicondl
(SAG471), 400-500 ppm Xanthan

30 % Glucose, 1 % Hefeextrakt

400 g/L Glucose, 20 g/L Hefeextrakt, 0,5 mM Phytinsaure

400 g/L Glucose, 20 g/L Hefeextrakt, 3,3 mM Phytinsaure

352 g/L Glucose, 20 g/L CSL, 1 g/L Harnstoff, 0,3 g/L SAG 471, 0,3 g/L Xanthan
32 % (w/v) Glucose, 2 % (w/v) Maisquellwasser, 0,1 % (w/v) Harnstoff,

0,3 g/L SAG 471 Antischaum, 0,3 g/L Xanthan

k.A.

400 g/L Glucose, 2 pg/L CuS04-5 h20,

35 % Saccharose, 1 % Hefeextrakt

260 g/L Glucose, 10 g/L Hefeextrakt, 20 g/L Pepton

260 g/L Glucose, 10 g/L Hefeextrakt, 20 g/L Pepton

30 % Saccharose, 0,5 % Hefeextrakt, 0,5 % (NH4)2C204, 0,1 % KNO3, 0,01 %
NaNO3, 0,01 % FeSO4, AZ-20R Antischaum
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Tabelle 3-4 Ubersicht (iber Verfahren zur Anreicherung und zur Erzeugung von Mutanten zur Erythritherstellung

Autor Jahr Organismus Herkunft Medium Dauer [h] T [C] Methode Beschreibung
[170] Aoki et al. 1993 Trichosporonoides Honigwaben, frischer (1) 40 % Glucose oder Saccharose, 1 % Hefeextrakt, 5d Anreicherung Probe in 120 ml Kolben mit 20 ml Kulturmedium (1) bei 200 upm inkubiert. Ausstrichen auf Platte (2)
Pollen 200 Upm, (2) 20 % Glucose oder Saccharose, 1 % und bei 30 T anreichern. Uberfiinren einzelner Kolo nie auf Agarréhrchen mit 20 % Glucose oder
Hefeextrakt, 2 % Aiar Saccharose, 1 % Hefeextrakt, 0,1 % Harnstoff, 2 % Aiar
[163] Ishizuka et al. 1989 Aureobadisium SN-124A  Boden einer (1) 33,5 % Glucose, 1,0 % Hefeextrakt; (2) 22 % Mutante Kulturréhrchen mit 5 ml (1) pH 5,5 werden inkubiert. Eine zwei Tage alte Kultur aus (3) wird auf 10
Zuckerrohrplantage, Glucose, 1 % Hefeextrakt, 1,5 % Agar; (3) 22 % E7/ml verdiinnt und in eine Petrischale gegossen. Bestrahlung mit einer 15 W UV-Lampe aus 30 cm fiir
NTG/UV-Mutante Glucose, 1 % Hefeextrakt 20/40 min. Fir die NTG Behandlung wird die gleiche Kultur fiir 30 min bei RT mit 1mg/ml NTG versetzt.

Die Zellen werden auf Agarplatten (2) ausgebracht und bei 30 C 2 d inkubiert. Die Zellen werden in
Flussigkulteren von (3) Uberfuhrt. Die besten Zellen werden mit UV erneut behandelt. Screening auf
33,5 % Glucose. Der beste Stamm wird mit NTG behandelt. Der beste Stamm wird auf 40 % Glucose

1 escreent.
Die Zellen werden in einem auf Platte (1) angezogen, in Flissigkultur (2) tberfuhrt und dann in Puffer

[181] Kim etal. 1999 Pichia sp. KCCM 10129 (1) 18-22 % Glucose, Agarplatte; (2) YM-Flussigkultur; 5-6 d 28-32 Mutante
(3) 0,1 M Citratpuffer; (4) 40 % Glucose, 2% (3) gewaschen, zentrifugiert und mit 0,01 % NTG fur 25-30 min behandelt. Danach werden die Zellen in
Hefeextrakt, Agarplatte; (5) 18.22 % Glucose Flussigkultur (2) angezogen und auf Platte (4) ausgebracht. In Flussigkultur (5) werden die besten
Zellen ausgesucht, vereinzelt, und in (2) mit 250-270 nm UV-Licht bestrahlt. Der beste Stamm wird
isoliert.
[166] Nikken Chemicals 1990 Aureobasidium sp. Aureobasidium sp. SN- (1) 22 % Glucose, 0,5 % Hefeextrakt, (2) 22 % 30-35 Mutante Die Zellen werden auf (1) angezogen, auf 1:100 mit (2) verdiinnt, und mit einer 15 W UV-Lampe aus 30
124A Glucose, (3) 22 % Glucose, 0,5 % Hefeextrakt, 1,5 % cm fur 40 min bestrahlt. Die Zellen werden auf (3) angezogen und auf (1) kultiviert. Die Zellen werden
Agar, (4) 33,5 % Glucose, 1 % Hefeextrakt, 1,5 % wie oben beschrieben verdiinnt und fiir 20 min wie oben beschrieben bestrahlt. Die Zellen werden auf
Agar, (5) 33,5 % Glucose, 1 % Hefeextrakt, (6) 40 % (4) ausplattiert und in (5) kultiviert. Die Zellen werden abzentrifugiert, in 0,2 M Essigsaurepuffer mit 2 M
Glucose, 1 % Hefeextrakt, 1,5 '% Agar, (7) 40 % Glucose aufgenommen, auf 10E7/ml verdiinnt und mit Img/ml NTG fiir 30 min behandelt. Die Zellen
Glucose, 1,6 % Hefeextrakt, (8) 45 % Glucose, 1,6 % werden abgetrennt, wie oben mit Puffer gewaschen und auf (6) ausplattiert. Die Kolonien werden
Hefeextrakt, 1,5 % Agar gepickt, in (7) angezogen, mit (7) auf 10E7/ml verdiinnt und mit 200 kRad gamma-Strahlen aus 18 cm

Entfernung behandelt. Die Zellen werden auf (8) ausplattiert.
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3 Stand des Wissens

3.4.3 Zulassungssituation von Erythrit als Lebensmi ttelzusatz und fur
Pharmazeutika

Die Weltjahresproduktion von Erythrit lag 2001 bei ca. 50.000 Tonnen, die
uberwiegend in Japan (Fa. Nikken) und Italien (Fa. Cerestar) hergestellt wurden
[202]. Das von Fa. Mitsubishi und Fa. Cargill geplante Werk in lllinois (USA) zur
Herstellung von Erythrit ist umgewidmet worden [203], eine Erythritproduktion
erfolgte nie in diesem Werk. Die nachfolgende Tabelle 3-5 zeigt die aktuelle
Zulassungssituation fur Erythrit als Lebensmittelzusatz.

Tabelle 3-5 Stand der aktuellen und beantragten Zulassungen von Erythrit in Lebensmitteln

Zulassungsland Jahr der Zulassung Pharmazeutische Zulassung

Japan 1990

USA 1997

Australien 1999

Neuseeland 1999

Taiwan 1999

Singapur 2000

Korea 2000

Russland 2001

China 2001

Israel 2001

Sudafrika 2001

Mexiko 2002

Uruguay 2004

Kanada 2004

Philippinen 2004

Niederlande 2004

Belgien 2005

Finnland 2005

Argentinien 2005

Européaische Union Zulassung in der EU fur Méarz 2006
angekundigt

Codex Alimentarius Erythrit ist in den ,,Codex General

Standard for Food Additives (GSFA)"
unter der Nummer INS — 968

aufgenommen
Mercosur (Brasilien, Argentinen, 2005 (Veroffentlichung im Gesetzblatt
Paraguay, Uruguay) steht bevor)
Japan Monographie zugelassen fur JPE
Européische Union Monographie zugelassen fur Ph. Eur.

Der Einsatz von Erythrit in pharmazeutischen Produkten bedingt die Eintragung in
die nationalen und internationalen Indices und Regelwerke. Erythrit hat eine
Eintragung in den europaischen Pharmazeutischen Index sowie in die japanischen
Monographien fir Pharmazeutika erhalten.

Erythrit verhéalt sich im Stoffwechsel anders als Glucose und Saccharose, daher sind
Untersuchungen zum Einfluss auf den menschlichen Kérper notwendig. Hierzu
wurden verschiedene Untersuchungen an Mensch und Tier durchgefiihrt

Erythrit wird durch sein kleines Molekulargewicht schnell und zu ca. 90 % Uber den
Dunndarm aufgenommen und tber die Nieren ausgeschieden [204;70]. Dies
bedeutet, dass nur ca. 10 % der eingenommenen Erythritmenge in den weiteren
Verdauungstrakt gelangt. In der Darmflora kann das Erythrit zu flichtigen Fettsauren
und Methan oder elementarem Wasserstoff umgesetzt werden [205;206]. Erythrit
wird nicht durch den Stoffwechsel des Menschen zur Energieherstellung verwandt.
Die orale Einnahme von Erythrit in HOhe von 1 g/kg Kdrpergewicht hat keinen
Einfluss auf den Blutzuckerspiegel und den Insulinpegel [207]. Der Erythritspiegel im
Blut erreicht seinen Hohepunkt 30 — 40 Minuten nach der Einnahme und sinkt darauf
hin ab [208], dies gilt ebenfalls fur Diabetiker [209].
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Die Gabe von 0,4 — 0,8 g/kg Korpergewicht hat keine Auswirkungen auf die
Osmolaritat des Blutplasmas und die Wasseraufnahme der Testpersonen. Weiterhin
wurde kein Durchfall oder eine signifikante Anderung im lonenspiegel des
Blutplasmas oder des Urins festgestellt. Der Einfluss von Erythrit auf die Verdauung
war mit dem der Saccharose vergleichbar [210]. Es wurde kein schadlicher Einfluss
von Erythrit auf Flissigkeitsaufnahme, Stuhlgang, Urinausscheidung, Blutdruck,
Kdrpergewicht sowie Elektrolyt-, Creatinin-, Citrat- und Harnstoffausscheidung tber
die Nieren festgestellt. Ausscheidungen von Albumin, 2-Microglobulin und N-
Acetylglucosaminidase und Calcium waren leicht erhdht, jedoch immer noch sehr gut
im Rahmen der physiologischen Grenzen [211].

Eine allergische Reaktion wurde nur in einem einzelnen Bericht erwahnt, hierbei
erwahnt der Autor, dass nur eine der beiden (zuvor durch Beschwerden
aufgefallenen Testpersonen) nachweislich eine reproduzierbare allergische Reaktion
aufwies. Die Wahrscheinlichkeit einer Unvertraglichkeit wird auf <10 eingeschatzt
[212;213].

Eine Langzeituntersuchung an Ratten ergab, dass durch die Beimengung von bis zu
10 % Erythrit zur taglichen Nahrungsmenge keine Hinweise auf eine Tumor
induzierende oder fordernde Aktivitat oder einen Einfluss auf Fertilitat oder
Entwicklung der Nachkommenschaft gefunden werden konnten. Eine erhdhte
Sterberate konnte nicht festgestellt werden [214;215]. Bei Ratten und Hunden
wurden als Hauptausscheideweg von Erythrit die Nieren festgestellt [216;217].
Blutbild, Urinzusammensetzung sowie Verdauung zeigten bei dauerhaften Gaben
von 20 % Erythrit an der Nahrung in einer Untsuchung an Ratten keine relevanten
Nachteile fur die Tiergesundheit [218;219].

Die dauerhafte Gabe von bis zu 10 % der taglichen Nahrung tber ein Jahr hinweg
bei Hunden zeigte keine krankhaften Veranderungen in sdmtlichen Korperfunktionen
der Hunde [220].

Die Mutagenitat von Erythrit auf Salmonella typhimurium und Escherichia coli sowie
auf chinesische Hamster Fibroblastenzellen wurde untersucht. Es wurde keine
erh6hte Mutationsrate im Zusammenhang mit der Gabe von Erythrit festgestellt
[221].

Bei trachtigen Kaninchen hatte eine dauerhafte intravendse Gabe von bis zu 5 g/kg
Kdrpergewicht/d keine negativen Auswirkungen auf den Fétus und dessen
Entwicklung. Es traten keine durch Erythrit verursachten Todesfalle der Foten auf
[222].

Die Auswirkungen des Verzehres von erythrithaltigen Speisen und Getranken auf die
Mikroflora des Mund-Rachen-Raumes, insbesondere auf den pH-Wert und die
Plaquebildung wurden untersucht. Durch den vollstandigen oder teilweisen Ersatz
von Saccharose oder anderen Zuckeralkoholen durch Erythrit kann der pH-Wert und
dadurch die Saurebildung, insbesondere Milchsaure, giinstig beeinflusst werden, da
Erythrit nur au3erst schwer durch die im Mundraum befindlichen Organismen
verstoffwechselt werden kann [223;61;224]. Zugleich kann Erythrit nicht als Substrat
fur die Polysaccharidsynthese, insbesondere fir Glucane, durch den Plaquebildner
Steptococcus mutans verwandt werden [225]. Somit bleibt der pH-Wert der
Mundhdhle auf ihrem natirlichen Niveau und die Zahne werden nicht durch Saure
angegriffen.

3.5 Immobilisierung

Die Fixierung von lebenden oder toten Zellen sowie Enzymen in Gelpartikeln,
Kapseln oder in umgrenzte Reaktionsrdume wird als Immobilsierung bezeichnet
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[226;227]. Die Immobilisierungsmethoden lassen sich in drei Gruppen einteilen:
Bindung an Oberflachen (durch Adsorption, durch ionische Bindung und kovalente
Bindung), Quervernetzung (mit Trager und ohne Trager), und Geleinschluss (quasi-
Membranreaktor) [226]. In der industriellen Mikrobiologie werden
Immobilisierungverfahren zum Fixieren von Zellen und Enzymen verwandt, da deren
Abtrennung aus der Reaktionslosung in manchen sehr aufwendig und schwierig sein
kann [226].

3.5.1 Gelfoérmige Verkapselungsmatrizes

Eine Sonderform der Immobilisierung stellt die Einschlussimmobilisierung oder
Verkapselung in Form des Geleinschlusses dar. Bei diesen Verfahren wird der
Katalysator in eine dafir geeignete Matrix gebracht, in welcher er auch zumeist
verbleibt, da die Poren der Matrix kleiner als der Katalystor sind oder der Katalysator
selbst einen Teil der Matrix bildet. Diese Matrix lasst Substrate und Produkte zu den
Katalysatoren zu- und abflie3en. In der Biotechnologie bekannte Beispiele zur
Herstellung von immobilisierten Biokatalysatoren in Gelen sind Sekt und
Champagner [228], Palatinit [229] und Glucose/Fructose-lsomerisierung [2]. Zur
Herstellung von Verkapselungsmatrizes werden im Allgemeinen polymere
organische Substanzen verwendet, die gelieren kbnnen. Solche Gele bestehen aus
zwei Komponenten, von denen die eine eine langkettige, feste oder verzweigte
Verbindung darstellt und die andere eine Flussigkeit. Ist Wasser die fllissige
Komponente, handelt es sich um Hydrogele. Der feste Anteil des Geles bildet ein
raumlich strukturiertes Netzwerk, in welchem die einzelnen Teilchen der festen
Substanz aneinander haften. Das Wasser fillt die Zwischenrdume dieser
dreidimensionalen Struktur der festen Substanz aus und kann bis zu 90 % des
Gelvolumens betragen [2]. Die dreidimensionale Struktur und der hohe Wasseranteil
bei Hydrogelen erlauben eine im Gegensatz zu porésen keramischen Stoffen
besseren Stofftransport im Netzwerk [230;231].

In der Biotechnologie werden bevorzugt Hydrogele zur Verkapselung von
biologischen Katalysatoren eingesetzt. Zur Verwendung kommen hierbei nattrliche
Polymere wie Gelantine, Agar, Alginat [232], k-Carrageenan und Pektin [233],
modifizierte natirliche Polymere wie Carboxymethylcellulose, Sulfoethylcellulose,
Chitosan [234] und synthetische Polymere wie Polyvinylalkohol [235;236], Acrylamid
und Polyurethan [237]. Eine Ubersicht tiber die verschiedenen
Polymerisierungsmechanismen, Gelbildungsmechanismen, deren Vorzuge und
Nachteile sowie physiko-chemischen Eigenschaften sind in der Literatur beschrieben
[238;239;240]. An dieser Stelle werden nur die verwendeten Polymersysteme
Calcium-Alginat und Polyvinylalkohol néher erlautert.

An die Verkapselungsmatrizes zum Einschluss von Biokatalysatoren werden
verschiedene Anforderungen gestellt. Sie sollen kostengunstig sein, einfach zu
verarbeiten, die Immobilisate sollen eine hohe mechanische Stabilitat aufweisen und
die Immobilisierungsmatrix sowie der Immobilisierungsvorgang sollen nicht schadlich
fur den einzuschlielRenden Biokatalysator sein.

Bei allen Einschlussimmobilisierungen kénnen Stofftransportprobleme auftreten. Der
Diffusionswiderstand hangt von Porenstruktur (Labyrinthfaktor) des Gels und dem
zurtickzulegenden Weg ab. Mit zunehmendem Vernetzungsgrad eines Gels steigt
die mechanische Festigkeit, jedoch sinken auch die Durchmesser der Poren und sie
werden zunehmend verwinkelter. Ein technisch geeignetes Einschlussimmobilisat
muss einen Kompromiss zwischen Festigkeit und Diffusionslimitierung bieten, um
sinnvoll einsetzbar zu sein.
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Die Biomasseanfangsbeladung von Immobilisaten spielt fur die Leistungsfahigkeit
der immobilisierten Biomasse eine wichtige Rolle. Werden sich teilende
Mikroorganismenzellen verkapselt, so konnen sich diese nicht frei im Gel bewegen
und bilden stationér Kolonien aus. Eine zu hohe Koloniedichte fuhrt zu einem
Schalenkatalysator, bei dem keine Nahrstoffe mehr in das Innere des Immobilisats
vordringen kénnen. Dieser Bereich ist dann fur die Biokatalyse nicht mehr einsetzbar,
da er unterversorgt ist. Der Schalenbereich des Katalysators weist im Vergleich zu
einem ideal beladenen Immobilisats eine niedrigere Menge an katalytisch aktiver
Biomasse auf. Bei einer zu niedrigen Koloniedichte bilden sich einzelne, sehr groRe
Kolonien aus. Die dabei entstehende katalytisch aktive Biomasse ist im Vergleich zu
einem ideal beladenen Immobilisat niedriger. FUr eine optimale Aktivitat ist eine
mittlere Biomassebeladung zu wahlen.

Durch diese raumliche Trennung von eingeschlossenem Katalysator und Umwelt
kann in vielen Fallen eine unsterile Prozessfuhrung realisiert werden [241]. Bei
geeignetem Herstellungsverfahren ist der erfolgreiche Einschluss von
Biokatalysatoren in synthetischen Gelen trotz der — im Vergleich zu Verfahren mit
naturlichen Polymeren — aggresiveren Bedingungen gut méglich
[242;243;227;244,;245].

3.5.2 Hydrogele aus Calcium-Alginat

Alginat ist ein Polysaccharid aus den Monomerbausteinen D-Mannuronsaure und L-
Guluronsaure (B-D-Mannuronsaure — a-L-Guluronséaure (1—4)), kommt in Algen vor
und wird aus diesen gewonnen. Das Molekulargewicht liegt zwischen 32.000 —
200.000 Dalton, was einem Polymeristationsgrad von 180 — 930 Einheiten entspricht
[2;154].

Die Herstellung von Gelen auf der Basis von Alginat erfolgt in den meisten Fallen
durch die ionotrope Gelbildung mit Calciumionen [246;232]. Wird eine Natrium-
Alginat-L6ésung in eine Lésung mit Calciumionen eingetropft, so bildet sich zuerst
eine dunne, ionendurchlassige Membran aus Calcium-Alginat. Durch diese Membran
diffundieren weiterhin Calciumionen aus der Flussigphase in das Innere der Kugel
hinein und vernetzen die benachbarten Polymerketten des Alginats. Nach der
vollstdndigen Durchdringung des Alginattropfens mit Calciumionen wird eine feste
Vollkugel aus Calciumalginat gebildet.

Die Vorteile der Herstellung von Immobilisaten auf Basis von Na-Alginaten ist der
gunstige Preis, das breite Wissen um Alginate und die schon eingeflihrte Technik zur
Herstellung von Alginatimmobilisaten. Die Nachteile sind geringe Abriebfestigkeit, die
biologische Abbaubarkeit, durch die oftmals eine sterile Betriebsfiihrung erforderlich
wird, und die Empfindlichkeit gegenlber des Fallens von Calciumionen in Gegenwart
von Phosphat und damit Auflésen des Gels [247;248;249].

3.5.3 Hydrogele aus Polyvinylalkohol

Polyvinylalkohol wird aus in Methanol polymerisiertem Vinylacetat mit
anschlieBender Alkoholyse des entstandenen Polyvinylacetats in basischem Milieu
zu Polyvinylalkohol hergestellt [250;251]. Entsprechend den
Herstellungsbedingungen lassen sich verschiedene Substitutionsgrade herstellen.
Polyvinylalkohole (PVAL) kommen heute in vielen Bereichen des Lebens vor, so in
der Textil-, Papier-, Farben-, Verpackungs- und Klebstoffindustrie.

Sind die PVAL-Ketten ohne stérende Acetatgruppen, kdnnen sich diese Ketten in
einem parallelen Muster anordnen und durch Wasserstoffbriickenbindungen in
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kaltem Wasser schlecht Iosliche kristalline Bereiche ausformen, die ein festes
Aggregat ausbilden. Fir die erfolgreiche Verwendung in der Immobilisierung ist ein
Verseifungsgrad von mindestens 98 % erforderlich [252;253;254].

Durch Zufuihren von Energie werden diese kristallinen Bereiche aufgebrochen und
die Hydroxygruppen kénnen mit einer Hydrathtlle umgeben werden. Das Polymer
kann somit in Losung uberfiihrt werden. Durch Abfall der Temperatur bilden sich
wieder kristalline Bereiche zwischen den Polymerketten des Polyvinylalkohols aus.
Da diese kristallinen Bereiche jedoch nicht so regelmafiig sind wie in einer reinen
Polyvinylalkoholphase, bildet sich in Gegenwart des Wassers ein Gel aus.

Die Gelierung von wassrigen Polyvinylalkoholldsungen kann auf verschiedene Arten
erreicht werden. Méglich sind dabei die Komplexbildung mit Borsaure, Kongorot oder
mehrwertigen Metallionen (z.B. Ti*"), kovalente Vernetzung durch Formaldehyd
[255], Temperaturabsenkung (freeze-thaw) [236;252;253;256] und die Entfernung
von Wasser aus dem Reaktionsgemisch durch Trocknung (LentiKats®) [257:258]. In
dieser Arbeit werden nur Polyvinylalkoholimmobilisate durch Trocknung verwandt.
LentiKats® besitzen den Vorteil eines relativ gro3en Durchmessers, wodurch die
Immobilisatpartikel gut mechanisch durch Siebe und Lochplatten zurtick zu halten
sind. Durch ihre linsenférmige Struktur und die geringe Dichte und Dicke der
Polymerstrange haben sie den Vorteil guinstiger Diffusionseigenschaften. Hierdurch
wird die Versorgung der im Inneren des Immobilisats befindlichen Biokatalysatoren
positiv beeinflusst. Die milden Herstellungsbedingungen von LentiKats® machen sie
ideal zur Einschlussimmobilisierung von empfindlichen Biokatalysatoren. Weitere
Vorteile sind die hohe mechanische Stabilitat und die gut biologische Stabilitati n
geliertem Zustand.

3.6 Schaumbildung wahrend der Fermentation

Schaume sind in der heutigen Zeit allgegenwartig. In vielen Bereichen sind sie
unabdinglich und werden absichtlich hervorgerufen, so im Haushalt in Schlagsahne,
Schaumbadern, Brot, Speiseeis, Baiser, Bier, Haarschaumen und Haarschampoo. In
der Technik treten sie in Schaumstoffen, Elastomeren, Metallschdumen oder
Betonen auf. Schdume finden weiterhin Anwendung in der Flotation, in
Feuerléschmitteln und als Forderhilfsmittel bei der Erdolférderung [2;259].

Im Bereich der Fermentation sind Schaume jedoch hinderlich und nicht erwiinscht,
da sie die Prozessfuhrung erheblich erschweren oder sogar unméglich machen und
so zu einem Wechsel des Verfahrens zwingen [260;261;262]. Schaume sind die
Folge des Auftretens von natlrlichen Tensiden wie proteinhaltigen Medien [263;264],
lysierender Biomasse, oder Saponine bei der Saftreinigung in der Zuckerherstellung
[265].

In der Literatur wurden die theoretischen Grundlagen der Schaumzerstérung
ausfuhrlich diskutiert [266;267;268], aber es fehlen experimentelle Studien, um diese
Modelle zu beweisen [269]. Durch Schaumbildung werden in Bioprozessen die in
Tabelle 3-6 aufgefuhrten Probleme hervorgerufen [270].

Tabelle 3-6 Durch Schaume in Bioprozessen auftretende Probleme

Physikalische Effekte Biologische Effekte
Verstarkte Inhomogenitat des Mediums . Anreicherung von Biomasse im Schaum
Blockierung von Ein- und Auslassen . Erhdhte Zelllyse im Schaum
Storung der Prozessfiihrung . Veranderungen im Metabolismus durch
Verminderter Stoffiibergang Nahrstofflimitierung
Verlust von Produkt und Biomasse . Inhomgene Sauerstoffversorgung

Sterilitts-/ Kontaminationsprobleme
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3 Stand des Wissens

Durch Flotation wird in Schaumen Biomasse aus der flissigen Reaktionsphase
ausgetragen und steht nicht mehr fur die Kultivierung zur Verfigung. Die Folge sind
verminderte Aktivitat und Ausbeute. Die in den Schdumen gebundenen Nahrstoffe
fehlen in der Kultivierung und senken somit die Ausbeute. Die mit dem Schaum
ausgetragene Biomasse kann — bedingt durch die Unterversorgung im Schaum —
schnell absterben und weitere oberflachenaktive und filmbildende Substanzen
freisetzen, die die Schaumbildung wiederum férdern [270]. Zudem kdnnen Schaume
Messsonden, die in den Reaktorraum ragen, in ihrer Funktionsweise beeintrachtigen
und somit falsche Informationen fur die Mess-, Steuer- und Regelungstechnik
verursachen. Ein- und Auslasse sowie Filter kbnnen zugesetzt werden und zu
veranderten Druckverhaltnissen fuhren. Es treten verstarkte Inhomogenitaten auf, die
zu Zonen verminderter Durchmischung und verringerter Nahrstoff- sowie
Sauerstoffversorgung fuihren. Durch diese Einflisse kdnnen Verdnderungen im
Stoffwechsel auftreten. Die Wahrscheinlichkeit einer Kontamination wird durch
Schaumbildung erhoht [271].

3.6.1 Grundlagen der Schaumbildung

Definitionsgemal sind Schaume gasgefillte, kugel- oder polyederférmige Gebilde,
die durch flussige, halbflissige, hochviskose oder feste Zellstege begrenzt werden
[2]. Es wird zwischen festen und flissigen Schaumen unterschieden [259]. In dieser
Arbeit werden nur Schdume betrachtet, die von flissigen Zellstegen begrenzt
werden. Flussige Schaume werden unterteilt in feuchte Schaume, bei denen der
Flissigkeitsgehalt nahe null ist und feuchten Schaumen, bei denen der
Flussigkeitsgehalt gegen 20 % geht [259]. Der Ubergang ist flieRend.

Schaum kann nur entstehen, wenn die Zerfallsrate niedriger als die
Schaumbildungsrate ist. Die Stabilitat eines Schaums ist abhéngig von der Stabilitat
der Einzellamellen und der Zellstege ab. Diese kénnen in ihrer Stabilitat durch
verschiedene aul3ere Einflisse wie Temperatur, Dampfdruck, Druck, pH,
Oberflachenspannung sowie die Gegenwart von Tensiden oder anderen
Schaumstabilisatoren und —destabilisatoren beeintrachtigt werden. Lamellen
besitzen eine Starke zwischen 4 — 600 nm. Der Zerfall eines Schaums ohne &uf3ere
Einwirkungen erfolgt durch das Auslaufen der Schaumlamellen. Je feuchter ein
Schaum ist, desto langsamer lauft die Lamelle aus und desto hdher ist die Standzeit.
Schaume werden erzeugt, indem ein Gas in eine geeignete Flussigkeit eingetragen
wird, beispielsweise durch Einblasen, Ruhren oder Schlagen. Die enthaltenen
grenzflachenaktiven Stoffe, die ein Filmbildungsvermdgen besitzen mussen, bilden
den Schaum. Schaum kann in unterschiedlichen Formen entstehen. Bis zu einer
Volumenkonzentration des Gases von 74 % ist der Schaum auf Grund der
Oberflachen verkleinernden Wirkung der Oberflachenspannung kugelférmig [2].
Oberhalb dieser dichtesten Kugelpackung geht der Schaum in polyedrische Lamellen
uber. Im Ubergangsbereich kénnen Mischformen entstehen.

Die in Fermentationen auftretenden Schaume entspringen einem
Dreiphasengemisch, in dem die Biomasse den festen und das Medium den flissigen
Bestandteil stellt. Im Bioreaktor liegen grenzflachenaktive, filmbildungsbereite Stoffe
in Form von Medienbestandteilen wie Proteinen und Fetten vor. Durch das
Absterben und die Lyse von Zellen werden ebenfalls grenzflachenaktive Substanzen
freigesetzt, hierbei kann es sich um Fettsauren, Phospholipide, Glycolipide,
Glycopeptide und DNS handeln. Zelllyse kann durch Abweichen von den optimalen
Kultivierungsbedingungen oder Medienzusammenstellungen erfolgen. In der
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stationéren Phase und in der Absterbephase einer Kultur lysieren die Zellen
ebenfalls. Schaumbildung zeigt somit ein Abweichen von den festgesetzten
Kultivierungsparametern oder der Medienqualitat an. Der Leistungseintrag des
Ruhrens kann feinperlige Schaume an der Grenze zur Emulstion erzeugen; diese
haben eine gegentber Kugelschdumen oder Lamellenschaumen stark erhéhte
Stabilitat. Durch das Abschneiden der schaumgebundenen Biomasse von der
Nahrstoffversorgung kann diese absterben, und dadurch wie beschrieben weitere
grenzflachenaktive, filmbildungsbereite Substanzen freisetzen. Diese fuhren wieder
zu einer vermehrten Schaumbildung, in der wieder Biomasse aus der
Fermenterbriihe ausgetragen wird.

3.6.2 Schaumbekampfung

Wie eingangs beschrieben, bringt die Schaumbildung eine Vielzahl an nicht
vorhersagbaren Stérungen mit sich, die fir den reproduzierbaren Betrieb einer
Fermentation nicht wiinschenswert sind. Um der Schaumbildung entgegen zu
wirken, sind Methoden chemischer, physikalischer und mechanischer Art verflgbar.
Die Auswahl der jeweiligen Methodik ist abhangig von den Gegebenheiten. Oftmals
fuhrt die alleinige Anwendung von einer der Methoden nicht zum Erfolg, sie muss mit
anderen Methoden kombiniert werden [272]. Die drei Stufen der Schaumvermeidung
sind die Vermeidung der Schaumbildung durch geeignete Wahl des Verfahrens, der
Chemikalien und der Mikroorganismen, die Verhinderung der Schaumbildung durch
Schaumverhitungsmittel und die Schaumzerstérung durch chemische, physikalische
und mechanische Methoden.

3.6.2.1 Chemische Methoden

Zur Zerstérung von Schaumen stehen sowohl Schaumverhitungsmittel als auch
Entschaumer zur Verfigung. Um ein erfolgreiches Ergebnis zu erzielen, muss fir
jedes Fermentationsproblem das passende Antischaummittel ausgewahlt werden.
Hierbei spielen Faktoren wie die Beeinflussung des Sauerstoffibergangs und der
Sauerstoffloslichkeit genau so eine Rolle wie die spatere Abtrennbarkeit im Rahmen
der Produktgewinnung und die Toxizitat gegenuber den verwendeten Organismen
[262].

Schaumverhitungsmittel sind Substanzen, die schaumenden Flissigkeiten
zugesetzt werden kénnen, um die Schaumbildung zu verhindern oder zu reduzieren.
Schaumverhitungsmittel sind entweder Substanzen, die die Schaumbildner aus der
Grenzflache verdangen ohne dabei selbst Schaumbildung aufzuweisen, oder
Substanzen, die die Oberflachenspannung des Wassers erhdhen.

Bei Entschaumern handelt es sich um Substanzen, die an der Grenzflache fest-
flissig einen geschlossenen Film bilden und dem zu entgasenden Medium dadurch
die Mdglichkeit geben, innerhalb kirzester Zeit unter Zerstérung der Gasblasen den
energiedrmsten Zustand einzunehmen.

Entschaumer und Schaumverhitungsmittel gehéren den nattrlichen Fetten,
epoxiderten Fetten, Fettalkoholen, Estern und Olen an.

Die Veranderung des pH-Wertes kann Einfluss auf den Ladungszustand von
oberflachenaktiven Substanzen nehmen. Beim Erreichen des isoelektrischen
Punkten gehen bei vielen ladungstragenden Substanzen die filmbildenden
Eigenschaften auf ein Minimum zurick.
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3.6.2.2 Physikalische Methoden

Physikalische Methoden zur Schaumzerstérung bedienen sich thermischer und
elektrischer Verfahren. Thermische Methoden nutzen die Effekte der Trocknung und
Verdunstung der Flussigkeit in Lamellen aus. Die Viskositat der Lamellen wird erhdht
und sie verlieren dadurch ihre Geschmeidigkeit [262;270]. Zudem wird durch den
Flissigkeitsverlust die Dicke und damit Stabilitdt der Lamellen bis zum
Zusammenbruch der Lamelle herabgesetzt. Eine Erhitzung von Schaumen mittels
Mikrowellen, Warmluft, Kontaktwarmeubertrager oder Dampf flhrt zur Expansion der
Gase, so dass die Schaumlamellen dem erhdhten Innendruck nicht mehr Stand
halten kdnnen und platzen.

Elektrische Verfahren zerstdren die Blasen durch elektrische Entladungen zwischen
zwei im Reaktionsraum befindlichen Elektroden [273;270].

In der industriellen Biotechnologie kommen solche Verfahren nur vereinzelt zum
Einsatz, da diese Verfahren in den meisten Fallen auch schadlich fir die kultivierten
Mikroorganismen sind. Dennoch sind in der Literatur eine Vielzahl an
Untersuchungen zu solchen Verfahren beschrieben worden.

3.6.2.3 Mechanische Methoden

Die meisten mechanischen Verfahren zur Schaumzerstérung bedienen sich der
Zentrifugal- und Scherkrafte. Prinzipiell sollen damit eine erhéhte Beschleunigung
der Drainage und damit ein Auslaufen der Lamellen, lokale Minimierungen der
Lamellendicke sowie die lokale Minimierung der Grenzflachenbelegung mit
oberflachenaktiven Substanzen erreicht werden [265;262].

Zwar wird durch mechanische Verfahren bei der Zerstérung des Schaums auch
Energie in den Reaktionsraum eingetragen, doch ist diese so niedrig, dass sie keine
nennenswerte Erwarmung verursacht. Durch die Einwirkung von Scherkraften kann
Biomasse aufgeschlossen und dadurch oberflachenaktive Substanzen in das
Medium eingetragen werden. Bei der Erzeugung von scherempfindlichen Produkten
ist der Einsatz von mechanischen Verfahren daher sorgféaltig abzuwagen. In
Fermentern werden zumeist Rotationseinsatze, Hydrozyklone und Zentrifugenkérbe
eingesetzt [271;274]. Die Beregnung mit arteigener Flissigkeit stellt eine besondere
Form der mechanischen Schaumzerstorung dar. Dabei wird die kinetische Energie
des fallenden Tropfens zur Zerschlagung des Schaums genutzt
[275;276;277;262;278].

Ultraschallverfahren erzeugen Resonanzvibrationen und Schalldruckwellen, die zu
Kavitation und Turbulenzen auf den Lamellen fuhren [271;269;272].

Weiterhin konnen hydrophobe Membranen in den Reaktorraum eingebracht werden,
die eine mechanische Barriere fur den Schaum darstellen und ihn gleichsam
zerstoren [264;272]. Méglich sind auch die Aufbringung von mechanischen
Schwingungen durch Vibratoren oder Ruttler auf den Reaktionsraum. Diese
Schwingungen haben durch ihre im Vergleich zu Ultraschall niedrige Frequenz keine
negative Auswirkung auf die Mikroorganismenzellen. Der Nachteil dieser Methode ist
die Dauerschwingungbelastung auf das Material, insbesondere auf jegliche
Verbindungsstellen, die auf Dauer ermiden und versagen werden.
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4 Material und Methoden

4.1 Verwendeter Stamm

Fur die in dieser Arbeit beschriebenen Versuche wurde der Pilz SZ 101 der
Sudzucker AG verwendet. Dabei handelt es sich um einen osmophilen, hefeartig
wachsenden Organismus.

4.2 Stammhaltung

In drei 300 mL Erlenmeyerkolben mit je drei Schikanen wurden je 48 mL
Standardmedium mit 2 mL einer vorhandenen Kultur des Pilzes SZ 101 (ebenfalls in
Standardmedium, nach 48 h Inkubation) angeimpft (4 % (v/v)). Nach 96 h Inkubation
bei 33 T und 120 UpM wurden die Kulturen auf zwei 500 mL Zentrifugenbecher
aufgeteilt und 10 Minuten bei 6.500 g abzentrifugiert. Die Uberstande wurden
verworfen und die Pellets zweimal mit jeweils 150 mL frischem Standardmedium
gewaschen. Schlie3lich wurden die beiden Pellets ad 100 mL frischem
Standardmedium vereinigt und resuspendiert. Nach Mischen mit 200 mL
sterilisiertem Pharmaglycerin wurde die Glycerinstockkultur zu jeweils 2 mL in sterile
2,5 mL Reaktionsgefal3e mit Schraubkappe tUberfuhrt und bei —80 T eingefroren.

4.3 Anzucht der Biomasse

4.3.1 Anzucht der Vorkulturen

Die verwendeten Vorkulturen wurden in 300 mL Erlenmeyer-Kolben mit drei
Schikanen und Uberwurfkappen aus Aluminium angezogen. Dazu wurden 48 mL
Standardmedium mit 2 mL Glycerinstockkultur angeimpft. Die Stockkultur wurde zu
diesem Zweck 10 Minuten bei Raumtemperatur aufgetaut. Die Kolben wurden bei
33 € und 120 UpM in einem temperierten Schuittelschra nk inkubiert. Nach 48 h
wurden jeweils 2 mL Vorkultur auf 48 mL neues Standardmedium tberimpft

(4 % (v/v)). Nach weiteren 48 h wurde die Vorkultur zur Animpfung von
Versuchskulturen eingesetzt.

4.3.2 Anzucht der Versuchskulturen

Die fur die Kultivierung vorbereiteten sterilisierten Schuttelkolben mit einem Volumen
von 300 mL und drei Schikanen werden aseptisch mit 48 mL Medium und 2 mL
Vorkultur nach 4.3.1 beflllt. Bei aerober Versuchsfihrung wurde eine
Uberwurfkappe, bei anaerober Versuchsfiihrung ein gasdicht schlieRender Stopfen
verwandt. Die beimpfen Kolben werden in einem temperierbaren Schuttelschrank bei
einer Temperatur von 33 € und einer Schittelfreque nz von 120 UpM
(Schittelamplitude 50 mm) kultiviert.
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4.4 Medienzusammensetzung

4.4.1 Standardmedium ohne Phosphat fir Fermentation  en und
Schittelkolbenversuche

Das Standardmedium war wie in Tabelle 4-1 angegeben zusammengesetzt. Die
Saccharose wurde getrennt vom Hefeextrakt in 5 uS/cm Wasser gelost und
sterilisiert. Nach der sterilen Vereinigung beider Lésungen wurde mit sterilem 5
pS/cm Wasser bis zum bendtigten Volumen aufgefillt. Der pH-Wert wurde nicht
eingestellt und betrug 6,5.

Tabelle 4-1 Standardmedium ohne Phosphat

Substanz Konzentration
Saccharose 400 g/L
Hefeextrakt 10 g/L

4.4.2 Standardmedium mit Phosphat fir Fermentatione  n und
Schittelkolbenversuche

Das Standardmedium war wie in Tabelle 4-2 angegeben zusammengesetzt. Die
Saccharose wurde getrennt vom Hefeextrakt und dem Kaliumdihydrogenphosphat in
5 uS/cm Wasser geldst und sterilisiert. Nach der sterilen Vereinigung beider
Losungen wurde mit sterilem 5 uyS/cm Wasser bis zum bendtigten Volumen
aufgefullt. Der pH-Wert wurde nicht eingestellt und betrug 5,5.

Tabelle 4-2 Standardmedium mit Phosphat

Substanz Konzentration

Saccharose 400 g/L
Hefeextrakt 10 g/L
KH,PO, 5 g/L

4.4.3 Medium mit verschiedenen Kohlenhydratquellen

Zur Untersuchung des Einflusses verschiedener Kohlenstoffquellen auf die
Erythritbildung wurden Medien gemalR Tabelle 4-3 angesetzt. Die Kohlenstoffquelle
wurde getrennt vom Hefeextrakt in 5 uS/cm Wasser gelost und sterilisiert. Nach der
sterilen Vereinigung beider Losungen wurde mit sterilem 5 uS/cm Wasser bis zum
bendtigten Volumen aufgefillt. Der pH-Wert wurde auf 6,5 eingestellt.

Tabelle 4-3 Medium mit verschiedenen Kohlenhydratquellen

Substanz Konzentration

Saccharose 400 g/L
Palatinosemutterlauge 400 g/L
Palatinosemutterlaugehydrolysat 25 C 200 g/L
Palatinosemutterlaugehydrolysat 70 C 200 g/L
Dicksaft 400 g/L
Rohzuckerklare 400 g/L
Palatinose 400 g/L
Trehalulose 400 g/L
Hefeextrakt 10 g/L

4.4.4 Medium mit verschiedenen Stickstoffquellen

Zur Untersuchung des Einflusses verschiedener Stickstoffquellen auf die
Erythritbildung wurden Medien gemalR Tabelle 4-4 angesetzt. Die Saccharose wurde
getrennt von der Stickstoffquelle und dem Kaliumdihydrogenphosphat in 5 uS/cm
Wasser gelost und sterilisiert. Nach der sterilen Vereinigung beider Lésungen wurde
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mit sterilem 5 pS/cm Wasser bis zum bendétigten Volumen aufgefillt. Der pH-Wert
wurde mit 4 M Natronlauge auf 6,5 eingestellt.

Tabelle 4-4 Medium mit unterschiedlichen Stickstoffquellen

Substanz Hersteller Konzentration

Saccharose 400 g/L
Stickstoffquellen g/L
Hefeextrakt, granuliert Merck, Darmstadt 10 g/L
Hefeextrakt, flissig Hartge, Hamburg 10 g/L
Hefeextrakt, flissig Ohly, Hamburg 10 g/L
Rubenzuckermelasse, flussig Suckzucker, Neuoffstein 10 g/L
Maisquellpulver Marcor, USA 10 g/L
Maisquellwasser Sigma, USA 10 g/L
KH,PO4 5 g/L

4.4.5 Medium mit verschiedenen Hefeextrakt-Konzentr  ationen

Zur Untersuchung des Einflusses der Hefeextraktkonzentration auf die
Erythritbildung wurden Medien gemanR Tabelle 4-5 angesetzt. Die Saccharose wurde
getrennt vom Hefeextrakt und dem Kaliumdihydrogenphosphat in 5 uS/cm Wasser
geldst und sterilisiert. Nach der sterilen Vereinigung beider Losungen wurde mit
sterilem 5 pS/cm Wasser bis zum benétigten Volumen aufgefllt. Der pH-Wert wurde
nicht eingestellt und betrug 6,5.

Tabelle 4-5 Medium mit verschiedenen Hefeextraktkonzentrationen

Substanz Konzentration

Saccharose 400 g/L
Hefeextrakt 10; 15; 20; 25; 30; 40; 50 g/L
KH,PO,4 5 g/L

4.4.6 Medium mit verschiedenen Hefeextrakt- und
Ammoniumchloridkonzentrationen

Zur Untersuchung des Einflusses der Hefeextrakt- und
Ammoniumchloridkonzentration auf die Erythritbildung wurden Medien gemaf
Tabelle 4-6 angesetzt. Die Saccharose wurde getrennt vom Hefeextrakt, dem
Ammoniumchlorid und dem Kaliumdihydrogenphosphat in 5 uS/cm Wasser gelost
und sterilisiert. Nach der sterilen Vereinigung beider Losungen wurde mit sterilem
5 uS/cm Wasser bis zum bendétigten Volumen aufgefullt. Der pH-Wert wurde nicht
eingestellt und betrug 6,5. Der Gesamtstickstoffanteil im Hefeextrakt betragt
101,6 mg/g. Zur vereinfachten Berechnung der Stickstoffanteile wird dieser Betrag
auf 10 % gerundet.

Tabelle 4-6 Medium mit verschiedenen Hefeextrakt und Ammoniumchloridkonzentrationen
Substanz Konzentration

Saccharose 400 g/L
Hefeextrakt 3;5,3;75;9,8; 12; 15 g/L
NH,CI 0; 11,5; 20,2; 28,7; 37,4; 45,8 g/L
KH,PO, 5 g/L

4.4.7 Medium mit verschiedenen Kartoffelrestfruchtw  asser-
Konzentrationen

Zur Untersuchung des Einflusses der Kartoffelrestfruchtwasserkonzentration auf die

Erythritbildung wurden Medien gemanR Tabelle 4-7 angesetzt. Die Saccharose wurde

getrennt vom Kartoffelrestfruchtwasser und dem Kaliumdihydrogenphosphat in

5 uS/cm Wasser geldst und sterilisiert. Nach der sterilen Vereinigung beider
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Losungen wurde mit sterilem 5 uS/cm Wasser bis zum benétigten Volumen
aufgefullt. Der pH-Wert wurde nicht eingestellt und betrug 5,5 — 6,0.

Tabelle 4-7 Medium mit verschiedenen Kartoffelrestfruchtwasserkonzentrationen

Substanz Konzentration

Saccharose 400 g/L
Kartoffelrestfruchtwasser 15; 20; 25; 30; 35; 40; 45; 50; 55; 60; 65; 70; 75; 90  g/L
KH,PO,4 5 g/L

4.4.8 Medium mit verschiedenen Rindergille-Konzentr  ationen

Zur Untersuchung des Einflusses der speparierten Rindergtillekonzentration auf die
Erythritbildung wurden Medien gemanR Tabelle 4-8 angesetzt. Die Saccharose wurde
getrennt von der Gille und dem Kaliumdihydrogenphosphat in 5 uS/cm Wasser
gel6st und sterilisiert. Nach der sterilen Vereinigung beider Losungen wurde mit
sterilem 5 pS/cm Wasser bis zum bendétigten Volumen aufgefillt. Bei
Gullekonzentrationen Uber 500 g/L wurden die Saccharose und das
Kaliumdihydrogenphosphat in der sterilisierten Gille gelést. Der pH-Wert wurde mit
1 M HCI eingestellt und betrug in allen Ansatzen 6,0.

Tabelle 4-8 Medium mit verschiedenen Konzentrationen separierter Rindergulle

Substanz Konzentration

Saccharose 400 g/L
Separierte Rindergulle 140; 150; 160; 180; 200; 220; 250; 300; 400; 500; 550; 739 g/L
KH.PO, 5 g/L

4.4.9 Medium mit verschiedenen Ribit-Konzentratione n

Zur Untersuchung des Einflusses von Ribit auf die Erythritbildung wurden Medien
gemal der nachfolgenden Tabelle angesetzt. Die Saccharose wurde zusammen mit
dem Ribit getrennt vom Hefeextrakt und dem Kaliumdihydrogenphosphat in 5 uyS/cm
Wasser gelost und sterilisiert. Nach der sterilen Vereinigung beider Losungen wurde
mit sterilem 5 uS/cm Wasser bis zum bendétigten Volumen aufgefillt. Der pH-Wert
wurde nicht eingestellt und betrug 6,5.

Tabelle 4-9 Medium mit verschiedenen Ribitkonzentrationen

Substanz Konzentration

Saccharose 400 g/L
Hefeextrakt 10 g/L
KH,PO, 5 g/L
Ribit 0; 1; 2; 5; 10; 20; 50 g/L
4.4.10 Medium mit verschiedenen Erythrit-Konzentrat  ionen

Zur Untersuchung des Einflusses von Erythrit auf die Erythritbildung wurden Medien
mit verschiedenen Erythrit-Konzentrationen gemal Tabelle 4-10 angesetzt. Die
Saccharose und das Erythrit wurden getrennt vom Hefeextrakt und dem
Kaliumdihydrogenphosphat in 5 uS/cm Wasser gelost und sterilisiert. Nach der
sterilen Vereinigung beider Losungen wurde mit sterilem 5 uS/cm Wasser bis zum
bendtigten Volumen aufgefillt. Der pH-Wert wurde nicht eingestellt und betrug 6,5.

Tabelle 4-10  Medium mit jeweils verschiedenen Erythrit und Saccharosekonzentrationen

Substanz Konzentration

Saccharose 50; 100; 200; 400 g/L
Hefeextrakt 10 g/L
KH,PO, 5 g/L
Erythrit 100; 150; 200; 250 g/L
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4411 Medium mit verschiedenen Ethanol-Konzentrati onen

Zur Untersuchung des Einflusses von Ethanol auf die Erythritbildung wurden Medien
mit verschiedenen Ethanol-Konzentrationen gemal Tabelle 4-11 angesetzt. Die
Saccharose wurde getrennt vom Hefeextrakt und dem Kaliumdihydrogenphosphat in
5 uS/cm Wasser geldst und sterilisiert. Die beiden Losungen wurden vereinigt und
sterilfiltriertes Ethanol in entsprechenden Volumina zugegeben. Mit sterilem 5 uS/cm
Wasser wurde bis zum bendtigten Volumen aufgefullt. Der pH-Wert wurde nicht
eingestellt und betrug 6,5.

Tabelle 4-11 Medium mit verschiedenen Ethanolkonzentrationen

Substanz Konzentration

Saccharose 400 g/L
Hefeextrakt 10 g/L
KH.PO,4 5 g/L
Ethanol 0; 5; 10; 20; 40; 60 g/L
4.4.12 Medium mit verschiedenen Glycerin-Konzentrat  ionen

Zur Untersuchung des Einflusses von Glycerin auf die Erythritbildung wurden Medien
mit verschiedenen Glycerin-Konzentrationen gemal Tabelle 4-12 angesetzt. Die
Saccharose wurde getrennt vom Hefeextrakt in 5 uS/cm Wasser gelést und
sterilisiert. Die beiden Lésungen wurden vereinigt und sterilfiltriertes Glycerin in
entsprechenden Volumina zugegeben. Mit sterilem 5 uS/cm Wasser wurde bis zum
bendtigten Volumen aufgefillt. Der pH-Wert wurde nicht eingestellt und betrug 6,5.

Tabelle 4-12  Medium mit veschiedenen Glycerinkonzentrationen

Substanz Konzentration

Saccharose 400 g/L
Hefeextrakt 10 g/L
Glycerin 0; 20; 40; 60; 80; 100 g/L
4.4.13 Medium mit verschiedenen Phosphatkonzentrati  onen

Zur Untersuchung des Einflusses von Phosphat auf die Erythritbildung wurden
Medien mit verschiedenen KH,PO4-Konzentrationen gemal Tabelle 4-13 angesetzt.
Die Saccharose wurde getrennt vom Hefeextrakt und dem
Kaliumdihydrogenphosphat in 5 uS/cm Wasser gelost und sterilisiert. Die beiden
Losungen wurden unter aseptischen Bedingungen vereinigt. Mit sterilem 5 uS/cm
Wasser wurde bis zum bendtigten Volumen aufgefullt. Der pH-Wert wurde nicht
eingestellt und betrug 6,5.

Tabelle 4-13  Medium mit verschiedenen Phosphatkonzentrationen

Substanz Konzentration

Saccharose 400 g/L
Hefeextrakt 10 g/L
KH,PO, 0;0,5; 1; 2; 5; 10; 20 g/L
4.4.14 Medium mit verschiedenen Cystein-Konzentrati  onen

Zur Untersuchung des Einflusses von Cystein auf die Erythritbildung wurden Medien
mit verschiedenen Cystein-Konzentrationen gemal Tabelle 4-14 angesetzt. Die
Saccharose wurde getrennt vom Hefeextrakt und dem Kaliumdihydrogenphosphat in
5 uS/cm Wasser gelost und sterilisiert. Die beiden Lésungen wurden unter
aseptischen Bedingungen vereinigt. Mit sterilem 5 uS/cm Wasser wurde bis zum
bendtigten Volumen aufgefillt. Der pH-Wert wurde nicht eingestellt und betrug 4,3 —
5,5.
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Tabelle 4-14  Medium mit verschiedenen Cysteinkonzentrationen

Substanz Konzentration

Saccharose 400 g/L
Hefeextrakt 15 g/L
KH.PO,4 5 g/L
Cystein 0;0,1;,05;1;2 g/L
4.4.15 Medium mit verschiedenen Sulfatkonzentration en

Zur Untersuchung des Einflusses von Sulfat auf die Erythritbildung wurden Medien
mit verschiedenen Na,SO,4-Konzentrationen gemal Tabelle 4-15 angesetzt. Die
Saccharose wurde getrennt vom Hefeextrakt und dem Kaliumdihydrogenphosphat in
5 uS/cm Wasser gelost und sterilisiert. Die beiden Lésungen wurden unter
aseptischen Bedingungen vereinigt. Mit sterilem 5 uS/cm Wasser wurde bis zum
bendtigten Volumen aufgefillt. Der pH-Wert wurde nicht eingestellt und betrug 5,5.

Tabelle 4-15 Medium mit verschiedenen Sulfatkonzentrationen

Substanz Konzentration

Saccharose 400 g/L
Hefeextrakt 15 g/L
KH,PO, 5 g/L
Na,SO4 0; 1;2;5;10; 20 g/L
4.4.16 Medium mit verschiedenen Spurenelementen

Zur Untersuchung des Einflusses von verschiedenen Spurenelementen auf die
Erythritbildung wurden einzelne Medien mit jeweils verschiedenen MgCl; -, CuCl; -,
MnCl, -, FeCls - und CaCl, -Konzentrationen gemaf Tabelle 4-16 angesetzt. Die
Saccharose wurde getrennt vom Hefeextrakt und dem Kaliumdihydrogenphosphat in
5 uS/cm Wasser gelost und sterilisiert. Die beiden Lésungen wurden unter
aseptischen Bedingungen vereinigt und die entsprechende Menge an in sterilem

5 uS/cm Wasser gelostem Spurenelement zugegeben. Die Zugabe erfolgte durch
einen Sterilfilter. Mit sterilem 5 pS/cm Wasser wurde bis zum bendtigten Volumen
aufgefullt. Der pH-Wert wurde nicht eingestellt und betrug 6,5.

Tabelle 4-16  Medium mit verschiedenen Spurenelementlésungen

Substanz Konzentration

Saccharose 400 g/L
Hefeextrakt 10 g/l
KH,PO, 5 g/L
Mg®*, Cu®, Mn*", Fes., Ca** 0; 1; 5; 10; 25; 50; 100 mg/L
4.4.17 Medium mit verschiedener Vitamin B1-Konzentr  ation

Zur Untersuchung des Einflusses von Vitamin B1 auf die Erythritbildung wurde
Medien mit verschiedenen Vitamin B1-Konzentrationen gemanR Tabelle 4-17
angesetzt. Die Saccharose wurde getrennt vom Hefeextrakt in 5 uS/cm Wasser
gel6st und sterilisiert. Die beiden Losungen wurden unter aseptischen Bedingungen
vereinigt und die entsprechende Menge an in sterilem 5 pS/cm Wasser geléstem
Vitamin zugegeben. Die Zugabe erfolgte durch einen Sterilfilter. Mit sterilem 5 pS/cm
Wasser wurde bis zum bendétigten Volumen aufgefullt. Der pH-Wert wurde nicht
eingestellt und betrug 6,5.
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Tabelle 4-17  Medium mit verschiedenen Konzentrationen an Vitamin B,

Substanz Konzentration

Saccharose 400 g/L
Hefeextrakt 10 g/L
KH,PO, 5 g/L
Vitamin B1 0; 1; 5; 10; 25; 50; 100 mg/L

4.5 Immobilisierung

4.5.1 Immobilisierung in PVAL

4.5.1.1 Polymerlésung

Fur die Herstellung von Geleinschlusskorpern auf Basis von Polyvinylalkohol wurde
LentiKat®Liquid (geniaLab, Braunschweig) eingesetzt.

4.5.1.2 Stabilisierlésung

Zum Abbruch der Gelierreaktion wurde LentiKat®Stabilizer (geniaLab, Braunschweig)
eingesetzt.

4.5.1.3 Vorbereitung der Zellen

Die Zellen wurden aus dem Vorkulturgefal in ein sterilisiertes Zentrifugenréhrchen
uberfihrt und fur 20 min bei 4.000 g abgetrennt. Der Uberstand wurde verworfen und
die Zellen zweifach mit 400 g/L Saccharose in 5 uS/cm Wasser gewaschen und
danach in etwas dieser Losung resuspendiert.

4.5.1.4 Herstellung von LentiKats ©

Die LentiKat®Liquid wird in der Mikrowelle in mehreren Zyklen von 30 s vollstandig
aufgeschmolzen. Diese Schmelze wurde unter Rihren bis auf ca. 40 T abgekunhlt.
Dann wurden die vorbereiteten Zellen hinzugegeben und mit sterilem 5 pS/cm
Wasser bis auf das geforderte Volumen aufgefullt. Die Losung wird zlgig gut
durchmischt und in den Unterteil einer Petrischale (& 145 mm) tberfiihrt. Diese wird
in den nivellierten LentiKat®Printer eingelegt. Das Gerét wird justiert und die Stifte
werden mit der Polymer-Biomasse-Mischung beladen. Das Unterteil der Petrischale
wird entnommen und ein ausgewogenes Oberteil einer Petrischale (@ 145 mm) wird
mit Adapter eingelegt. Die an den Stiften anhaftende Polymer-Biomasse-Mischung
wird auf das Unterteil der Petrischale Ubertragen. Die Petrischalen mit den
Polymertropfen werden vorsichtig und ohne Erschitterung erneut ausgewogen und
bis auf ein Restgewicht der Tropfchen von 30 % getrocknet. Diese Tropfchen werden
mit LentiKat®Stabilizer vorsichtig tiberschichtet, die Linsen abgetrennt, mit
LentiKat®Stabilizer zweimal fiir 10 min gewaschen. Die Linsen kénnen nun in
Produktionsmedium tberfuhrt werden.

4.5.1.5 Waschlésungen zum Waschen von LentiKats ~ ©

Die Waschldésung zum Befreien von LentiKats® von anhaftenden
Medienbestandteilen und Zellen wurde als isoosmomolare Losung hergestellt. Es
wurde entsprechend der vorgelegten Substratkonzentration eine isoosmomolare
Losung aus NaCl hergestellt. NaCl ist nicht toxisch fir die Zellen, Gbt schon in
geringen Konzentrationen einen hohen osmotischen Druck aus und besitzt eine gute
Loslichkeit. Bei der Bemessung des osmotischen Drucks wurde der osmotische
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Druck des Hefeextrakts vernachlassigt. Eine isoosmomolare Losung zu einer 400 g/L
Saccharose enthaltenden Losung enthielt 29,25 g/L NacCl.

4.5.2 Immobilisierung in Calcium-Alginat

4.5.2.1 Polymerlésung

Zur Herstellung der Polymerlésung wurde Alginat vom Typ Protanal LF 20/60
(Pronova, Oslo, N) eingesetzt. Das Natriumalginat wurde unter stetigem und
kraftigem Ruhren in 5 uS/cm Wasser eingerihrt. Die Konzentration betrug 20 g/L.

4.5.2.2 Vernetzerlésung

Die Vernetzerldsung bestand aus in 5 uS/cm Wasser geldéstem CaCl, x 2 H,O. Die
Konzentration betrug 20 g/L.

4.5.2.3 Vorbereitung der Zellen

Die Zellen wurden aus dem Vorkulturgefal in ein steriles Zentrifugenréhrchen
uberfuihrt und fir 20 min bei 4.000 g abgetrennt. Der Uberstand wurde verworfen und
die Zellen zweifach mit 400 g/L Saccharose in 5 uS/cm Wasser gewaschen und
danach in etwas dieser L6ésung resuspendiert.

4.5.2.4 Herstellung von Kugeln

In die vollstdndig durchmischte Polymerldsung wurden die vorbereiteten Zellen
zugegeben mit der Polymerldsung vermischt. Die Zellen werden dann in die
Abtropfapparatur eingefillt und dann in das Vernetzerbad abgetropft. Nach dem
Abtropfen werden die Kugeln fir 20 min in der Vernetzerlésung belassen, um sie
vollstandig ausharten zu lassen.

4.6 Fermentersystem

Das verwendete Fermentersystem stammt von der Firma INFORS (Bottmingen-
Basel, CH). Es verfugt tber zwei Glasfermentereinheiten, einen Master-Fermenter
(5,5 L Arbeitsvolumen) und einen Satelliten-Fermenter (1,5 L Arbeitsvolumen), die
Uber eine gemeinsame Elektronik geregelt werden kénnen. Wahrend der Satelliten-
Fermenter mit einem HOhe-Durchmesser-Verhéltnis (H/d) von 0,75 den tblichen
Abmessungen (H/d=1) nach den deutschen Industrienormen ahnlich ist, weicht der
Master-Fermenter mit einem h/d-Verhaltnis von 2,27 bei gleichem Durchmesser
deutlich davon ab. Beide Kessel verfligen Gber einen durchstol3freien,
magnetgekoppelten Ruhrantrieb mit Scheibenrtihrern und eine Doppelwand-
Thermostatisierung. Die Abluftkiihler werden im Gegenstromprinzip von einem
externen Aggregat mit Kiilhlwasser durchstromt. Beide Fermenter kbnnen mit den
geeigneten Einbauten im Rihrkesselbetrieb oder im Umwurfbetrieb gefuhrt werden.
Im Fermentersteuerungsblock integriert befinden sich die Pumpen fur Laugen- und
Schaumbekampfungsmitteldosage.

In der nachfolgenden Abbildung 4-1 ist ein RI-Flie3bild mit Grundinformationen des
Fermenters dargestellt.
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4.6.1 Fermentationssteuerung

Uber die in der Mastereinheit integrierte Steuerelektronik konnen beide Einheiten
geregelt werden. Die bendtigten Funktionen wurden mit einem angeschlossenen PC
Uber die INFORS-Software IRIS fur Windows NT 4.0 angesteuert. Zusatzlich kénnen
mit dieser Software Messdaten aufgezeichnet und ausgewertet werden. Eine
integrierte Skriptsprache ermdglicht den Aufbau komplexer Regelungen, wie sie zum
Beispiel fur die Belluftung beider Fermenter eingesetzt wurde.

4.6.1.1 Temperatur

Die Thermostatisierung der Fermenter erfolgte Uber einen Doppelmantel-
Wasserkreislauf. Das Heizelement ist bei diesem System im Fermenterblock
integriert und wird mit Kilhlwasser eines externen Kiihlaggregats automatisch
gegengesteuert. Die Temperatur wird im Kessel mit einem Pt-100-Element
gemessen. Die Steuerung erfolgte Uber die Standardeinstellungen der IRIS-
Software.

4.6.1.2 pH-Wert

Der pH-Wert in den Fermentern wurde tber autoklavierbare pH-Gelelektroden
ermittelt. Fur den Fall einer pH-statisierten Fermentation wurde tber die
Standardeinstellungen der IRIS-Software ausschlief3lich die Laugendosagepumpe
geregelt, da auf Grund der Saurebildung des Pilzes SZ 101 der pH-Wert nur in eine
Richtung korrigiert werden musste. Dosiert wurde 4 M Natronlauge aus einem
Vorratsgefafs.

4.6.1.3 Sauerstoffpartialdruck

Der Sauerstoffpartialdruck im Fermenter wurde Uber die Begasungsrate geregelt.
Beide Fermenter verfligen Uber einen elektronisch geregelten Durchflussmesser mit
Stellglied, der direkt Gber die IRIS-Software angesteuert werden kann. Dazu wurde in
der softwareeigenen Skriptsprache eine mehrfach kaskadierte Regelung
programmiert, die zum einen zweifach kaskadiert die Begasungsrate beeinflusste,
zum anderen abhangig von der durchschnittlichen Begasungsrate das
Grundbegasungsniveau an die Wachstumsverhaltnisse anglich. Das Programmskript
mit zahlreichen Erlauterungen ist im Anhang zu finden. Als Beispiel dient die bei den
durchgefuhrten Versuchen angewendete Regelung zur Einhaltung eines
Sauerstoffpartialdrucks von 5 %.

Das Skript wird im Intervall von zwei Sekunden durch die Software abgearbeitet, das
heil3t, die Messwerte werden aktualisiert und die sich daraus ergebenden
Anderungen ausgefiihrt. Da sich hierdurch die Begasungsraten rasch dndern
kénnen, wurde eine Ober- und Untergrenze fir die Begasungsrate festgelegt. Um ein
Ubersteuern des oberen Grenzwertes zu vermeiden kann im Bedarfsfall die
Begasungsrate auf den unteren Grenzwert bzw. auf die Mindesbegasungsrate
zuruickgesetzt werden. Um einem gestiegenen Sauerstoffbedarf wahrend der
Wachstumsphase Rechnung zu tragen wurde eine dynamische
Mindestbegasungsrate implementiert. Um im Falle eines zu hohen
Sauerstoffpartialdrucks, meist beim Ubergang des Wachstums in die stationare
Phase, die Mindestbegasungsrate senken zu kénnen wurde eine entsprechende
Funktion implementiert. Die Bewertungskriterien zum Anheben und Senken der
Mindesbegasungsrate wurden so gewahlt, dass dem exponentiellen Anstieg des
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Sauerstoffbedarfs Rechnung getragen wird. So erfolgt eine Erhéhung etwa 10x
schneller (mind. 100 s) als eine Senkung (mind. 1000 s).

4.6.2 Schaumbekampfung

4.6.2.1 Schaumbekampfungsmittelzugabe

Aufgrund der starken Schaumbildung wurde den Fermentationsansatzen
Schaumbekampfungsmittel in festen Intervallen zugefihrt. Im Abstand von 120
Minuten erfolgte eine Uber die Software automatisierte Dosage von ca. 200 pL des
Schaumbekampfungsmittels Struktol SB 2321, SCHILL & SEILACHER, Hamburg.
Die Schaumbildung konnte damit zumindest wahrend der Startphase erfolgreich
unterbunden werden. Erlauterungen zum Skript befinden sich im Anhang.

4.6.2.2 Intervall-Schaumbekampfung

Zusatzlich zur chemischen Schaumbekampfung wurde beim Master-Fermenter, der
eine sehr starke Schaumbildung aufwies, eine Intervallschaltung zur
Ruhrerdrehzahlerhéhung im Steuerungsskript programmiert. Im Abstand von 60
Minuten wurde die Drehzahl des Ruhrers fir drei Minuten auf 900 UpM, bzw. bei
extremer Schaumbildung auf 1000 UpM angehoben. In Kombination mit dem
modifizierten Ruhrer zur Schaumberegnung (4.6.2.3) wurde der Schaum eingerihrt,
bzw. im flissigen Zustand gehalten.

4.6.2.3 Mechanische Schaumbekampfung

Fur den Master-Fermenter wurde aufgrund der auf3ergewohnlich starken
Schaumbildung wahrend der Fermentation eine zusatzliche, mechanische
Schaumbekampfung eingefuhrt. Dazu wurde ein zweiter Scheibenrthrer modifiziert
und als Schaumberegner entwickelt, der nach dem Prinzip eines Staurohres
funktioniert. Dieser wurde auf der Antriebswelle so montiert, dass die beiden unteren
Enden der Staurohre in das Medium eintauchten. Die nachfolgende Abbildung 4-2
zeigt den Schaumberegner.

Die im folgenden durchgefiihrte Berechnung zeigt, dass eine grundsatzliche
Funktionstiichtigkeit des Schaumberegners gegeben ist. Auf Grund dieser Daten
wurde der Schaumberegner gefertigt und eingesetzt.
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Abbildung 4-2 Schaumberegner in schematischer Seitenansicht (links) und Aufsicht (rechts oben).
Die blauen Pfeile geben die relative Bewegungsrichtung der Fliissigkeit an. Das Bild
rechts unten zeigt den auf der Rihrerachse montierten Beregner.

Tabelle 4-18  Technische Mal3e des Schaumberegners und eingesetzte Stoffwerte

Symbol Parameter Wert

dRrohr Steigrohrdurchmesser 0,004 m
Orichter Aufweitung des eintauchenden Endes des Steigrohres 0,005 m
Irohr Lange des Steigrohres 0,07 m
IRahrer Radius des Steigrohres 0,032 m

H Hohendifferenz des Steigrohres 0,06 m

S Eintauchtiefe des Steigrohrs (Rohrmitte) 0,02 m

p Dichte des Mediums (400 g/L Saccharose bei 33 C) 1159,5 kg/m®
n Viskositét der Flussigkeit (400 g/L Saccharose bei 33 C) [87] 2,925 mPas

Fur die Berechnungen wurde eine Losung von 400 g/L Saccharose vorausgesetzt,
welche auf 33 T temperiert ist. Des Weiteren wurde di e Ruhrerdrehzahl mit 900
UpM (f = 15 s™) angenommen. Die Berechnungen wurden vereinfacht fir ein
statisches System, das heil3t, Stromungseffekte beim Anfahren des
Schaumzerstorers und Energieverbrauch zur Beschleunigung des Mediums wurden
vernachlassigt.

Uber die Riihrerdrehzahl (= Umdrehungsfrequenz f) und den Radius des
Steigrohrmittelpunktes (dranrer) kann auf die Bahngeschwindigkeit geschlossen
werden.

Durch die Drehung des Schaumzerstorers im Medium entsteht im Steigrohr ein
Staudruck, der die Flissigkeit in das Rohr driickt. Das eintauchende Ende des
Steigrohrs wurde konisch angesenkt, um den Staudruck zu erh6hen und somit ein
erhdhtes Volumen zu férdern. Fir die Geschwindigkeit des Mediums im Steigrohr gilt
die Kontinuitatsgleichung, die allerdings nur das Geschwindigkeitsverhéltnis, nicht
jedoch den tatsachlichen Wert ergibt. Die entgegen wirkenden Druckverluste sind der
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Reibungsverlust im Rohr, der Druckverlust an den Krimmern und der Druckverlust
durch die Hohendifferenz. Gleichung 4-1 zeigt den Zusammenhang zwischen
Staudruck und den entgegenwirkenden Druckverlusten durch Rohrreibungen und
Hohendifferenz.

Apresultiermd = ApStaudruck_ (ApRohr + ApKrUmmer + ApH(’jhe) GleiChung 4-1
Apresutierend  resultierender Druck [Pa]
Apstauguek  Staudruck (Pa]
Aprohe Druckverlust im Steigrohr [Pa]
ApPkrimmer Druckverlust in den 90%Krimmungen [Pa]
ApPrishe Druckverlust durch die Hohendifferenz [Pa]

Um die Geschwindigkeit der Flissigkeit im Rohr zu ermitteln wird der resultierende
Druck gleich Null gesetzt und die Gleichung nach v; umgestellt (Gleichung 4-2).

2

Vi= (o)l Gleichung 4-2

eichun -
/] dRohr + Zgo g
Rohr

1 Geschwindigkeit des Mediums im Rohr [mi/s]

H Hohendifferenz des Steigrohres [m]

S Eintauchtiefe des Steigrohres (Rohrmitte) [m]

g Erdbeschleunigung [m/s?]

A Reibungszahl [-]

Irohr Lénge des Steigrohres [m]

dRrohr Durchmesser des Steigrohres [m]

Eo0 Widerstandszahl fur 90=Krimmungen [-]

Die sich ergebende Geschwindigkeit ist abhé&ngig von der Reibungszahl, die
ihrerseits von der vorherrschenden Stromung abhéngt. Fir die vorausgesetzte
isotherm-stationére Turbulenzstrémung gibt es mit Annahme des Steigrohrs als
~glattes Rohr* drei verschiedene fir diesen Stromungsbereich zutreffende empirische
Beziehungen zwischen der Reibungszahl A und der Reynoldszahl. Tabelle 4-19 zeigt
die moglichen Modelle.

Tabelle 4-19  Reibungszahlen isotherm-stationarer Turbulenzstromung in glatten Rohren nach

[279].
Gleichung nach Reibungszahl A Re-Bereich
H. Blasius 0,3164 * Re?® 2.320...100.000
R. Hermann 0,0054 + 0,3964 * Re™® 2.400...2.000.000
A. G. Kassatkin 1,01 (Ig Re)*® 4.000...6.000.000

Die Reynoldszahl fir das stromende Medium wurde iterativ flr jedes Modell
berechnet. Die sich fir die einzelnen Modelle ergebenden Werte liegen tGber dem
kritischen Wert Reyqi = 2320, der den Ubergang von laminarer zu turbulenter
Stromung in Rohren angibt. Tabelle 4-20 gibt die berechneten Parameter wieder.

Tabelle 4-20  Fir die angegebenen Modelle berechnete Parameter

Modell Re [-} Mindestdrehzahl [min™] Geschwindigkeit im Rohr [m/s]
H. Blasius 2507 302 1,58
R. Hermann 2548 307 1,61
A. G. Kassatkin 2433 293 1,53

Die angewandten Modelle liefern sehr ahnliche Ergebnisse. Die Berechnungen
zeigen, dass der Schaumberegner im Betrieb Flussigkeit fordern wird. Da es sich nur
um eine Abschatzung handelt, kann nicht genau gesagt werden, welche

46



4 Material und Methoden

Mindestdrehzahl erforderlich ist. Die hier ermittelten Mindestdrehzahlen
berticksichtigen nicht, dass sich beim Anfahren des Schaumberegners laminare
Stromungsvorgange abspielen. Bei dieser Strémungsart liegen verénderte
Reibungszahlen vor. Es wird deshalb erwartet, dass eine Flissigkeitsforderung erst
ab hoéheren Drehzahlen als berechnet einsetzen wird.

Zu den weiteren Erwartungen zahlen, dass der Schaumberegner die entstehende
Schaumkrone kontinuierlich beregnet und somit ein Eintrockenen des Schaums
verhindert. Des Weiteren sollte die Menge an durch die Beregnung gebildeten
Sekundarschaums minimal sein, da die Beregnung radial und nicht vertikal erfolgt
und somit ein Einschlagen der Tropfen in das Medium unterbleibt.

4.7 Versuchsvorbereitung

4.7.1 Schiuttelkolbenversuche

Die Versuche wurden in 300 mL Erlenmeyerkolben mit Aluminium-Uberwurfkappen
durchgeflhrt. Die Glasgerate wurden zunachst sterilisiert und vor Versuchsbeginn
unter sterilen Bedingungen mit jeweils 48 mL Medium befillt. Zum Versuchsstart
wurde jeder Kolben mit 2 mL Vorkultur inokuliert. Uber die Versuchsdauer wurden
die Kolben bei 120 UpM und 33 T inkubiert. Der Rad ius des Schiittlers betrug

25 mm.

4.7.2 Fermentationen

Die Saccharose wurde in 5 uS/cm Wasser vorgelost und in den Fermenter eingefullt,
der anschlie3end 10 Minuten bei 121 < sterilisiert wu rde. Diese kurze Zeit war fur
eine Sterilisation ausreichend, da lange Aufwarm- und Abkuhlzeiten die eigentliche
Sterilisationszeit deutlich verlangerten. Die Ubrigen Medienbestandteile wurden
ebenfalls in 5 uS/cm Wasser vorgelost und dann unter sterilen Bedingungen in den
Fermenter Uberfihrt. Dann erfolgte die Einstellung des Gesamtvolumens und ggf.
des pH-Wertes mit 4 M Salzsaure. Uber eine Zugabeflasche wurde die Fermentation
mit dem entsprechenden Volumen an Vorkultur inokuliert.

4.8 Probenahme

4.8.1 Schiuttelkolbenversuche

Bei den Probenahmen im Schittelkolben wurde das Gewicht des Kolbens vor und
nach jeder Probenahme ermittelt und der Gewichtsverlust durch Zugabe von
entsprechenden Volumina 5 uyS/cm Wassers ausgeglichen. Dieser Ausgleich
Uberkompensiert jedoch auch die Verdunstung von gebildeten Ethanol und dem
Abgehen von erzeugtem Kohlendioxid. Die sich dadurch ergebende Verdinnung der
Kultur sichert, dass die ermittelten Produktkonzentrationen tatsachlich gebildet
wurden und nicht durch Aufkonzentrierung zustande kommen. Es wurde jeweils 1 mL
Kulturbriihe aseptisch entnommen und sofort weiterverarbeitet.
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4.8.2 Fermentationen

Die Probenahme im Master-Fermenter erfolgte Uber ein Probenahmerthrchen aus
Glas, in das eine Pumpe die Fermentationsbriihe ansaugte. Uber ein Septum wurden
3 mL dieser Brihe mit einer 5 mL-Spritze mit Kanule (& 0,9 mm) aseptisch
entnommen. Beim Satelliten-Fermenter wurde die Fermentationsbriihe mit einer
sterilen 10 mL-Spritze direkt angesaugt und ebenfalls 3 mL als Probe enthommen.
Beide Proben wurden in MikroreaktionsgefalRe (1,5 mL) Gberfihrt und direkt
weiterverarbeitet oder fur die spatere Verwendung sofort bei —20 T gelagert.

4.9 Bestimmung der Biotrockenmasse

4.9.1 Bestimmung der freien Biotrockenmasse

Zur Bestimmung der freien Biomasse wurden 1,3 mL Kulturbriihe bei Fermentationen
bzw. 1,0 mL bei Kolbenversuchen in zuvor gewogene 1,5 mL Mikroreaktionsgefalde
uberfuhrt. Nach 5 Minuten Zentrifugation bei 20.400 g und 4 € wurde der Uberstand
abgenommen und fir die HPLC-Analytik in ein neues Reaktionsgefald Gberfuhrt und
bei —20 T gelagert. Das Pellet wurde zur Entfernung von Medienbestandteilen
einmal mit 1 mL Leitungswasser gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation wurde der
Uberstand verworfen und das ReaktionsgefaR bei —20 T eingefroren. Nach Ablauf
des Versuchs wurden alle Proben gemeinsam fur mindestens 48 h bei
Raumtemperatur im Vakuum-Exsikkator getrocknet und anschlieRend ausgewogen.
Die Biotrockenmasse wurde nach Gleichung 4-3 ermittelt.

m -m
BTM = trocken leer GIeichung 4-3
Probe
BTM Biotrockenmasse [g/L]
Miocken  Masse des GefélRes mit trockenem Proberiickstand [0]
Micer Masse des leeren Gefalles [0]
Vprobe Volumen der eingesetzten Probe [L]
4.9.2 Bestimmung der Biotrockenmasse in Ca-Alginat-  Immobilisaten

Aus dem Fermenter wird ein Probenvolumen von 5 mL entnommen und in ein 15 mL
Probengefald Gberfuhrt. Die Probe wird vor der weiteren Bearbeitung tiefgekunhlt.
Nach dem Auftauen der in 15 mL-Probengefalie abgefillten Proben wird auf diese
ein eigens konstruierter Probengefalddeckel mit einer Netz6ffnung aufgeschraubt.
Der Kulturiiberstand wird Uber das Netz abgegossen und fir die folgende Analytik
weiterverarbeitet. Die Immobilisate bleiben im Falcon zurtick und werden zweimal mit
5 mL Leitungswasser gewaschen. Anschliel3end werden die Alginatperlen in einem
Gesamtvolumen von 10 mL mit Citratpuffer (0,3 M) aufgeldst. 1,0 mL dieser Probe
wird fur eine herkdbmmliche BTM-Bestimmung nach 4.9.1 eingesetzt.

4.10HPLC Analytik

4.10.1 Probenvorbereitung

Nach Ablauf eines Versuches wurden die bei —20 T gelag erten Proben bei
Raumtemperatur 30 Minuten aufgetaut und durch Schutteln sichergestellt, dass ein
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homogenes Gemisch vorlag. In einer 1:10 und einer folgenden 1:20-Verdinnung mit
Reinstwasser wurden die Proben zu ihrer Verwendung fur die HPLC-Analytik in eine
1:200 Gesamtverdinnung Uberfiihrt. Es wurde an dieser Stelle kein Laufmittel (5
mM H,SO,) verwendet, um die Hydrolyse der enthaltenen Saccharose zu Glucose
und Fructose zu minimieren. Die Proben wurden im Anschluss entweder direkt
analysiert oder bis zu ihrer Verwendung bei —20 T ge lagert.

4.10.2 Kohlenhydratanalytik

Die Proben wurden auf Saccharose, Glucose, Fructose, Ribit, Erythrit, Glycerin und
Ethanol untersucht. Dazu wurde das in Tabelle 4-21 aufgefihrte HPLC-System
verwendet.

Tabelle 4-21  Komponenten des verwendeten HPLC-Analytiksystems.

Komponenten Hersteller bzw. Einstellungen

Entgaser Degasys DG-1300, Uniflows, Japan

Pumpe BioLC Gradient Pump, Dionex, USA

Autosampler Marathon Basic, Spark, NL, mit 10 yL Probeschleife

Saule Aminex® HPX87H+, 300 mm x 8 mm, Biorad, auf 20 C t emperiert
Refraktionsindexdetektor Shodex Rl SE-51, Showa Denko, Japan

Datenaufnahme CBM, Shimadzu, Japan

Datenverarbeitung LC-10 Software, Shimadzu, Japan

Der Betrieb erfolgte bei einem konstanten Fluss von 0,6 mL/min. Als Laufmittel
wurde 5 mM Schwefelsdure eingesetzt. Um eine Hydrolyse von Saccharose bei dem
vorherrschenden pH-Wert von pH 3 zu minimieren, wurde die Saule auf 20 C
temperiert.

Die nachfolgende Abbildung zeigt ein typisches HPLC-Diagramm des verwendeten
Mischstandards mit den Metaboliten Saccharose, Glucose, Fructose, Ribit, Erythrit,
Glycerin und Ethanol.

150 &

1004

Signalintensitat [mV]

50

5 Zeitjmin] 10 =

Abbildung 4-3 Typisches HPLC-Diagramm

Um einen Vergleich der Ergebnisse zu anderen Untersuchungen mit Glucose als
Substrat zu erleichtern und um die Ubersichtlichkeit der Diagramme zu verbessern
wurde Saccharose in Glucosedquivalente umgerechnet. Fructose wird von dem Pilz
SZ 101 auf demselben Wege metabolisiert und verfugt Gber das gleiche
Molekulgewicht wie Glucose und stellt somit ebenfalls ein Glucoseaquivalent dar.
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Glucoseédrc ;2[180,16;]/mol +C +C Gleich

* “Saccharos Glucose Fructose eicnung 4-4
342,30@/mol

Glucoseaq. Glucoseéaquivalente [-]

Csaccharose Konzentration von Saccharose [g/L]

Calucose Konzentration von Glucose [g/L]

Crructose Konzentration von Saccharose [g/L]

Molare Masse von Saccharose 342,30 g/mol

Molare Masse von Glucose und Fructose 180,16 g/mol

4.10.3 Ammoniumanalytik

Zur Bestimmung des Ammoniumstickstoffgehalts wird der Kivettentest LCK 303 der
Firma DR. LANGE verwendet. Das Prinzip beruht auf der Reaktion von
Ammoniumionen mit Hypochloritionen und Salicylionen bei pH 12,6 in Gegenwart
von Nitroprussid-Natrium als Katalysator zu Indophenolblau. Diese Farbreaktion ist
stark temperaturabhangig, weshalb der Test bei einer Arbeitstemperatur von 20 C
durchgeflihrt werden muss. Nach einer Inkubationszeit von 15 min werden die
unverdinnten Proben photometrisch bei einer Wellenlange von 695 nm mit dem
Photometer ISIS 9000 (DR. LANGE) analysiert.

4.10.4 Nitrat- und Nitritanalytik

Der Probentberstand nach der Separation der Zellen wird 1:5 in Reinstwasser
verdunnt und auf eine Reversed-Phase HPLC-Saule aufgegeben. Die Detektion von
Nitrat und Nitrit erfolgt mittels eines UV-Detektors bei 210 nm. Der hydrophobe Teil
des Octylamins interagiert mit der apolaren Saule wahrend die bei einem pH-Wert
von 6,5 protonierten Aminogruppen mit den Nitrat- und Nitritionen wechselwirken.
Tabelle 13 beschreibt die Betriebsparameter des Systems.

Tabelle 4-22  Komponenten des verwendeten HPLC-Analytiksystems fiir die Untersuchung von
Nitrat und Nitrit.

Komponenten Hersteller bzw. Einstellungen

Laufmittel 5 % Methanol, 0,2 % Octylamin in Wasser, pH 6,5 mit H;PO, eingestellt
Entgaser Degasys DG-1310, UNIFLOWS

Pumpe High Precision Pump Model 300 C, GYNOTEK, 2 ml/min

Autosampler Promis, SPARK HOLLAND, 5 pl Probenschleife

Saule Hypersil ODS, 3 um, 60 x 4,6 cm, Raumtemperatur

UV-Detektion 2151 Variable Wavelength Detector, LKB, A=210 nm

Datenaufnahme und -verarbeitung Class LC-10 Software, SHIMADZU, Japan

4.11 Bestimmung des pH-Wertes

Zur Bestimmung des pH-Werts in Schuttelkolben wurde nach Entnahme und
Abzentrifugieren der Probe ein Aliquot des Uberstandes auf ein pH-Teststreifen
aufgebracht. Verwendet wurden Teststreifen (Fa. MACHERY-NAGEL) mit einem
Anzeigebereich von pH 0,0 bis 6,0, bzw. pH 2,0 bis 9,0.

Bei den Fermentationen wurde der pH-Wert Uber autoklavierbare pH-Gelelektroden
bestimmt. Zum Einsatz kamen Modelle der Fa. METTLER-TOLEDO und der Fa. QIS.
Die Messwerte wurden mittels IRIS-Software Giber den angeschlossenen PC
aufgezeichnet. Vor jeder Fermentation wurden die pH-Elektroden mindestens 30
Minuten equibriliert, bevor sie mit den Pufferlésungen pH 7,0 und pH 4,0 kalibriert
wurden.
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4.12 Bestimmung des Sauerstoffpartialdrucks

Der Sauerstoffpartialdruck in den Fermentern wurde tber autoklavierbare pO,-
Elektroden ermittelt. Die Messwerte wurden mittels IRIS-Software Uber den
angeschlossenen PC aufgezeichnet. Vor Verwendung der Elektroden wurden diese
mindestens 6 Stunden polarisiert. Nach jeder zweiten Fermentation erfolgte ein
Wechsel der Elektrolytflissigkeit und eine mechanische und augenscheinliche
Kontrolle der Membran.

4.13Mikroskopische Untersuchungen

Die Fermenterproben wurden taglich im Phasenkontrastmikroskop (Axioplan, Fa.
ZEISS, Zeiss, Oberkochen) auf Kontaminanten untersucht. Dazu wurden
Nativpraparate bei einer 100-fachen VergroRerung unter Verwendung eines
Olimmersionsobjektives untersucht. Bei Schiittelkolbenversuchen wurde bei
Verdacht der Kontamination und nach Beendigung des Versuches von jedem Kolben
ein Nativpraparat wie zuvor beschrieben untersucht.

4.14Bestimmung der spezifischen Wachstumsrate u

Vor weitergehenden Berechnungen wurden die Daten der BTM-Kurven mit Hilfe der
Software Origin® durch einen Boltzman-Fit geglattet. Die Wachstumskonstanten der
Kultur kbnnen aus der exponentiellen Phase der Wachstumskurve ermittelt werden.
Da der verwendete Stamm weder Pellets bildete noch flokulierte, kann das
exponentielle Wachstum nach der Monod-Kinetik angenommen werden. Nach
Umstellen und Integration ergibt sich Gleichung 4-5:

X
In—2 _
_ X, Gleichung 4-5

ﬂ - —

t2 t1
X Konzentration der Biomasse [g/L]
t Zeit [h]
y spezifische Wachstumsrate [1/h]

Ausgeglichenes Wachstum vorausgesetzt, kann mit Hilfe der spezifischen
Wachstumsrate nach Gleichung 4-6 die Verdoppelungsrate ermittelt werden.

{ = In2 Gleichung 4-6
§=—
H
tg Verdoppelungsrate [h]
y spezifische Wachstumsrate [1/h]

4.15Bestimmung der spezifischen Produktbildungsrat erm

Vor weitergehenden Berechnungen wurden die Daten der Erythrit-Kurven mit Hilfe
der Software Origin® durch einen Boltzman-Fit gegléttet.

Ist die Produktbildung Wachstum assoziiert, so ergibt sich nhach Umstellung und
Integration Gleichung 4-7:
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_1 E! > — R ;
m=— Gleichung 4-7
X t,-t,
m spezifische Produktbildungsrate [1/h]
X Konzentration der Biomasse [g/L]
P Konzentration des Produkts [g/L]
t Zeit [h]

4.16 Bestimmung der Ausbeute
Die Masse-Ausbeute der Erythritbildung wurde nach folgender Formel berechnet:

m... )
_ gebildetesErythrit .
YF/ = 100 Gleichung 4-8
S mverbrauchesSubstrat
Ypis Ausbeute (w/w) [% (w/w)]
Mgebildetes Erythrit Masse des gebildeten Erythrits [g/L]
Myerbrauchies substrat - Masse des verbrauchten Substrats [g/L]

Im Metabolismus des Pilzes SZ 101 kann theoretisch fur jedes Mol
Glucoseaquivalent 1 Mol Erythrit gebildet werden (siehe Abbildung 3-20). Fur das
vorliegende Substrat Saccharose (ein Glucosemolekil und ein Fructosemolekl) und
das Produkt Erythrit ergibt sich damit eine maximale Mol-Ausbeute von 200 % und
eine maximale Masse-Ausbeute von 67,8 %.
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5 Ergebnisse und Diskussion

5.1 Medienuntersuchungen

In diesen Versuchen wurden grundlegende Untersuchungen zur Verwertung von
Substraten und zur Einflussnahme von unterschiedlichen Medienbestandteilen
vorgenommen.

5.1.1 Einfluss der Kohlenstoffquelle

Die mdgliche Verwendung von kostenginstigen und gut verfigbaren
Kohlenstoffquellen stellt fiir die Wirtschaftlichkeit eines biotechnischen Prozesses
einen wichtigen Punkt dar. Im Rahmen einer nachhaltigen Produktion ware die
Verwertung von Rohstoffstromen wiinschenswert, die Vorstufen fur ein Endprodukt
darstellen einer hoheren Wertigkeit darstellen oder als Abfallstrome angesehen
werden.

5.1.1.1 Einfluss der unterschiedlichen Kohlenstoffq uellen

Untersucht wurden die Kohlenstoffquellen Dicksaft, Rohzuckerklare und Saccharose
als Produkte der Rubenzuckerherstellung sowie Palatinosemutterlauge,
Palatinosemutterlaugehydrolysat (Salzsaurehydrolysate bei 25 € und 70 ),
Palatinose und Trehalulose als Produkte der Palatinoseherstellung. Diese kamen
zum Einsatz in Medien mit unterschiedlichen Kohlenstoffquellen nach 4.4.3.

Die flr Saccharose als Substrat erzielten Ergebnisse stellen die besten Ergebnisse
dieser Versuchsreihe dar und entsprechen denen aus Voruntersuchungen [1]. Die
anderen Substrate erbrachten deutlich geringere Erythritendkonzentrationen und
Ausbeuten (Tabelle 5-1). Das scheinbare Ausbleiben der Nebenproduktbildung ist
auf die langen Kultivierungsdauern zurickzufiihren, durch die Glycerin und Ethanol
wieder als Substrat verwandt werden beziehungsweise Ethanol verdampft. Eine
Ausnahme bildet hierbei Rohzuckerklare als Substrat, die beim Erreichen des
maximalen Erythritgehalts Glycerin in hoherer Konzentration als Erythrit aufweist.
Grinde fur dies schlechte Abschneiden dieser rohen Substrate sind in deren
Verunreinigungen zu suchen. Saccharose stellt ein sehr reines Produkt dar,
wohingegen Rohzuckerklare und Dicksaft noch hohe Gehalte an Salzen und
organischen Verunreinigungen enthalten. Palatinosemutterlauge besteht aus einer
Mischung von Palatinose, Trehalulose, Isomelezitose, Saccharose, Glucose und
Fructose. Saccharose wird viel besser als die Disaccharide Palatinose, Trehalulose
und Isomelezitose verwertet. Die Enzymausstattung von SZ 101 bewerkstelligt zwar
die Spaltung von Trehalulose und Palatinose, jedoch ist die Aktivitat der Spaltung
sehr niedrig, dass keine schnelle Bildung von Erythrit méglich ist. Die Hydrolysate
der Palatinosemutterlauge wurden durch sauere Hydrolyse mit Salzsaure
vorgenommen. Dadurch sollen die enthaltenen Disaccharide in die Monomere
Glucose und Fructose aufgespalten werden. Die auf diese Weise hergestellten
Hydrolysate weisen deutliche Verfarbungen auf, die auf Zersetzungsprozesse
hinweisen. Diese Produkte konnten nicht charaktersiert werden und sind fir SZ 101
maoglicher weise nicht verwertbar.

Da sich Saccharose als Substrat mit den besten Eigenschaften fur die Kultivierung
herausgestellt hat, werden die weiteren Versuche mit Saccharose als primarer
Kohlenstoffquelle durchgefihrt.
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5.1.1.2 Substrataufnahmeverhalten

Tabelle 5-1 In den Anséatzen mit unterschiedlichen Kohlenstoffquellen erreichte mittlere
Produktkonzentrationen und Ausbeuten. Die Konzentrationen der Nebenprodukte
Glycerin und Ethanol sowie der Biotrockenmasse beziehen sich auf den Zeitpunkt der
maximalen Erythritkonzentration. Versuchsbedingungen nach 4.4.3, pH nicht
korrigiert, T= 33 C, 120 UpM.

Kohlenstoffquelle Erythritkonzentration Ausbeute Y /s Zeitpunkt Glycerin Ethanol BTM?
[g/L] [9/L] [% (wiw)] [h] [9/L] [g/L] [9/L]
Saccharose 175 46 193 14 0 32
Rohzuckerklare 65 16 359 70 0 k.A.
Trehalulose 57 16 359 0 0 k.A.
Palatinose 55 13 359 0 0 k.A.
Palatinosemutterlauge 49 29 170 0 0 k.A.
Dicksaft 23 13 330 0 0 k.A.
PML Hydrolysat 70 C 22 25 112 0 0 k.A.
PML Hydrolysat 25 C 0 0 136 67 0 k.A.

Die Aufnahme von Glucose als Substrat ist in vielen Veroffentlichungen gut
untersucht worden [280;281;282]. Saccharose als Disaccharid aus Glucose und
Fructose muss erst in die Monosaccharide aufgespalten werden, um in den
Pentosephosphatweg eingespeist zu werden (siehe Abbildung 3-20). Fructose muss
erst in Glucose durch eine Epimerase umgewandelt werden, bevor sie verbraucht
werden kann. FUr diesen Versuch wurden Medium und Versuchsbedingungen nach
4.4.1 gewahlt.

Betrachtet man Abbildung 5-1 so ist festzustellen, dass zu Beginn der Kultivierung
eine rasche Abnahme der Saccharosekonzentration zu beobachten ist. SZ 101 muss
Uber ein entsprechendes enzymatisches System zur Hydrolyse von Disacchariden
verfligen, sonst ware ein Wachstum auf Saccharose nicht mdglich. Die aus der
Hydrolyse entstehende Glucose wird sofort verbraucht. Da Fructose im Stoffwechsel
gegenuber Glucose einen zusatzlichen Schritt bendtigt, um in den
Pentosephosphatweg eingeschleust zu werden, reichert es sich im Zellinneren an.
Fructose wird von SZ 101 wieder ausgeschieden. Dieser Schritt ist jedoch nicht
vollstandig selektiv, da mit der Fructose ebenfalls Glucose ausgeschittet wird. Die
ausgeschittete Glucose wird gegentiber der Fructose bevorzugt wieder
aufgenommen. Fur Glucose und Fructose kdnnen einzelne Konzentrationspeaks im
Medium ausgemacht werden.

Durch das schnelle Aufnehmen der Saccharose und dem Ausscheiden von Glucose
und Fructose ergeben sich durch die Berechnung der Glucoseéaquivalente
Plateauphasen oder ein Ansteigen der Kohlenhydratkonzentration im Medium. Fur
die genaue Beurteilung der Substratversorgung sind daher Messungen aller
Substrate notwendig. Dennoch wird in den in dieser Arbeit gezeigten Diagrammen
fast ausschlief3lich der Substratverlauf in Glucoseaquivalenten angegeben. Die
Ubersichtlichkeit und die Berechnung der Ausbeute wird hierdurch stark vereinfacht.
Sind in einem Medium unterschiedliche Substrate vorhanden, so kénnen diese
unterschiedlich bevorzugt aufgenommen werden. Muss ein Substrat erst in eine
verwertbare Form umgewandelt werden oder hat sie einen niedrigeren
Energiegehalt, so andert sich die Kulturkinetik. Eigene Untersuchungen an SZ 101
haben ergeben, dass ein diauxisches Verhalten mit den Substraten Saccharose und
den Spaltungsprodukten Glucose und Fructose nicht auftritt. Es werden keine
Unterschiede im Produktbildungsverhalten und in der Biomassebildung beobachtet.
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Abbildung 5-1 Verlauf der Einzelsubstrate und der Glucoseéquivalente. Versuchsbedingungen nach
4.4.1, pH nicht korrigiert, T= 33 C, 120 UpM.

5.1.2 Einfluss der Stickstoffquelle

Fur die technische Herstellung von Erythrit ist die Wahl der geeigneten
Stickstoffquelle in mehrfacher Hinsicht von Bedeutung. Die Zusammensetzung des
stickstoffhaltigen Substrats hat Einfluss auf die Ausbeute, Selektivitat, Produktivitat
und somit auf das zu wéhlende Verfahren hinsichtlich der Prozessfiihrung und der
Aufarbeitung. Letztendlich wird die Wahl des entsprechenden Substrates durch
seinen Preis und seine Auswirkungen auf das Verfahren bestimmt.

Komplexe Nahrmedienzusétze tragen oft den gleichen Namen, unterscheiden sich
jedoch in ihren Zusammensetzungen. Fur die mikrobielle Herstellung eines
Produktes ist die genaue Zusammensetzung eines Substrates entscheidend, schon
kleine Abweichungen kénnen den Unterschied zwischen einer erfolgreichen oder
misslungenen Produktbildung ausmachen. Eine exakte Aussage dariiber zu treffen,
warum ein Substrat zu einem besseren Ergebnis fuhrt als ein anderes, ist sehr
schwer zu treffen. Komplexe Substrate als Medienbestandteile bestehen aus einer
Vielzahl an unterschiedlichen Mineralstoffen, Kohlenhydraten, Vitaminen, Fetten und
Aminosauren. Die genauen Zusammensetzungen der komplexen
Medienbestandteile sind nur in den seltensten Fallen genau bekannt. Fuhrt die
Substraterhéhung zu einer Verbesserung des Ergebnisses, so kann im Allgemeinen
davon ausgegangen werden, dass ein oder mehrere Stoffe in einer zu niedrigen
Konzentration vorliegen und eine limitierende Wirkung austben. Fuhrt eine
Erniedrigung zu einer Verbesserung des Ergebnisses, so kann davon ausgegangen
werden, dass ein oder mehrere Stoffe in zu hoher Konzentration vorliegen und ein
Hemmwirkung ausiiben. Bei gleichzeitiger Hemmung und Limitierung ist eine
Aussage jedoch kaum mdglich, da die Effekte sich gegenseitig Uberlagern,
verstarken oder abschwachen kénnen.

5.1.2.1 Einfluss unterschiedlicher Stickstoffquelle n

Unterschiedliche Substrate haben unterschiedliche Auswirkungen auf die mikrobielle
Bildung von Erythrit. Untersucht wurden insgesamt sechs Stickstoffquellen, davon
waren drei Hefeextrakte sowie jeweils ein Maisquellpulver, ein Maisquellwasser und
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RiUbenzuckermelasse. Diese kamen zum Einsatz in Medien mit unterschiedlichen
Stickstoffquellen und Versuchsbedingungen nach 4.4.4.

Der Vergleich der untersuchten Metabolite in Tabelle 5-2 zeigt einen deutlichen
Einfluss der unterschiedlichen Stickstoffquellen auf die Bildung von Erythrit sowie
Glycerin und Ethanol. Die Hefeextrakte von MERCK und OHLY ergaben besonders
hohe Erythritkonzentrationen. Das Maisquellwasser von MARCOR zeigte ebenfalls
gute Ertrage, jedoch war zum Zeitpunkt der maximalen Erythritkonzentration das
Substrat noch nicht vollstdndig umgesetzt, zudem ist die Produktivitat nur etwa halb
so grofl3 wie beim Einsatz von MERCK-Hefeextrakt. Die anderen untersuchten
Subtrate eignen sich nicht fur die technische Herstellung von Erythrit, da sie zu
geringe Ertrage erzielen.

Betrachtet man die Eignung der Substrate unter dem Aspekt der Selektivitat, so fallt
auf, dass ausschliel3lich der Hefeextrakt von OHLY zum Zeitpunkt der maximalen
Erythritkonzentration kein Glycerin gebildet hat. In Hinsicht auf eine spatere
Aufarbeitung ist dies ein sehr interessanter Punkt, da hierdurch ein weiterer
Trenngang, z.B. in Form von Chromatographie, erspart werden kann oder eine
vereinfachte Kristallisationsfilhrung erméglicht werden kénnte. Allen untersuchten
Substraten ist gemein, dass bei Erreichen der maximalen Erythritkonzentration kein
Ethanol mehr in der Kulturbriihe vorzufinden war.

Fur die weiteren Arbeiten wurde Hefeextrakt von MERCK ausgewahlt, da mit diesem
die héchsten Erythritkonzentrationen und —ausbeuten sowie Produktivitaten erzielt
wurden.

Tabelle 5-2 In den Anséatzen mit verschiedenen Stickstoffquellen erreichte mittlere
Produktkonzentrationen und Ausbeuten. Die Konzentrationen der Nebenprodukte
Glycerin und Ethanol sowie der Biotrockenmasse beziehen sich auf den Zeitpunkt der
maximalen Erythritkonzentration. Versuchsbedingungen nach 4.4.4, pH nicht
korrigiert, T= 33 C, 120 UpM.

Stickstoffquelle Max. Erythritkonzentration Ausbeute Y"/s Zeitpunkt Glycerin Ethanol BTM
[o/L] [% (w/w)] [h] [o/L] [o/L] [o/L]

Hefeextrakt, 185 61 126 14 0 23

Merck

Hefeextrakt, 158 39 195 0 0 22

Ohly

Maisquellpulver, 137 35 230 21 0 22

Marcor

Maisquellwasser, 55 18 219 30 0 15

Sigma

Hefeextrakt,

it 39 16 230 21 0 12

Ribenzuckermelasse, 19 15 219 8 0 7

Sidzucker

5.1.2.2 Einfluss der Hefeextraktkonzentration

Der in 5.1.2.1 fUr die weitere Untersuchung ausgewahlte Hefeextrakt von MERCK
wurde weiter untersucht. Hierfir wurde die Konzentration des Hefeextraktes im
Bereich von 10 — 50 g/L nach 4.4.5 variiert und die dort beschriebenen
Versuchsbedingungen eingehalten.

Die Erythritbildung nimmt mit zunehmender Hefeextraktkonzentration zuerst wenig
und im weiteren Verlauf stark ab (Abbildung 5-2, Tabelle 5-3). Gleichfalls erhéht sich
die Menge an nicht abgebauten Glucoseaquivalenten. Der pH-Wert zeigt ebenfalls
mit zunehmender Hefeextraktkonzentration einen weniger in den saueren Bereich
tendierenden Verlauf.

Die Produktivitdt nimmt schon bei einer geringen Erhdhung der
Hefeextraktkonzentration stark zu. Bei 15 g/L Hefeextrakt ist die Produktivitat
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gegenuber 10 g/L nahezu verdoppelt. Im Folgenden wird die maximale
Erythritbildung zwar innerhalb der gleichen Zeitspanne wie in der des Ansatzes mit
15 g/L erreicht, jedoch fallt die Erythritkonzentration stetig, so dass die Produktivitat
gleichsam stark abfallt.

Vergleicht man die Nebenproduktbildung der Anséatze mit 10 und 15 g/L Hefeextrakt,
so fallt auf, dass mit 15 g/L Hefeextrakt geringfligig mehr Glycerin und deutlich mehr
Ethanol gebildet werden. Die Biomassebildung ist im Ansatz mit 15 g/L Erythrit knapp
ein Drittel niedriger als im Ansatz mit 10 g/L. Eine verminderte Biomassebildung
bedeutet, dass im Verlauf der Aufreinigung des Produktes die Apparate zur
Abtrennung der Biomasse geringer dimensioniert werden kdnnen. Dadurch kdnnen
Kosten eingespart werden.

Da die Produktivitdt und Ausbeute bei einer Hefeextraktkonzentration von 15 g/L fur
alle Ansatze die hochsten Werte aufweist, wird fur die nachfolgende Optimierung
Hefeextrakt in einer Konzentration von 15 g/L eingesetzt.

Untersuchungen zum Einfluss von Hefeextraktkonzentrationen im Bereich von 1-10 g
wurden mit LentiKats® durchgefiihrt und sind unter 5.5.1 beschrieben.
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Abbildung 5-2  Auswirkungen unterschiedlicher Hefeextraktkonzentrationen auf die Erythritbildung.
Nicht gezeigt: 100 g/L und 250 g/L Hefeextrakt. Versuchsbedingungen nach 4.4.5, pH
nicht korrigiert, T= 33 C, 120 UpM.

Tabelle 5-3 In den Anséatzen mit verschiedenen Hefeextraktkonzentrationen erreichte mittlere
Produktkonzentrationen und Ausbeuten. Die Konzentrationen der Nebenprodukte
Glycerin und Ethanol sowie der Biotrockenmasse beziehen sich auf den Zeitpunkt der
maximalen Erythritkonzentration.

Hefeextrakt Max. Erythritkonzentration Ausbeute Zeitpunkt Glycerin Ethanol BTM
[g/L] [g/L] [% (wiw)] [h] [g/L] [g/L] [g/L]
10 191 46 193 14 0 32
15 175 56 101 12 50 22
20 120 36 101 17 63 20
25 65 23 101 25 73 18
30 37 12 101 19 68 15
40 23 9 101 16 75 11
50 18 8 101 16 71 10
100 38 8 332 15 32 38
250 23 4 356 14 27 9

57



5 Ergebnisse und Diskussion

5.1.2.3 Stickstoffersatz im Hefeextrakt durch Ammon iumchlorid

Hefeextrakt stellt einen bedeutenden Kostenfaktor fir die Herstellung von Erythrit
dar. Um die Kosten fir die Herstellung zu senken, wurde der Ersatz des Stickstoffs in
Hefeextrakt durch Ammoniumstickstoff untersucht. Hierfir wurden Medien nach 4.4.6
hergestellt und die dort beschriebenen Reaktionsbedingungen eingehalten. Dabei
wurde die in 5.1.2.2 festgestellt Konzentration von 15 g/L Hefeextrakt zur maximalen
Bildung von Erythrit herangezogen, um den Stickstoff zu ersetzen.

Mit abnehmender Hefeextraktkonzentration steigt zunéchst die Erythritkonzentration
an und durchlauft bei einem einem Hefeextraktgehalt von 7,5 g/L (50 % des
ursprunglichen Stickstoffs im Hefeextrakt durch Ammoniumchlorid ersetzt) ein
Maximum an gebildetem Erythrit und Ausbeute (Abbildung 5-3, Tabelle 5-4). Die hier
erreichte Ausbeute von 60,6 % stellt einen sehr hohen Wert dar, das theoretische
Maximum liegt bei 67,8 % (w/w). Bei weiter sinkender Hefeextraktkonzentration fallt
die Erythritkonzentration rasch ab. Im Bereich einer Hefeextraktkonzentration von
7,5—12 g/L ist das Glycerin zum Zeitpunkt der maximalen Erythritkonzentration
bereits wieder vollstandig abgebaut. In fast allen Anséatzen ist das gebildete Ethanol
ebenfalls wieder abgebaut.

Die in diesem Versuch gewonnen Erkenntnisse deuten darauf hin, dass im
Hefeextrakt hemmende als auch limitierende Substanzen vorhanden sind. Da die
Stickstoffmenge in den Ansétzen konstant gehalten wird, kann eine Limitierung durch
Stickstoff nicht vorliegen. Dies bedeutet, dass einer oder mehrere Substanzen sich
hemmend auf die Erythritbildung auswirken. Das Vorliegen eines Maximums
bedeutet aber auch, dass zumindest ein weiterer Stoff in limitierende Konzentration
im Hefeextrakt vorhanden ist.

Das teilweise Ersetzen von Hefeextrakt durch Ammoniumchlorid senkt die
Rohstoffkosten und erleichtert die Aufarbeitung des Produktes, da kein Glycerin
gebildet wird.

Das Fermentationsmedium mit einer Stickstoffquelle in Form von 7,5 g/L Hefeextrakt
(Merck) und 28,7 g/L Ammoniumchlorid liefert mit 60,6 % Ausbeute bei einer
Erythritkonzentation von 215 g/L und keinem Glycerin ein ideales Ergebnis fir die
Herstellung von Erythrit.

- 65
200 e
*
- 60
<
D 160 L
©
= . * ¢ [55
£ . 3
i 120 —e— Erythrit [t =2
- . [
£ iy Glycerin Ls0 S
8 —v— Ethanol 2
= 80 —%— Ausbeute H 3
o ° <
£ - 45
c *
> 0
w
* - 40
P (N ¢
0 . ; —_ , :
20 40 60 80 100

Stickstoff aus Hefeextraktgehalt [% (w/w)]

Abbildung 5-3 Einfluss des Stickstoffaustauschs in Hefeextrakt durch Ammoniumstickstoff.
Versuchsbedingungen nach 4.4.6, pH nicht korrigiert, T= 33 C, 120 UpM.
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Tabelle 5-4 In den Ansatzen mit verschiedenen Ammonium- und Hefeextraktkonzentrationen
erreichte mittlere Produktkonzentrationen und Ausbeuten. Die Konzentrationen der
Nebenprodukte Glycerin und Ethanol sowie der Biotrockenmasse beziehen sich auf
den Zeitpunkt der maximalen Erythritkonzentration.

Hefeextrakt /

NH.CI Erythritkonzentration Ausbeute Y /s Zeitpunkt Glycerin Ethanol BTM
QL] [g/L] [% (wiw)] (] [g/L] [g/L] [9/L]
15/0,0 139 44,2 189 2 7 41
12/11,5 164 39,9 189 0 10 46
9,8/20,2 205 55,2 237 0 0 44
7,5/128,7 215 60,6 212 0 0 42
53/37,4 145 55,5 212 50 0 43
3,0/45.8 71 49,9 237 31 0 34

5.1.2.4 Glulle als Substrat

Guille ist ein in jedem Landschaftsstrich in Europa vorkommender Rohstoff, der reich
an Nahrstoffen und zu niedrigen Kosten beziehbar ist. Separierte Rindergille hat
einen Trockensubstanzgehalt von 5 % (w/w), daher ist zu erwarten, dass eine hohe
Menge an Giille eingesetzt werden muss. Es wurden Medien nach 4.4.8 hergestellt
und die dort beschriebenen Reaktionsbedingungen eingehalten, um den Bereich
zwischen 140 — 739 g/L an zu untersuchen, als Referenz dient eine Kultur mit 15 g/L
Hefeextrakt (MERCK) als Stickstoff und Supplinquelle bei ansonsten gleichen
Reaktionsbedingungen. Gille enthalt einen gro3eren Anteil von Stickstoff in Form
von Ammonium als andere Substrate.

Da die Rindergulle einen hohen Anteil an nicht I6slichen Feststoffen mit sich tragt, ist
die Biomassebestimmung in einigen Fallen nicht moglich oder nur sehr
unzuverlassig.

Mit steigender Gullekonzentration nimmt die Erythritbildung und die Ausbeute an
Erythrit zu (Abbildung 5-4, Tabelle 5-5). In der hochsten Dosierung von Gille wird
zugleich die hochste Produktivitat erzielt. In allen Ansatzen mit Gille ist bei Erreichen
der maximalen Erythritkonzentration das Ethanol abgebaut. In allen Kulturen mit
Guille ist jedoch auch nach sehr langer Kultivierungsdauer noch Glycerin vorhanden.
Insgesamt ist die Erythritbildung mit Gulle zwar prinzipiell mdglich, aber die
Produktivitaten sind zu niedrig um wirtschatftlich interessant zu sein. Zudem wird die
Aufarbeitung durch die hohe Konzentration von stérenden Substanzen in der Giille
wesentlich erschwert werden.
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Abbildung 5-4 Auswirkungen von verschiedenen Gullekonzentrationen auf die Produktbildung. (a)
Erythritkonzentration, (b) Ausbeute, (c) Produktivitat. Versuchsbedingungen nach
4.4.8, pH nicht korrigiert, T= 33 C, 120 UpM.
Tabelle 5-5 In den Anséatzen mit verschiedenen Konzentrationen an separierter Rinderglle
erreichte mittlere Produktkonzentrationen und Ausbeuten. Die Konzentrationen der
Nebenprodukte Glycerin und Ethanol sowie der Biotrockenmasse beziehen sich auf
den Zeitpunkt der maximalen Erythritkonzentration.
Gulle Max. Erythritkonzentration Ausbeute Y¥/s Zeitpunkt Glycerin Ethanol BTM
[g/L] [g/L] [% (wiw)] [h] [g/L] [g/L] [g/L]
Referenz 151 37 163 6 26 23
140 69 22 424 20 0 KA.
150 70 22 424 20 0 k.A.
160 70 22 424 19 0 k.A.
180 70 22 424 15 0 KA.
200 91 27 673 14 0 18
220 92 28 673 11 0 18
250 102 30 673 11 0 23
300 112 30 673 7 0 26
400 118 35 484 10 0 31
500 130 31 384 28 0 36
550 136 33 384 22 0 37
739 155 37 306 12 0 48

5.1.2.5 Kartoffelrestfruchtwasser (PNC) als Substra  t

Kartoffelrestfruchtwasser ist ein Rickstandsprodukt aus der Erzeugung von
Kartoffelstarke. Es ist reich an Kohlenhydraten, Mineralstoffen und Proteinen und
somit geeignet, um als Substrat fur die Erythritherstellung in Frage zu kommen. Um
die Auswirkung und Eignung von PNC als Cosubstrat zu untersuchen, wurden
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Medien nach 4.4.7 hergestellt und die dort beschriebenen Versuchsbedingungen
eingehalten, als Referenz dient eine Kultur mit 15 g/L Hefeextrakt (MERCK) als
Stickstoff- und Supplinquelle bei ansonsten gleichen Reaktionsbedingungen.
Hefeextrakt enthalt einen groReren Anteil des Stickstoffs in Form von Nitrat

(~1,4 g/kg PNC).

In mehreren Versuchsreihen wurde die optimale PNC-Konzentration fir eine
maximale Erythritproduktion identifiziert. Mit zunehmendem PNC-Gehalt nahmen
sowohl die Ausbeute als auch Konzentration von Erythrit zu und erreichten zwischen
50 — 55 g/L ihr Maximum bei ebenfalls zunehmender Produktivitat (Abbildung 5-5,
Tabelle 5-6). Eine weitere Steigerung der PNC-Konzentration fihrte zu einer
verminderten Erythritbildung und Ausbeute. Auffallig ist, dass Uber den gesamten
untersuchten Konzentrationsbereich an PNC sich der Zeitpunkt der maximalen
Erythritbildung immer weiter nach vorne verschiebt.

Die Glycerinbildung nimmt mit ansteigender PNC-Konzentration stetig ab und steigt
nach dem Durchlaufen eines Minimalbereiches zwischen 50 — 60 g/L PNC wieder
leicht an. Die Ethanolkonzentration wachst mit der Zunahme der PNC-Konzentration
stetig an und erreicht bei 90 g/L den Maximalwert im untersuchten
Konzentrationsbereich.
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Abbildung 5-5 Auswirkungen unterschiedlicher Kartoffelrestfruchtwasserkonzentrationen auf die
Produktbildung. (a) Erythritkonzentration, (b) Ausbeute, (c) Produktivitat.
Versuchsbedingungen nach 4.4.7, pH nicht korrigiert, T= 33 C, 120 UpM.
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Tabelle 5-6 In den Anséatzen mit verschiedenen Konzentrationen an Kartoffelrestfruchtwasser
(PNC) erreichte mittlere Produktkonzentrationen und Ausbeuten. Die Konzentrationen
der Nebenprodukte Glycerin und Ethanol sowie der Biotrockenmasse beziehen sich
auf den Zeitpunkt der maximalen Erythritkonzentration.

PNC Max. Erythritkonzentration Ausbeute Y /s Zeitpunkt Glycerin Ethanol BTM
[g/L] [9/L] [% (wiw)] [h] [9/L] [g/L] [9/L]
Referenz 159 40 213 0 8 30
15 96 24 433 30 0 17
20 112 29 433 40 0 23
25 121 31 407 32 0 28
35 127 33 238 23 0 38
40 140 36 238 15 0 35
45 155 40 238 7 0 41
50 160 40 238 1 0 36
55 160 40 213 2 9 35
60 153 39 213 1 10 35
65 136 34 213 0 24 29
70 113 29 165 3 40 k.A
75 89 22 140 4 53 k.A
80 92 22 140 4 53 k.A
90 73 19 128 7 56 30

Mit einer maximalen Erythritbildung von 160 g/L und einem gunstigen
Nebenproduktspektrum sowie einem sehr niedrigen Preis eignet sich
Kartoffelrestfruchtwasser zur technischen Herstellung von Erythrit (Abbildung 5-5,
Tabelle 5-6). Das in den Schiittelkolben ermittelte Optimum von 55 g/L PNC wird fur
eine Fermentation herangezogen. Der Sauerstoffpartialdruck wird manuell auf einen
Wert von 5 % eingestellt, was den Verhaltnissen im Schuttelkolben gleicht (siehe
5.2.2.1). Der pH-Wert wurde nicht korrigiert. Es wurde einmal das Substrat
Saccharose nachgefittert.

Wie in der nachfolgenden Abbildung erkenntlich ist, wird eine
Erythritendkonzentration von 199 g/L bei einer Ausbeute von 37,5 % und einer
Produktivitat von 0,82 g/Lh erreicht (Abbildung 5-6, Tabelle 5-7). Das
Nebenproduktspektrum unterscheidet sich deutlich von den Ergebnissen im
Schittelkolben. Wahrend der Fermentation werden Glycerinkonzentrationen von bis
zu 49 g/L gebildet. Da die Abtrennung von Glycerin aus der Kulturbrithe schwierig ist
und hohe Kosten verursacht, muss in kinftigen Fermentationen eine méglichst
niedrige Glycerinbildung angestrebt werden. Ethanol wird in nur sehr geringen
Konzentrationen gemessen. Dies kann jedoch auch eine Folge des Ethanolaustrages
mit dem Abgasstrom sein.

Zwar werden bei der Verwendung von Kartoffelrestfruchtwasser
Erythritkonzentrationen von bis zu 199 g/l in der Fermentation bzw. 160 g/L im
Schittelkolben bei einer Kartoffelrestfruchtwasserkonzentration von 55 g/L erreicht,
doch sind die Ausbeuten im Vergleich zum teilweisen Ersatz von Hefeextrakt durch
Ammoniumchlorid (siehe 5.1.2.3) um 20 % niedriger.

Aus dem Verlauf der Erythritkonzentration geht zudem hervor, dass die Zufutterung
des Substrats Saccharose zu spét erfolgte. Eine Zuflitterung zum Zeitpunkt von

140 h hatte eine wesentlich bessere Produktivitat durch die Vermeidung der
stationéren Phase ergeben.

Eine Untersuchung der Konzentrationsverlaufe von Nitrat, Nitrit und Ammonium
ergab, dass das vorhandene Ammonium und Nitrat schnell und vollstandig aus dem
Medium aufgenommen wird. Gleichzeitig ist ein starker Anstieg und Abfall der
Nitritkonzentration zu beobachten. Es ist nicht ersichtlich, ob dieses Nitrit aus
Ammonium oder Nitrat stammt. Zum Ende der Kultivierung hin ist ein leichter Anstieg
der Nitratkonzentration zu verzeichnen. Der fast vollstandige Abbau von Ammonium,
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Nitrat und Nitrit ist fir die spatere Aufarbeitung sehr gunstig, da dadurch eine
geringere Menge an lonen durch lonentauscher abgetrennt werden missen. Das im
Medium vorhandene Phosphat zeigt eine um 4 g/L schwankende Konzentration.
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Abbildung 5-6 Fermentation mit PNC-Medium in der Satellitenfermentereinheit: Die Produktbildungs-
und die Wachstumsparamter (e, g) sind nur bis zum Zeitpunkt der Zuftitterung ermit-
telt. Versuchsbedingungen nach 4.4.7 (55 g/L), pH nicht korrigiert, T=33 C, 120 UpM.
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Tabelle 5-7 In der Fermentation mit Kartoffelrestfruchtwasser erreichte Produktkonzentration und
Ausbeute. Die Konzentrationen der Nebenprodukte Glycerin und Ethanol sowie der
Biotrockenmasse beziehen sich auf den Zeitpunkt der maximalen
Erythritkonzentration.

PNC Max. Erythritkonzentration Ausbeute Y/s Zeitpunkt Glycerin Ethanol BTM
[g/L] [g/L] [% (wiw)] [h] [g/L] [g/L] [g/L]
55 199 38 241 38 0 83

5.1.3 Einfluss von Spurenelementen und Vitaminen

Viele Metallionen agieren als Cofaktoren oder als Hemmer fir Enzyme in lebenden
und ruhenden Zellen. Zudem dienen sie zur Stabilisierung von Proteinen, Enzymen
oder Enzymkomplexen. Die Konzentration eines Metallions ist hierbei von
entscheidender Bedeutung. Alle Enzyme, die ein Metallion zur Stabilisierung oder als
Cofaktor bendtigen, kdnnen je nach untersuchtem Parameter (Ausbeute, Selektivitat,
Aktivitat, Stabilitét) unterschiedliche Optima aufweisen. Diese Optima kdnnen,
missen aber nicht zusammenliegen. Die Veranderung der Konzentration in einen
optimalen Konzentrationsbereich fir einen Parameter kann zur Verminderung eines
anderen Parameters fuhren.

Fur jeden Prozess ist es wichtig, in Erfahrung zu bringen, welches Metallion einen
Einfluss welcher Art auf die Kultivierung hat. Bei der Verwendung von Substraten
schwankender Qualitdten kbénnen verschiedentliche Konzentrationen an Metallionen
vorliegen, die sich, einzeln oder im Zusammenspiel, unterschiedlich auf das
Produktbildungsverhalten auswirken kdnnen. Die Kenntnis tber den Einfluss
einzelner Metallionen hilft daher bei der Einschéatzung der Verwertung des Substrats
und der zu erwartenden Produktbildung.

Eine Untersuchung der Auswirkungen von Metallionen auf eine Kultivierung wird als
Ergebnis immer die Summe aller Auswirkungen auf den Stoffwechsel aufweisen, da
der Einfluss auf die einzelnen Enzyme des gesamten Metabolismus nicht in einem
einzelnen Experiment bestimmt werden kann. Grundsatzlich besteht zwar die
Moglichkeit, das gesamte Proteom aufzureinigen und jeweils den Einfluss samtlicher
zu untersuchender Metallionen auf alle gewiinschten Parameter zu untersuchen,
jedoch ist diese Arbeit extrem langwierig und nur sehr schwer zu interpretieren. Die
Auskunft aus einem Experiment, bei dem die ganze Zelle betrachtet wird, liefert das
fur den Experimentator am besten zu verwertende Ergebnis.

Pilze bendtigen von einigen anorganischen Komponenten, die mit den Nahrmedium
angeboten werden mussen, sehr geringe Menge. Die wichtigsten dieser
Spurenelemente sind Schwermetallionen. In der Regel genligen davon
Konzentrationen in der Gré3enordnung Milligramm je Liter oder darunter, der Bedarf
an Magnesium und Eisen ist jedoch meist etwas gréf3er. Ein Unterangebot an
Spurenelementen wirkt wachstums- oder aktivitatsbegrenzend. Hohe
Konzentrationen der gleichen Stoffe sind oftmals hemmend. Relativ niedrig liegen die
Schwellenwerte flr Quecksilber und Kupfer (auf3erdem fiir nicht in Sulfationen oder
Aminosaure gebundenen Schwefel), was in manchen Fungizidpraparaten ausgenutzt
wird.

Metallionen kommen einerseits fest gebunden in den Metalloenzymen vor (z.B.
Kupfer oder Zink in Metalloprotein-Enzymen ohne prosthetische Gruppen, Eisen in
den Chelaten der Porphyrin- und Hamverbindungen, als Metallflavin Gruppierungen
in Oxidasen und Dehydrogenase), andererseits dienen Metallionen als Aktivatoren
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verschiedner enzymatischer Umsetzungen, beispielsweise Magnesium in der
Glykolyse, Mangan bei verschiedenen Reaktionen des Citronensaurezyklus, und
Chlorid fordert die Aktivitat von a-Amylasen.

Vitamine sind durch ihre Bedeutung in der Humanphysiologie charakterisiert. Sie
kénnen durch den menschlichen Koérper nicht synthetisiert werden, sondern missen
uber die Nahrung aufgenommen werden. Ihr Fehlen ruft physiologische Stérungen
hervor. Vitamine sind Coenzyme, Teile oder Vorstufen von Coenzymen. So wie in
den Pilzprotoplasten grundséatzlich die gleichen Reaktion ablaufen wie beispielsweise
in Saugetierzellen, kommen den Vitaminen auf molekularer Ebene in der Regel die
gleichen Funktionen wie im Stoffwechsel der htheren Organismen zu. Wegen dieser
generellen Bedeutung nimmt man an, dass alle Vitamine von nahezu jeder Zelle
bendtigt werden, und, sofern sich eine Zufuhr von auf3en als unnétig erweist, muss
die betreffende Zelle die Synthesen selbst besorgen (Prototrophie). Meist sind diese
Organismen nur fur einzelne Vitamine auxotoph. Keine Bedeutung fir die Pilze
haben offenbar die fettléslichen Vitamine. Das gleiche gilt fir Vitamin C, das von
Pilzen durch verschiedenartige reduzierende Verbindungen ersetzt werden kann.

5.1.3.1 Cu?

Kupfer zahlt zu den bei Hefen am besten untersuchten Ubergangsmetallen. Die
Ansammlung von Kupfer kann zur Bildung von Hydroxylradikalen in der Zelle fihren,
die Proteine oxidieren, DNS und RNS spalten sowie Membranen durch die
Peroxidation von Lipiden zerstéren konnen. Fir die Zelle ist es daher wichtig, den
intrazellularen Kupferspiegel kontrollieren zu kdnnen und sich bei erhéhter
Kupferkonzentration die Mdglichkeit einer Entgiftung zu haben.

Kupfer spielt somit einerseits eine Rolle als Cofaktor und Stabilisator in der Zelle,
andererseits sind die Auswirkungen eines zu hohen Kupfergehalts im Medium und
damit in der Zelle nachteilig fr sie.

Zur Untersuchung der Auswirkungen von Kupferionen wurden dem Medium
Kupferionen in sechs unterschiedlichen Konzentrationen beigemischt. Zum Vergleich
wurde eine Kultur ohne Beimischung von Kupfer betrachtet. Zur Untersuchung
wurden Kulturen nach 4.4.16 hergestellt und die dort beschriebenen
Reaktionsbedingungen eingehalten.

Betrachtet man den Verlauf der Erythritkonzentration in Abhangigkeit von der
Kupferkonzentration, so stellt man fest, dass die Produktkonzentration zunachst
ansteigt, um bei 5 mg/L Cu®** das Maximum zu erreichen und danach bis 50 mg/L
Cu?* auf annéhernd einem Niveau zu stagnieren (Abbildung 5-7, Tabelle 5-8). Eine
weitere Zunahme der Kupferkonzentration fuhrt zu einem Absinken der
Produktkonzentration.

Das Maximum der Ausbeute ist starker ausgepragt, folgt aber in allen wesentlichen
Punkten dem prinzipiellen Verlauf des Produktes Erythrit.

Die Bildung von Ethanol wird bereits durch 1 mg/L Cu?* unterdriickt; erst eine
Erhohung der Cu®*-Konzentration auf 100 mg/L Iasst wieder die Bildung von Ethanol
Zu.

Glycerin wird durch die Gegenwart von Kupferionen im Medium verstarkt gebildt und
zeigt ein Maximum bei einer Kupferkonzentration von 5 mg/L, um im weiteren Verlauf
auf einem Niveau Uberhalb des Glycerinpegels der Vergleichskultur zu bleiben.
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Abbildung 5-7 Einfluss der Cu®*-Konzentration auf die Produktbildung. Versuchsbedingungen nach
4.4.16, pH nicht korrigiert, T= 33 C, 120 UpM.

Tabelle 5-8 In den Ansatzen mit verschiedenen Konzentrationen an Cu®* erreichte mittlere
Produktkonzentrationen und Ausbeuten. Die Konzentrationen der Nebenprodukte
Glycerin und Ethanol sowie der Biotrockenmasse beziehen sich auf den Zeitpunkt der
maximalen Erythritkonzentration.

cu® Max. Erythritkonzentration Ausbeute Y /s Zeitpunkt Glycerin Ethanol BTM
[mg/L] [9/L] [% (wiw)] [h] [9/L] [g/L] [9/L]
0 181 40 240 5 13 60
1 195 43 240 10 0 58
5 202 44 216 16 0 33
10 196 43 240 12 0 56
25 198 42 240 10 0 54
50 196 42 240 7 0 65
100 180 40 216 13 5 38
5.1.3.2 Mg*

Magnesium wirkt sich aktivierend auf die Phosphorylierungsvorgange des
Citronensaurezyklus und des Pentosephosphatzyklus aus und ist an allen durch ATP
katalysierten Vorgangen beteiligt [2].

Zur Untersuchung der Auswirkungen von Magnesiumionen wurden dem Medium
Magnesiumionen in sechs unterschiedlichen Konzentrationen beigemischt. Zum
Vergleich wurde eine Kultur ohne Beimischung von Magnesiumionen betrachtet. Zur
Untersuchung wurden Kulturen nach 4.4.16 hergestellt und die dort beschriebenen
Reaktionsbedingungen eingehalten.

Bei einem Vergleich der unterschiedlichen Anséatze stellt man deutliche Unterschiede
in den einzelnen Kulturverlaufen fest. In Gegenwart von 1 mg/L Mg?" ist eine geringe
Steigerung der Ausbeute und der Erythritkonzentration zu beobachten, zugleich wird
weniger Glycerin gebildet (Abbildung 5-8, Tabelle 5-9). Eine weitere Erh6hung der
Mg**-Konzentration filhrt zu einem drastischen Riickgang in Ausbeute und
Konzentration des Hauptproduktes. Nach dem Durchschreiten des Minimums bei 10
mg/L Mg2+ nehmen Ausbeute und Konzentration an Erythrit wieder zu, wobei jedoch
nur die Ausbeute das anfangliche Niveau erreicht.
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Die Gegenwart von Mg®* im Konzentrationsbereich 1 — 50 mg/L hat keinen Einfluss
auf die Ethanolbildung. An den Randbereichen der getesteten Konzentrationsspanne
ist eine geringe Ethanolbildung zu beobachten. Die Glycerinbildung bleibt ab einer
Mg**-Konzentration von 5 mg/L auf dem gleichen Niveau von ca. 18 g/L.
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Abbildung 5-8 Auswirkung der Mgz+-Konzentration auf die Produktbildung. Versuchsbedingungen
nach 4.4.16, pH nicht korrigiert, T= 33 C, 120 UpM.

Tabelle 5-9 In den Anséatzen mit verschiedenen Konzentrationen an Mg®* erreichte mittlere
Produktkonzentrationen und Ausbeuten. Die Konzentrationen der Nebenprodukte
Glycerin und Ethanol sowie der Biotrockenmasse beziehen sich auf den Zeitpunkt der
maximalen Erythritkonzentration.

Mg* Max. Erythritkonzentration Ausbeute Y /s Zeitpunkt Glycerin Ethanol BTM
[mg/L] [g/L] [% (wiw)] [h] [9/L] [g/L] [g/L]
0 195 46 240 9 0 77
1 199 47 240 5 0 72
5 166 39 240 17 0 87
10 150 34 189 17 0 86
25 177 40 240 19 0 90
50 157 42 217 22 0 81
100 159 46 240 12 0 93
5.1.3.3 Mn**

Mangan tritt als Spurenelement in allen lebenden Zellen auf und ist dort von grol3er
Bedeutung. Es ist beteiligt an der Atmungskettenphosphorylierung und an
zahlreichen Oxidoredukasenreaktionen beteiligt.

Zur Untersuchung der Auswirkungen von Manganionen wurden dem Medium
Manganionen in sechs unterschiedlichen Konzentrationen beigemischt. Zum
Vergleich wurde eine Kultur ohne Zugabe von Manganionen betrachtet. Zur
Untersuchung wurden Kulturen nach 4.4.16 hergestellt und die dort beschriebenen
Reaktionsbedingungen eingehalten.

In allen Ansatzen mit zusatzlichem Mn?* ist die Ausbeute und die Endkonzentration
an Erythrit hoher als in der Vergleichskultur ohne Mn**-Zusatz und liegt im Bereich
um 205 g/L. Schon die Gegenwart von 1 mg/L reicht aus, um eine Ethanolbildung
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effektiv zu unterdriicken. Die Glycerinbildung sinkt zunachst ab, um bei Erreichen
einer Mn?*-Konzentration von 25 mg/L wieder anzusteigen (Abbildung 5-9, Tabelle
5-10).
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Abbildung 5-9 Auswirkung der Mn?*-Konzentration auf die Produktbildung. Versuchsbedingungen
nach 4.4.16, pH nicht korrigiert, T= 33 C, 120 UpM.

Tabelle 5-10  In den Anséatzen mit verschiedenen Konzentrationen an Mn?* erreichte mittlere
Produktkonzentrationen und Ausbeuten. Die Konzentrationen der Nebenprodukte
Glycerin und Ethanol sowie der Biotrockenmasse beziehen sich auf den Zeitpunkt der
maximalen Erythritkonzentration.

Mn?* Max. Erythritkonzentration Ausbeute Y /s Zeitpunkt Glycerin Ethanol BTM
[mg/L] [9/L] [% (wiw)] [h] [9/L] [g/L] [9/L]
0 181 40 240 5 13 60
1 211 45 240 4 0 70
5 199 47 240 0 0 74
10 198 43 240 0 0 72
25 211 48 240 2 0 73
50 201 43 192 16 0 36
100 206 46 215 7 0 37
5.1.3.4 Fe*

Eisenionen kdnnen dem Kulturmedium entweder durch Rohsubstrate zugeflgt
werden oder an korrodierten Bauteilen innerhalb einer Produktionsanlage in das
Medium gelangen.

Zur Untersuchung der Auswirkungen von Eisenionen wurden dem Medium
Eisenionen in sechs unterschiedlichen Konzentrationen beigemischt. Zum Vergleich
wurde eine Kultur ohne Beimischung von Eisenionen betrachtet. Zur Untersuchung
wurden Kulturen nach 4.4.16 hergestellt und die dort beschriebenen
Reaktionsbedingungen eingehalten.

Auffallig ist die konstante Verschlechterung des Fermentationsergebnisses mit
zunehmender Fe®**-Konzentration (Abbildung 5-10, Tabelle 5-11). Sowohl Ausbeute
als auch Endkonzentration des Hauptproduktes sinken. Die Bildung von Glycerin
wird durch die Beimengung von Fe*" positiv beeinflusst. Fe** bis zu einer
Konzentration von 100 mg/L hat keine Auswirkungen auf die Bildung von Ethanol.
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Die bei einer Fe**-Konzentration von 25 mg/L auftretende erhohte Bildung und
Ausbeute von Erythrit ist ein mel3technischer Ausreil3er.

Da bereits geringe Mengen an Fe®*" die Erythritbildung empfindlich stéren, muss in
einer Produktionsanlage unbedingt der Einbau von nichtkorrosionsbestandigen
Stahlen vermieden werden. Zudem ist die Untersuchung der Substrate auf ihren
Eisengehalt notwendig.
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Abbildung 5-10 Auswirkung der Fe**-Konzentrationauf die Produktbildung. Versuchsbedingungen
nach 4.4.16, pH nicht korrigiert, T= 33 C, 120 UpM.

Tabelle 5-11  In den Ansatzen mit verschiedenen Konzentrationen an Fe®* erreichte mittlere
Produktkonzentrationen und Ausbeuten. Die Konzentrationen der Nebenprodukte
Glycerin und Ethanol sowie der Biotrockenmasse beziehen sich auf den Zeitpunkt der
maximalen Erythritkonzentration.

Fe* Max. Erythritkonzentration Ausbeute Y/s Zeitpunkt Glycerin Ethanol BTM
[mg/L] [g/L] [% (w/w)] [h] [g/L] [g/L] [g/L]
0 210 50 239 13 0 33
1 210 52 215 4 0 21
5 197 47 215 3 1 22
10 190 47 215 5 1 21
25 209 49 215 0 0 25
50 173 44 215 4 1 15
100 148 40 215 10 1 15
5.1.3.5 Ca*'

Calcium ist ein haufig in lebenden Organismen in grol3en Mengen vorkommendes
Erdalkalimetall. Wird bei einem Verfahren mit Kalkmilch der pH-Wert korrigiert oder
kommen Calcium-Alginat-lmmobilisate zum Einsatz, so ist die Calciumkonzentration
im Medium zwangslaufig erhoht.

Zur Untersuchung der Auswirkungen von Calciumionen wurden dem Medium
Calciumionen in sechs unterschiedlichen Konzentrationen beigemischt. Zum
Vergleich wurde eine Kultur ohne Beimischung von Calciumionen betrachtet. Zur
Untersuchung wurden Kulturen nach 4.4.16 hergestellt und die dort beschriebenen
Reaktionsbedingungen eingehalten.
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Mit zunehmender Ca**-Konzentration sinkt die Erythritbildung nach anfanglicher
leichter Erh6hung auf einen Wert von 140 g/L ab, um danach langsam wieder
anzusteigen. Die Ausbeute sind schon bei ab 1 mg/L Ca®" stark ab, um bei
zunehmender Konzentration langsam anzusteigen. Die enorm hohe Ausbeute bei
25 mg/L stellt einen AusreilRer dar (Abbildung 5-11, Tabelle 5-12).

Die Auswirkung von Ca** im untersuchten Konzentrationsbereich auf die
Glycerinbildung ergibt ein Maximum bei 1 mg/L Ca**, welches somit mit dem
anfanglichen Maximum der Erythritkonzentration zusammenfallt. Eine weiter
zunehmende Ca®*-Konzentration hat nur eine geringe Auswirkung auf die
Glycerinbildung.

Die Ethanolbildung wird durch die Gegenwart von Ca?* bis zu Konzentrationen von
100 mg/L nicht beeintrachtigt.

Dieser Gesamtverlauf ist im Hinblick auf einen mdglichen Immobilisierungsschritt
sehr vorteilhaft, da groRere Mengen an Ca®* den Kultivierungsprozess vorteilhaft
beeinflussen.
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Abbildung 5-11 Auswirkung der Ca®*-Konzentration auf die Produktbildung. Versuchsbedingungen
nach 4.4.16, pH nicht korrigiert, T= 33 C, 120 UpM.

Tabelle 5-12  In den Anséatzen mit verschiedenen Konzentrationen an Ca”* erreichte mittlere
Produktkonzentrationen und Ausbeuten. Die Konzentrationen der Nebenprodukte
Glycerin und Ethanol sowie der Biotrockenmasse beziehen sich auf den Zeitpunkt der
maximalen Erythritkonzentration.

ca* Max. Erythritkonzentration Ausbeute Y /s Zeitpunkt Glycerin Ethanol BTM
[mg/L] [g/L] [% (wiw)] [h] [g/L] [g/L] [g/L]
0 168 46 167 0 0 20
1 177 30 167 33 2 19
5 160 29 167 5 0 16
10 156 28 167 9 0 15
25 140 42 167 10 0 15
50 161 35 167 5 0 17
100 180 39 191 6 0 21
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5.1.4 Vitamin B ;

Wie aus der Literatur bekannt ist , kann sich die Beimengung von Vitamin B; zum
Medium vorteilhaft auf die Erythritbildung auswirken [175;179;172].

Zur Untersuchung der Auswirkungen von Vitamin B; wurden dem Medium Vitamin B;
in sechs unterschiedlichen Konzentrationen beigemischt. Zum Vergleich wurde eine
Kultur ohne Beimischung von Vitamin B; betrachtet, das Medium nach 4.4.17
hergestellt und die dort beschriebenen Reaktionsbedingungen eingehalten.
Vergleicht man die Verlaufe der Erythritkonzentration und der Ausbeute, so stellt
man fest, dass die Erythritkonzentration tGber den gesamten untersuchten Vitamin B;-
Bereich sich nur wenig verandert. Demgegeniber steht die grof3e Auswirkung von
Vitamin B; auf die Ausbeute, die nach einem Maximum bei 1 mg/L einen Tiefpunkt
bei 10 mg/L erreicht und im folgenden langsam wieder zunimmt, ohne jedoch das
Anfangsniveau zu erreichen. Die Optima flr Ausbeute und Erythritkonzentration
liegen dicht beisammen (Abbildung 5-12, Tabelle 5-13).

Glycerin wird bis zu einem Vitamin B;-Gehalt von 50 mg/L mit zunehmender
Konzentration gebildet, um danach wieder abzunehmen. Der Glyceringehalt zum
Zeitpunkt der maximalen Erythritkonzentration sinkt in allen Ansatzen mit Vitamin B,
jedoch nie unter den Referenzwert.

Ein Einfluss auf die Ethanolbildung ist nur bedingt zu beobachten, sie bleibt bei allen
Versuchsanséatzen tber einem Niveau von 53 g/L.
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Abbildung 5-12 Auswirkung der Vitamin B;-Konzentration auf die Produktbildung.
Versuchsbedingungen nach 4.4.16, pH nicht korrigiert, T= 33 C, 120 UpM.
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Tabelle 5-13  In den Ansatzen mit verschiedenen Konzentrationen an Ribit (4.4.4) erreichte mittlere
Produktkonzentrationen und Ausbeuten. Die Konzentrationen der Nebenprodukte
Glycerin und Ethanol sowie der Biotrockenmasse beziehen sich auf den Zeitpunkt der
maximalen Erythritkonzentration.

Vitamin B1 Max. Erythritkonzentration Ausbeute Y /s Zeitpunkt Glycerin Ethanol BTM
[mg/L] [9/L] [% (wiw)] [h] [9/L] [g/L] [9/L]
0 195 46 240 9 0 77
1 195 49 189 21 0 53
5 207 49 240 9 0 76
10 195 45 240 16 0 70
25 199 45 240 16 0 70
50 195 46 189 31 0 56
100 204 42 240 12 0 68

5.1.5 Einfluss der Schwefelquellen

Schwefel gehort neben Kohlenstoff, Sauerstoff, Stickstoff, Wasserstoff und Phophor
zu den wichtigsten Elementen in der Biochemie. Er tritt in Zellen sehr haufig in den
schwefelhaltigen Aminoséuren Cystein und Methionin auf. Sein Anteil an der
Zellmasse betragt etwa 1 % (w/w) [154].

Es soll festgestellt werden, ob durch die zusatzliche Gabe von Schwefel in Form von
Cystein oder Sulfat eine Erhéhung der Erythritkonzentration oder der Ausbeute
erreicht werden kann.

Die fur diese Versuche verwendeten Kulturen wiesen eine Tieftemperaturschadigung
auf. Vergleichstests haben jedoch ergeben, dass die Ergebnisse auf unbeschadigte
Stamme Ubertragbar sind (Daten hier nicht gezeigt).

5.1.5.1 Einfluss der Cysteinkonzentration

Um den Einfluss zusatzlich dem Medium zugesetztem Schwefel in Form von Cystein
zu untersuchen, wurden Medien nach 4.4.14 hergestellt und die dort beschriebenen
Reaktionsbedingungen eingehalten.

Cystein steht in Form einer freien Aminosaure direkt zum Einbau in Proteine zur
Verfiigung. Den Mikroorganismen steht jedoch die Mdglichkeit offen, das Cystein
zuerst zu Sulfid oder elementarem Schwefel umzuwandeln und dann in andere
Verbindungen einzufligen [154].

Die Ergebnisse der Untersuchungen zeigen auf, dass bereits geringe Mengen an
Cystein die Erythritbildung und Ausbeute schmélern. Das Nebenproduktspektrum
wird durch die Gegenwart von Cystein nur wenig beeinflusst (Abbildung 5-13, Tabelle
5-14).

Cystein ist nicht geeignet, um als férdernder Zusatz in einer technischen Herstellung
von Erythrit verwandt zu werden. Auf weitere Untersuchungen mit Cystein wird
verzichtet.
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Abbildung 5-13 Einfluss der Cysteinkonzentration auf die Produktbildung. Versuchsbedingungen nach
4.4.14, pH nicht korrigiert, T= 33 C, 120 UpM.

Tabelle 5-14  In den Ansatzen mit verschiedenen Konzentrationen an Cystein erreichte mittlere
Produktkonzentrationen und Ausbeuten. Die Konzentrationen der Nebenprodukte
Glycerin und Ethanol sowie der Biotrockenmasse beziehen sich auf den Zeitpunkt der
maximalen Erythritkonzentration.

Cystein Max. Erythritkonzentration Ausbeute YF/s Zeitpunkt Glycerin Ethanol BTM
[g/L] [o/L] [% (wiw)] [h] [o/L] [g/L] [o/L]
0 60 21 104 12 40 20
0,1 55 21 72 8 34 18
0,5 a7 18 72 10 32 17
1 43 15 72 10 39 17
2 41 14 72 10 32 17

5.1.5.2 Einfluss der Sulfatkonzentration

Sulfat tritt in der Natur haufig in Form von Mineralsalzen auf und stellt eine génige
Schwefelquelle fir viele Mikroorganismen dar. Durch assimilatorische Sulfatreduktion
kann Sulfat direkt in Sulfid reduziert und organisch gebunden werden. Damit steht es
dem Organismus zur Verfigung [154].

Zur Untersuchung der Verwertbarkeit von Sulfat und des Einflusses auf die
Erythritbildung und Ausbeute sowie das Nebenproduktspektrum wurden Medien
nach 4.4.15 hergestellt und die dort beschriebenen Reaktionsbedingungen
eingehalten.

Die Zugabe von Sulfat zum Medium zeigt keine positive Auswirkung auf die
Erythritbildung und Ausbeute auf. Das Nebenproduktspektrum ist ebenfalls sehr
ahnlich, lediglich eine leichte Abnahme der Ethanolkonzentration ist festzustellen
(Abbildung 5-14, Tabelle 5-15). Gleichsam ist eine Abnahme der Biomassebildung
festzustellen.

Da die Gabe von Sulfat zusétzlich zum Medium keine positiven Effekte hervorruft, ist
die Verwendung von Sulfat fur die technische Herstellung von Erythrit nicht
erforderlich.

Eine in der Kultivierung durch Schwefelmangel hervorgerufene Limitierung kann
ausgeschlossen werden, da weder die Gabe von Cystein noch die Gabe von Sulfat
einen forderlichen Effekt haben. Bei der Wahl der Stickstoffquelle sollte darauf
geachtet werden, dass die vorhandene Menge an Sulfat méglichst niedrig ist.
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Abbildung 5-14 Auswirkung der Sulfatkonzentration auf die Produktbildung. Versuchsbedingungen
nach 4.4.15, pH nicht korrigiert, T= 33 C, 120 UpM.

Tabelle 5-15 In den Ansatzen mit verschiedenen Konzentrationen an Natriumsulfat erreichte
mittlere Produktkonzentrationen und Ausbeuten. Die Konzentrationen der
Nebenprodukte Glycerin und Ethanol sowie der Biotrockenmasse beziehen sich auf
den Zeitpunkt der maximalen Erythritkonzentration.

Na,SO, Max. Erythritkonzentration Ausbeute Y /s Zeitpunkt Glycerin Ethanol BTM
[g/L] [g/L] [% (w/w)] [h] [g/L] [g/L] [g/L]
0 60 21 104 12 40 20
1 50 18 104 11 37 15
2 52 18 104 12 35 15
5 49 17 104 12 33 14
10 48 18 104 11 30 14
20 34 14 104 12 29 12

5.1.6 Einfluss der Phosphatkonzentration

Um eine mogliche Phosphatlimitierung zu untersuchen, wurden dem
Produktionsmedium verschiedenen Mengen an Phosphat zugesetzt.

Viele Mikroorganismen werden durch eine zu geringe Phosphatkonzentration im
Wachstum limitiert, was Auswirkungen auf die Metabolitbildung in der Zelle haben
konnte. Da in diesem Prozess eine wachstumsassoziierte Produktbildung vermutet
wird, ware eine Phosphatlimitierung auch eine Produktlimitierung. Zur Untersuchung
des Einflusses wird ein Medium nach 4.4.13 hergestellt und die dort beschriebenen
Reaktionsbedingungen eingehalten.

Der Einfluss der Phosphatkonzentration auf die Erythritkonzentration ist nur sehr
gering und betragt maximal 7 g/L Erythrit. Die Ausbeute ist bis zu einer KH,POy-
Konzentration von 10 g/L konstant und sinkt bei einer weiteren Zunahme ab
(Abbildung 5-15, Tabelle 5-16).

Ab einer KH,PO4-Konzentration von 5 g/L ist eine geringe Verminderung der
Glycerinbildung zu beobachten. Das in den Schittelkolben zum Zeitpunkt der
Beendigung der Fermentationvorhandene Ethanol ist erst bei Konzentrationen von
Uber 5 g/L KH,PO,4 zu beobachten.

Fur eine weitere Kultivierung wird eine Phosphatlimitierung nicht erwartet, da durch
die Beifigung von Phosphat keine positive Auswirkung auf die Produktbildung
erreicht wird.
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Abbildung 5-15 Einfluss der Kaliumdihydrogenphosphatkonzentration auf die Produktbildung.
Versuchsbedingungen nach 4.4.13, pH nicht korrigiert, T= 33 C, 120 UpM.

Tabelle 5-16  In den Ansatzen mit verschiedenen Konzentrationen an KH,PO, erreichte mittlere
Produktkonzentrationen und Ausbeuten. Die Konzentrationen der Nebenprodukte
Glycerin und Ethanol sowie der Biotrockenmasse beziehen sich auf den Zeitpunkt der
maximalen Erythritkonzentration.

KH,PO, Max. Erythritkonzentration Ausbeute Y /s Zeitpunkt Glycerin Ethanol BTM
[mg/L] [g/L] [% (wiw)] [h] [g/L] [g/L] [g/L]
0 176 46 209 14 0 28
0,5 171 46 209 16 0 28
1 171 46 209 16 0 29
2 172 46 209 15 0 27
5 172 46 209 14 0 28
10 177 46 209 6 10 22
20 177 45 234 5 3 28

5.1.7 Einfluss von Metaboliten und Substrat

Die wahrend der Fermentation des Pilzes SZ 101 entstehenden Produkte Erythrit,
Ethanol, Ribit und Glycerin beeinflussen Uber verschiedene Schnittstellen des
Metabolismus die Herstellung von Erythrit (siehe 3.4.2). Die entstehenden
Nebenprodukte kdnnen sich entsprechend hemmend oder férdernd auswirken, bzw.
die Selektivitat der Erythritbildung beeinflussen.

5.1.7.1 Erythrit

Zur Auslegung eines Prozesses ist die Kenntnis Uber das Produktbildungsverhalten
sowie Uber die gekoppelte Substrat-Produkthemmung wichtig. Diese Daten kénnen
durch die Durchfihrung von unterschiedlichen Anséatzen mit verschiedenen Substrat-
Produkt-Konzentrationen ermittelt werden. Sie geben Anhaltspunkte, an welchen
Stellen der Kultivierung ein Zufittern des Substrates sinnvoll ist und auf welchem
Wege die maximale Ausbeute und Produktkonzentration erreicht werden kdnnen.
Zur Untersuchung der Auswirkungen von Erythrit und Saccharose wurde dem
Medium Erythrit und Saccharose in sechs unterschiedlichen Konzentrationen
beigemischt. Zur Untersuchung wurden Kulturen nach 4.4.10 hergestellt und die dort
beschriebenen Reaktionsbedingungen eingehalten. Die Medien sind kombinierte

75



5 Ergebnisse und Diskussion

Anséatze der Saccharosekonzentrationen und der Erythritkonzentrationen, so dass
sich insgesamt 16 verschiedene Kombinationen ergaben.

Betrachtet man die Versuchsreihen (Abbildung 5-16, Tabelle 5-17) mit 400 g/L
Saccharose, so fallt auf, dass mit zunehmender Erythritkonzentration die Menge des
gebildeten Erythrits und die Ausbeute abnimmt. Diese Versuchsreihe spiegelt eine
sehr frihe Nachfitterung in der Kulturfihrung wider, so dass das Substrat immer im
Bereich der Anfangskonzentration gehalten wird. Da SZ 101 eine osmophile Hefe ist,
ist sie zu einem gewissen Mal3 tolerant gegentber hohen osmotischen Driicken. Bei
sehr hohen Konzentrationen an Erythrit nimmt zum einen der osmotische Druck so
weit zu, dass es fir die Zelle immer schwieriger wird, ihren Zellinnendruck gegen das
Medium aufrecht zu erhalten und zum anderen nahert sich die Zelle dem Bereich der
maximal tolerierten Erythritkonzentration. Eine Extrapolation der erhaltenen Werte
liefert eine maximale Erythritkonzentration um 310 g/L. Die Loslichkeitsgrenze von
Erythrit liegt bei 33 T ca. bei 340 g/L. Bedingt du rch den hohen osmotischen Druck
weisen Kultivierungen mit 400 g/L Saccharose ein fir die Aufreinigung ungiinstiges
Nebenproduktspektrum auf. Insbesondere die Bildung von Glycerin nimmt sehr stark
Zu.

Kulturanséatze mit 200 g/L Erythrit weisen absolut geringere Mengen an gebildetem
Erythrit bei h6heren Ausbeuten als Kulturen mit 400 g/L Saccharose auf (Abbildung
5-16, Tabelle 5-17). Zudem ist die Bildung der Nebenprodukte deutlich gunstiger als
bei der doppelten Substratkonzentration. Dies wirkt sich glnstig auf die Aufreinigung
aus. Die Kultur mit der niedrigsten Erythritkonzentration weist neben der héchsten
Erythritkonzentration und Ausbeute zudem keine Nebenproduktbildung und die
hdchste Produktbildungsrate auf.

Der Substratbereich von 100 g/L Saccharose zeigt eine mit zunehmender
Erythritkonzentration zunehmende Erythritbildung und Ausbeute (Abbildung 5-16,
Tabelle 5-17). Zudem werden keine Nebenprodukte gebildet. Da SZ 101 ein
osmophiler Pilz ist, bendtigt er bestimmte osmotische Driicke, um Substrat bilden zu
kénnen (siehe auch 3.4.2.2).

Ahnlich wie bei 100 g/L Saccharose verhalten sich die Ergebnisse mit 50 g/L
Saccharose. Hier ist als Ausnahme jedoch die deutlich erhdhte Erythritbildung und
Ausbeute bei 200 g/L Erythrit zu erkennen. Bei diesem Wert kénnte es sich jedoch
auch um einen Ausreil3er handeln. Die Bildung der Nebenprodukte Glycerin und
Ethanol unterblieb ebenso ganzlich.

Die untersuchten Kombinationen von 50 g/L und 100 g/L Saccharose mit
verschiedenen Erythritkonzentrationen weisen sehr hohe Ausbeuten auf, die Uber
das theoretische Maximum zum Teil weit hinaus reichen. Dieser Umstand kann
dadurch erklart werden, dass die Zellen in der Vorkultur bereits Erythrit gebildet und
gespeichert und Substrate aufgenommen haben. Nach der Uberimpfung nimmt der
Pilz, wenn nur wenig Saccharose als Substrat vorhanden ist, dieses rasch auf und
wandelt es in Glucose und Fructose um. Das Substrat ist damit scheinbar vollstandig
verbraucht. Fructose wird intrazelluléar nur als Sekundéarsubstrat verwandt und
reichert sich somit im Zytoplasma an. Solange noch Glucose im Medium vorhanden
ist oder sich die Zelle durch die Spaltung von Saccharose herstellen kann, ist die
Verwertung von Fructose gehemmt (siehe auch 5.1.1.2). Die Hefe kdnnte nun
versuchen, sich der Fructose zu entledigen und schiittet diese zusammen mit
Glucose und Erythrit in das Medium aus. Der Erythritgehalt im Medium steigt schnell
an. Im Verlauf der Kulturen deckt sich der plétzliche Anstieg der Erythritkonzentration
mit einem mehr oder weniger ausgepragten Plateau in der Glucoseéquivalentkurve.
Die jetzt stattfindende Aufnahme von Glucose ist zwar energetisch ungunstig aber
selektiv. Nachdem die Glucose im Medium verbraucht ist, wird auch die Fructose
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aufgenommen und verwertet. Die tUber die dem theoretischen Maximum liegende
Ausbeute ist daher nur scheinbarer Natur.

Eine geeignete Kulturfihrungsstrategie wirde in Hinsicht auf Ausbeute und
Produktendkonzentration eine Kultivierung mit einem anfanglichen Substratgehalt
von 300 — 400 g/L und einer Zufutterung bei einem Substratgehalt von 50 — 100 g/L
annehmen. Hierdurch waren Kosteneinsparungen bei sowohl Substrat als auch auf
der Aufarbeitungsseite durch ein gunstigeres Nebenproduktspektrum zu erwarten.
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Abbildung 5-16 Auswirkung der Erythrit- und Saccharosekonzentration auf das
Produktbildungsverhalten. Versuchsbedingungen nach 4.4.10, pH nicht korrigiert, T=
33 C, 120 UpM.
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Tabelle 5-17  In den Ansatzen mit verschiedenen Konzentrationen an Erythrit erreichte mittlere
Produktkonzentrationen und Ausbeuten. Die gebildete Erythritkonzentration und die
Konzentrationen der Nebenprodukte Glycerin und Ethanol sowie der
Biotrockenmasse beziehen sich auf den Zeitpunkt der maximalen
Erythritkonzentration.Gebildetes Erythrit bezeichnet das zusétzlich zum bereits im
Medium enthaltene gebildete Erythrit. Zur Berechnung der absoluten
Erythritkonzentration ist dieser Wert zur Konzentration des vorgelegten Erythrits zu

addieren.
Saccharose Erythrit Gebildetes Erythrit Ausbeute YT/ Zeit Glycerin Ethanol BTM
[g/L] [g/L] [g/L] [% (wiw)] [h] [g/L] [g/L] [g/L]
100 22 30 29 0 0 18
50 150 46 76 24 0 0 16
200 71 128 24 0 0 14
250 42 85 24 0 0 13
100 33 51 29 0 0 17
100 150 50 85 29 0 0 16
200 56 106 29 0 0 15
250 61 152 29 0 0 14
101 81 39 188 0 0 30
200 146 79 38 214 2 0 28
489 71 35 214 9 0 26
236 51 29 214 17 0 24
107 155 35 314 18 0 28
400 163 123 28 314 55 0 26
204 90 21 314 64 0 22
265 25 7 314 56 0 18

Die Ergebnisse wurden in einer fed-batch Schuttelkultur Gberpruft. Hierfir wurde ein
Medium nach 4.4.1 hergestellt und bei Erreichen eines Substratniveaus unter 50 g/L
Saccharose diese manuell in kristalliner Form nachgefuttert.

Wie aus der Verlaufsgrafik (Abbildung 5-17, Tabelle 5-18) zu erkennen ist, konnte
eine Produktkonzentration von knapp 250 g/L erreicht werden. Die Gesamtausbeute
betrug 41 %. Die Bildung der Nebenprodukte konnte ebenfalls auf einem geringen
Niveau gehalten werden. Es ist anzufiigen, dass zum Zeitpunkt des Abbrechens der
Kultivierung immer noch Produkt gebildet wurde. Eine weitere Zufltterung von
Substrat hatte zu einer zusatzlichen Erythritbildung gefihrt.

Die Ergebnisse aus den obigen Schuttelkolbenversuchen konnten bestatigt werden.
Die Durchfihrung eines fed-batch Verfahrens zur Erh6hung der Erythritkonzentration
ist maglich und fuihrt zu hohen Produktendkonzentrationen. Die Aufarbeitung wird
durch hohe Erythritkonzentrationen begunstigt. Eine Erythritkonzentration von

246 g/L ist die hochste in die Arbeit gebildete Erythritmenge.
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Abbildung 5-17 Schiuttelkolben im fed-batch Verfahren. Versuchsbedingungen nach 4.4.1, pH nicht
korrigiert, T= 33 C, 120 UpM.

Tabelle 5-18  In der Kultivierung im fed-batch erreichte Produktkonzentration und Ausbeut. Die
Konzentrationen der Nebenprodukte Glycerin und Ethanol sowie der
Biotrockenmasse beziehen sich auf den Zeitpunkt der maximalen
Erythritkonzentration.

Max. Erythritkonzentration Ausbeute Y¥/s Zeitpunkt Glycerin Ethanol
[g/L] [% (Wiw)] [h] [g/L] [g/L]
246 41 480 32 0

5.1.7.2 Ethanol

Die Gegenwart von Ethanol wird von wenigen Mikroorganismen in héheren
Konzentrationen toleriert und hat einen hemmenden Effekt auf deren Wachstum. Die
anaerobe Bildung von Ethanol durch Garung ist bei Hefen bekannt und weit
verbreitet. Es kann bei aeroben Verhaltnissen durch Hefen jedoch auch zur
Energiegewinnung verwandt werden.

Zur Untersuchung der Auswirkungen von Ethanol wurden dem Medium Ethanol in
funf unterschiedlichen Konzentrationen beigemischt. Zum Vergleich wurde eine
Kultur ohne Beimischung von Ethanol betrachtet. Zur Untersuchung wurden Kulturen
nach 4.4.11 hergestellt und die dort angegebenen Versuchsbedingungen
eingehalten.

Die Erythritbildung und Ausbeute nimmt Giberraschender Weise mit zunehmender
Ethanolkonzentration leicht zu und erreicht bei 20 g/L Ethanol ihr Maximum
(Abbildung 5-18, Tabelle 5-19). Gleichfalls nimmt bis zu dieser Ethanolkonzentration
auch die Glycerinbildung bis auf 0 g/L ab. Eine Steigerung der Ethanolkonzentration
Uber 20 g/L hinaus fuhrte zu drastischen Einbuf3en in Konzentration und Ausbeute
von Erythrit. Ab Konzentrationen von mindestens 60 g/L ist kein Wachstum mehr zu
beobachten. Ab dieser Konzentration wirkt Ethanol toxisch auf SZ 101. In manchen
Kultivierungen wurden jedoch gebildete Ethanolkonzentrationen von bis zu 75 g/L
beobachtet.
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Mit Hilfe eines Ethanolsensors auf Basis von Silikonmembranen liel3e sich ein
konstanter Ethanolpegel von 20 g/L einstellen und damit die Ausbeute und
Endkonzentration an Erythrit gezielt erhhen.
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Abbildung 5-18 Auswirkung der Ethanolkonzentration auf die Produktbildung. Versuchsbedingungen
nach 4.4.11, pH nicht korrigiert, T= 33 C, 120 UpM.

Tabelle 5-19  In den Ansatzen mit verschiedenen Konzentrationen an Ethanol erreichte mittlere
Produktkonzentrationen und Ausbeuten. Die Konzentrationen der Nebenprodukte
Glycerin und Ethanol sowie der Biotrockenmasse beziehen sich auf den Zeitpunkt der
maximalen Erythritkonzentration.

Ethanol Max. Erythritkonzentration Ausbeute YF/s Zeitpunkt Glycerin Ethanol BTM
[g/L] [9/L] [% (wiw)] [h] [9/L] [g/L] [9/L]
0 216 52 220 11 0 31
5 215 52 220 6 0 31
10 218 52 220 0 0 29
20 221 53 220 0 3 27
40 79 26 220 1 31 12
60 Kein Wachstum

5.1.7.3 Glycerin

Glycerin wird von vielen Organismen als Schutz gegen schéadliche Umwelteinflisse,
insbesondere gegen als Reaktion auf osmotischen Stress und verminderten
Sauerstoffpartialdruck gebildet. Bei der Kultivierung von SZ 101 treten bedingt durch
die hohen Substratkonzentrationen hohe osmotische Driicke auf, zudem kdnnen
wahrend der Kultivierung niedrige Sauerstoffpartialdricke auftreten. Die vermehrte
Bildung von Glycerin wirkt sich nachteilig auf die Ausbeute von Erythrit aus, da
Glycerin auf Basis von Dihydroxyacetonphosphat als Produkt der Glycolyse gebildet
werden kann

Zur Untersuchung der Auswirkungen von Glycerin wurden dem Medium Glycerin in
funf unterschiedlichen Konzentrationen beigemischt. Zum Vergleich wurde eine
Kultur ohne Beimischung von Glycerin betrachtet. Zur Untersuchung wurden
Kulturen nach 4.4.12 hergestellt und die dort angegebenen Versuchsbedingungen
eingehalten.
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Die Gegenwart von bis zu 60 g/L Glycerin hat nahezu keine Auswirkung auf die
Produktbildung und die Ausbeute. Bei 80 bzw. 100 g/L Glycerin sinken Ausbeute und
Erythritkonzentration ab (Abbildung 5-19Tabelle 5-20).

Es ist also méglich, Glycerinkonzentrationen von bis zu 60 g/L durch die Beimengung
von glycerinhaltigen Mutterlaugen zum Medium oder durch die Verwendung von
glycerinhaltigen Substraten zu erzeugen, ohne einen Einbruch in der Erythritbildung
zu erhalten. Auf eine Glycerinbildung wéhrend der Kultivierung ist bis zu einer
Konzentration von 60 g/L Glycerin — abgesehen von der verminderten Ausbeute —
nicht der Produktbildung abtraglich.
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Abbildung 5-19 Auswirkung der Glycerinkonzentration auf die Produktbildung. Versuchsbedingungen
nach 4.4.12, pH nicht korrigiert, T= 33 C, 120 UpM.

Tabelle 5-20  In den Ansatzen mit verschiedenen Konzentrationen an Glycerin erreichte mittlere
Produktkonzentrationen und Ausbeuten. Die Konzentrationen der Nebenprodukte
Glycerin und Ethanol sowie der Biotrockenmasse beziehen sich auf den Zeitpunkt der
maximalen Erythritkonzentration.

Glycerin Max. Erythritkonzentration Ausbeute YF/s Zeitpunkt Glycerin Ethanol BTM
[g/L] [9/L] [% (wiw)] [h] [9/L] [g/L] [9/L]
0 180 44 233 6 0 30
20 182 44 238 19 4 31
40 180 44 238 38 0 31
60 176 44 238 57 2 26
80 154 40 238 95 0 25
100 165 42 238 99 0 28
5.1.7.4 Ribit

Ribulose-5-phophat bildet ein zentrales Intermediat im Pentosephosphat-Zyklus und
ist die Vorstufe fur Ribulose und damit Ribit. Es wird durch SZ 101 nur in geringen
Mengen wahrend der Kultivierung hergestellt. Die Bildung von Ribit vermindert die
Ausbeute und Produktivitat von Erythrit und ist nicht wiinschenswert. Zudem wird
durch Ribit die Aufarbeitung der Fermentationsbriihen erschwert. Da die
Ruckfuhrung von Mutterlaugen als Zuschlag zum Substrat theoretisch moglich ist,
wurde sich auch bei geringern Bildung von Ribit dieses sich in der Mutterlauge
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ansammeln. Fiur die Prozessteuerung ist es entscheidend, die Grenzkonzentration
an gebildetem Ribit zu kennen, an der die Fermentation durch Produkthemmung
beeinflusst wird.

Zur Untersuchung der Auswirkungen von Ribit wurden dem Medium Ribit in sechs
unterschiedlichen Konzentrationen beigemischt. Zum Vergleich wurde eine Kultur
ohne Beimischung von Ribit betrachtet. Zur Untersuchung wurden Kulturen nach
4.4.9 hergestellt und die dort beschriebenen Reaktionsbedingungen eingehalten.
Mit zunehmender Ribitkonzentration nehmen sowohl Ausbeute als auch die
Erythritkonzentration ab, als Folge davon sinken auch die Produktivitaten (Abbildung
5-20, Tabelle 5-21). Die Bildung von Glycerin wird in geringem Mal3e verringert. Im
Gegensatz hierzu tritt eine vermehrte Bildung von Ethanol in allen Versuchsansétzen
mit Ribit auf.

Die Gegenwart von Ribit wirkt sich nachteilig auf die Erythritbildung aus. In einer
Kultivierung ist die Ribitbildung nach Mdglichkeit zu unterbinden, so dass die
Erythritbildung nicht gestort wird.
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Abbildung 5-20 Einfluss der Ribitkonzentration auf die Produktbildung. Versuchsbedingungen nach
4.4.9, pH nicht korrigiert, T= 33 C, 120 UpM.

Tabelle 5-21  In den Ansatzen mit verschiedenen Konzentrationen an Ribit (4.4.4) erreichte mittlere
Produktkonzentrationen und Ausbeuten. Die Konzentrationen der Nebenprodukte
Glycerin und Ethanol sowie der Biotrockenmasse beziehen sich auf den Zeitpunkt der
maximalen Erythritkonzentration.

Ribit Max. Erythritkonzentration Ausbeute Y/s Zeitpunkt Glycerin Ethanol BTM
[g/L] [g/L] [% (W/w)] [h] [g/L] [g/L] [g/L]
0 163 40 192 8 0 27
1 143 35 192 3 17 19
2 143 35 192 3 17 19
5 147 36 192 3 13 21
10 135 33 192 4 18 17
20 120 31 192 5 24 15
50 101 27 192 5 24 13
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5.2 Untersuchung physiko-chemischer Parameter

5.2.1 Einfluss des pH-Wertes

Der pH-Wert gehort zu den wichtigsten Parametern in der Fermentationsentwicklung.
Alle Mikroorganismen besitzen einen Toleranzbereich, der von Organismus zu
Organismus unterschiedlich ausféllt. Jede Zelle ist bestrebt, den internen pH-Wert
auf ihrem optimalen Niveau zu halten. Dies geschieht durch den aktiven Tranport von
Protonen, der selektiv und sehr energieaufwandig ist. Durch das Unter- oder
Uberschreiten eines bestimmten pH-Wertes kénnen verschiedene physiologische
Reaktionen ausgeldst werden. Hierzu zahlen die Umstellung des Stoffwechsels von
Wachstumsstoffwechsel auf Erhaltungsstoffwechsel, die Induktion eines bestimmten
Gens oder die Einleitung der Sporulation.

Die eukaryontische Zell ist kompartimentiert. Diese physikalisch abgetrennten
Zellbereiche besitzen unterschiedliche pH-Werte, um fir die dort arbeitenden
Enzyme eine ideale Umgebung zu schaffen.

Der initiale pH-Wert sowie der Verlauf des pH-Wertes wahrend der Kultivierung
spielen eine wichtige Rolle fir die spatere Prozessflihrungsstrategie. Je niedriger der
anfangliche und im Verlauf der Kultivierung tolerierte pH-Wert ist, desto geringer ist
die Gefahr des Fremdbewuchses. Zudem kénnen Kosten eingespart werden, wenn
der Prozess nicht im pH-Wert korrigiert werden muss. Andererseits kann durch einen
konstanten pH-Wert im optimalen Bereich fir den Mikroorganismus der Stress fur die
Zellen vermindert und ein verbessertes Wachstum und Produktbildung ermdglicht
werden.

Zur Untersuchung der Auswirkungen des pH-Wertes wurden Medien in sechs
unterschiedlichen pH-Werten hergestellt. Zur Untersuchung wurden Kulturen nach
4.4.1 hergestellt und die dort angegebenen Versuchsbedingungen eingehalten und
mit Salzsaure und Natronlauge auf die entsprechenden pH-Werte eingestellt. Eine
Pufferung der Medien erfolgte nicht, der pH-Wert wurde nicht korrigiert.

Betrachtet man die Auswirkungen des initialen pH-Werte ohne weitere Korrektur im
Verlauf der Kultivierung, so stellt man fest, dass mit steigendem pH-Wert steigende
Erythritkonzentrationen und Ausbeuten erreicht werden kénnen (Abbildung 5-21,
Tabelle 5-22). Der Unterschied zwischen den Ergebnissen der Kultivierungen mit
anfanglichen pH-Werten von 5, 6 und 7 ist jedoch sehr gering. Da der pH-Wert eines
Standardmedium bei 6,5 liegt, wiirde die Einstellung des Start pH-Wertes auf einen
Wert von Uber 6,5 nur zusatzliche Kosten, jedoch kaum einen Vorteil in Bezug auf
die Produktendkonzentration bringen. Die Auswirkungen auf die Ausbeute sind etwas
grof3er und betragen etwa 5 % im Bereich von pH 5 bis pH 7.

Die Herstellung von Erythrit ohne pH-Wert-Regelung ist bei einem anfanglichen pH-
Wert von 4-7 ist mdglich und kann fiir eine weitere Fermentationsentwicklung
aufgefasst werden. Da die Prozessfuhrung durch dieses Vorgehen stark vereinfacht
wird, werden diese Ergebnisse direkt fir die Fermentation tbernommen.
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Abbildung 5-21 Auswirkung des initialen pH-Wertes auf die Produktbildung. Versuchsbedingungen
nach 4.4.1, pH nicht korrigiert, T= 33 C, 120 UpM.

Tabelle 5-22  In den Ansatzen mit verschiedenen pH-Werten erreichte mittlere
Produktkonzentrationen und Ausbeuten. Die Konzentrationen der Nebenprodukte
Glycerin und Ethanol sowie der Biotrockenmasse beziehen sich auf den Zeitpunkt der
maximalen Erythritkonzentration.

pH-Wert Max. Erythritkonzentration Ausbeute Y¥/s Zeitpunkt Glycerin Ethanol BTM
[] [g/L] [% (wiw)] [h] [g/L] [g/L] [g/L]
2 10 10 216 12 0 2

3 116 32 216 4 3 41

4 195 45 196 1 15 60

5 212 46 216 0 0 77

6 213 48 196 7 3 78

7 215 51 196 7 3 97

5.2.2 Einfluss des Sauerstoffpartialdrucks

Der Sauerstoffpartialdruck stellt fir Hefen einen wichtigen Einflussfaktor fur ihren
Stoffwechsel dar. Ist der Sauerstoffpartialdruck zu niedrig, schalten viele Hefen von
einem aeroben Oxidationsstoffwechsel wie dem Citronensaurecyclus oder dem
Pentosephophatweg auf einen Garungsstoffwechsel mit den typischen
Garungsprodukten Ethanol und Glycerin um. Technisch ausgenutzt wird dieser
Umstand zum Beispiel bei der Herstellung von Bier, bei der Teiggarung, der
Weinherstellung, der Ethanolherstellung [283;284;285;286;287;288;289] oder der
Glycerinherstellung [290;291;292;293].

5.2.2.1 Untersuchungen im Schiittelkolben

Ausbeute, Produktivitat und Selektivitat sowie die Biomassebildung sind in aeroben
Fermentationen wesentlich durch den Sauerstoffpartialdruck bestimmt. Die maximale
Loslichkeit von Sauerstoff im Verlauf der Kultivierung ist nicht konstant und ist
abhangig von der Konzentration der Substrate und Produkte. Die anfanglich
maximale Sauerstoffloslichkeit einer 400 g/L Saccharoselésung bei 33 T betragt ca.
4,5 mg/L, im Vergleich hierzu ist die maximale Sauerstoffloslichkeit in destillierem
Wasser bei 33 T 7,22 mg/L (jeweils bei 1013,25 hPa). Um den Einfluss des
Sauerstoffpartialdrucks auf die Produktbildung zu untersuchen, wurden Medien nach
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4.4.1 hergestellt und die dort angegebenen Versuchsbedingungen eingehalten.
Dabei wurde ein Schuttelkolben mit Schikanen und Géarkappe, ein Schuttelkolben
ohne Schikanen und Garkappe und ein Schuttelkolben mit Schikanen und ohne
Garkappe eingesetzt.

Die meisten Hefen und hefeartig wachsenden Pilze bendtigen zur Aufrechterhaltung
ihres Stoffwechsels einen bestimmten Sauerstoffpartialdruck. Es ist bekannt, dass
Hefen unter Sauerstoffausschluss vom oxidativen Stoffwechsel auf Garung
umschwenken [153;2;154]. Der Ubergangsbereich muss fiir jeden Fall neu bestimmt
werden. Wird die fur die Hefe kritische Grenze des Sauerstoffpartialdruckes
unterschritten, so tritt die Garung ein. Der osmophile Pilze SZ 101 bildet in der
Garungsphase die typischen Stoffwechselprodukte Ethanol und Glycerin.

In Vorversuchen im Fermenter wurde mit der Einfluss der Beluftungsrate auf die
Fermentation von SZ 101 untersucht. Ist der resultierende Sauerstoffpartialdruck zu
gering, werden Garungsprodukte gebildet, ist er zu hoch, sinkt die Ausbeute und das
Biomassewachstum nimmt stark zu.

Um grundlegende Auskiinfte Uber das Verhalten von SZ 101 in Abhangigkeit vom
Sauerstoffpartialdruck zu erhalten, wurden Experimente im Schiuttelkolben
durchgefuhrt. In diesen lassen sich mit einfachen Mitteln reproduzierbare Ergebnisse
erzeugen. Untersucht wurden Kultivierungen unter Sauerstoffausschluss sowie in
Schittelkolben mit und ohne Schikanen. Hierdurch werden unterschiedliche
Leistungseintrage und damit Sauerstoffpartialdriicke realisiert.

Zur Untersuchung der Auswirkungen unterschiedlicher Sauerstoffpartialdricke im
Medium wurden Kulturen in drei unterschiedlichen Kolben hergestellt. Zur
Untersuchung wurden Kulturen nach 4.4.1 hergestellt und die dort angegebenen
Versuchsbedingungen eingehalten. Dabei wurde eine Kultur mit einem gasdichten
Stopfen verschlossen, eine Kultur in einem Schittelkolben ohne Schikane aber mit
Uberwurfkappe und eine Kultur in einem Schiittelkolben mit drei Schikanen und mit
Uberwurfkappe hergestellt. Eine Pufferung der Medien erfolgte nicht, der pH-Wert
wurde nicht korrigiert.

Es zeigte sich, dass SZ 101 unter Verwendung des Standardmediums unter
Sauerstoffausschluss fast ausschliefilich Ethanol bis zu einer Konzentration von

59 g/L bildet. Glycerin und Erythrit werden nur in Konzentrationen von 10 bzw. 8 g/L
gebildet (Abbildung 5-22, Tabelle 5-23).

Die Kultivierung in einem Schuttelkolben ohne Schikanen zeigte auf, dass der
Sauerstoffeintrag in diesem Falle zu niedrig war, um die Erythritbildung und das
Wachstum positiv zu beeinflussen. Im Gegensatz zur Kultivierung unter
Sauerstoffeinfluss wurde jedoch Erythrit bis zu einer Konzentration von 52 g/L
gebildet, was dem funffachen Wert entspricht.

Die Kultivierung in einem Schuttelkolben mit Schikanen lieferte bei gleicher
Schittelfrequenz ein besseres Ergebnis als der Schiittelkolben ohne Schikanen. Es
wurden 170 g/L Erythrit erzeugt. Der Sauerstoffpartialdruck wurde in dieser
Kultivierung online mit einer eingebauten Sonde gemessen und aufgezeichnet. Wie
gut zu erkennen ist, fallt der Sauerstoffpartialdruck innerhalb der ersten 12 h unter
einen Wert von 2 % und verbleibt dort bis zum vermuteten Absterbebeginn der
Kultur. Um diesen Befund auch im Fermenter nachvollziehen zu kénnen, wurde eine
entsprechende Regelung programmiert, mit der Sauerstoffpartialdriicke in diesem
Bereich eingestellt werden konnten.
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Abbildung 5-22 Einfluss des Sauerstoffpartialdrucks auf die Erythritbildung mit SZ 101.
Versuchsbedingungen nach 4.4.1, pH nicht korrigiert, T= 33 C, 120 UpM.

Tabelle 5-23  In den Ansatzen mit verschiedenen Sauerstoffpartialdriicken erreichte mittlere
Produktkonzentrationen und Ausbeuten. Die Konzentrationen der Nebenprodukte
Glycerin und Ethanol sowie der Biotrockenmasse beziehen sich auf den Zeitpunkt der
maximalen Erythritkonzentration

Sauerstoff- Max. Erythritkonzentration Ausbeute YF/s Zeitpunkt Glycerin Ethanol BTM
versorgung [g/L] [% (wiw)] [h] [g/L] [g/L] [g/L]
Sauerstoff- 8 7 193 10 59 3
ausschluss

ohne

Schikane 52 14 243 34 45 8
mit

Schikane 170 42 234 13 0 29
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5.2.2.2 Fermentation bei konstanten Sauerstoffparti  aldriicken

Zur Untersuchung des Einflusses von unterschiedlichen Sauerstoffpartialdriicken
wurden Kultivierungen bei 5 % und 15 % Sauerstoffpartialdruck durchgefihrt. Zum
Einsatz kamen Medien nach 4.4.2 in der Masterfermentereinheit. Der pH-Wert wurde
wahrend der gesamten Fermentation auf einen Wert von 5,5 eingestellt, um die
Anzahl der veranderlichen Parameter weiter zu vermindern.

Die Erythritbildung setzt in beiden Kultivierungen zu einem Zeitpunkt von 25 h ein
und steigt anfanglich rasch an, um bei 140 h ihr Maximum zu erreichen. Da wéhrend
beider Fermenationen eine sehr starke Schaumbildung auftrat, die einen Grol3teil der
Biomasse aus der Fermenationsbrihe entfernte, sind die Ausbeuten und
Erythritkonzentrationen im Vergleich zu anderen Fermenationen mafig. Es lassen
sich trotzdem die Auswirkungen der unterschiedlichen Sauerstoffpartialdriicke
nachvollziehen. Die Erythritbildung wird bei niedrigerem Sauerstoffpartialdruck
beginstigt. Durch den niedrigen Sauerstoffpartialdruck wird auch mehr Glycerin als
bei einem Sauerstoffpartialdruck von 15 %. Die Bildung von Ethanol ist nur bei einem
Sauerstoffpartialdruck von 5 % zu beobachten.

Ein Sauerstoffpartialdruck von 5 % ist daher ausreichend (siehe auch Abbildung
5-23), um eine gute Erythritbildung zu ermdglichen.
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Abbildung 5-23 Fermentation bei konstantem Sauerstoffpartialdruck. Versuchsbedingungen nach 4.4.2,
pH konstant bei 5,5, T= 33 C, 120 UpM
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Tabelle 5-24  In den verschiedenen pO,-Stufen im Master-Fermenter erreichte
Produktkonzentrationen und Ausbeuten. Die Konzentrationen der Nebenprodukte
Glycerin und Ethanol sowie der Biotrockenmasse beziehen sich auf den Zeitpunkt der
maximalen Erythritkonzentration.

pO,-Stufe Max. Erythritkonzentration Ausbeute YF/s Zeitpunkt Glycerin Ethanol BTM
[%] [g/L] [% (wiw)] [h] [9/L] [g/L] [g/L]
5 55,9 20,8 197 18,5 56,1 10
15 46,5 18,2 168 13,7 0,0 8

5.3 Schaumbekampfung

Bei anfanglichen Fermentationen im Rihrkesselbetrieb des Master-Fermenters kam
es wiederholt zu starker Schaumbildung, die bei dauerhafter Bellftungsrate grol3er
1,2 L/min zum Uberschaumen des Fermenters und damit zu signifikantem
Biomasseverlust fiihrte. In der Regel musste eine Fermentation bei Uberschaumen
abgebrochen werden. Aber auch bei niedrigeren Beluftungsraten entstand eine
dauerhafte Schaumkrone. Durch den angelegten Bellftungsstrom trockneten die
oberen Schaumschichten schnell ein, wurden dadurch aber nicht destabilisiert,
sondern blieben bestehen. Es musste daher nach einer effizienten
Schaumbekampfung gesucht werden. Ein neuartiges Schaumbekampfungssystem
wurde daraufhin entwickelt, konstruiert und gebaut.

5.3.1 Konstruktion eines Schaumberegners

Zur Minimierung der durch das Schaumen der Kultur gegebenen Beeintrachtigungen
bei der Erythritausbeute wurde ein Schaumberegner auf der Basis eines
modifizierten Scheibenrihrers konstruiert (Abbildung 5.12).

In Untersuchungen mit sterilem Standardmedium erfolgte eine Mediumsfoérderung
durch das Staurohrprinzip ab ca. 500 UpM. Auch im Fermentationseinsatz
Uberzeugte die Leistung der Konstruktion. Zudem erlaubt dieser Beregner eine
konstante und kontinuierliche Schaumzerstérung und verhindert erfolgreich das
Uberschaumen des Fermenters unter den untersuchten Bedingungen. Mit der
Konstruktion des Beregners wurden zwei Probleme gleichzeitig geldst. Zum einen
trocknet der Schaum bei Einsatz der Konstruktion nicht mehr ein, da er kontinuierlich
mit Fermentationsbriihe beregnet wird. Zum anderen wird der Schaum aktiv zerstort
und die darin fixierte Biomasse dem Reaktionsraum wieder zugefiihrt. Bei einer
Anlage mit vertikaler Beregnung wurde eine Mindesttropfengeschwindigkeit zur
Zerstorung von Schaumlamellen von ca. 4 m/s bestimmt [278]. Diese
Geschwindigkeit wird bei der vorliegenden Konstruktion theoretisch ab einer
Umdrehungsgeschwindigkeit von ca. 750 UpM erreicht. Die experimentellen Befunde
bestatigen eine deutliche Effizienzsteigerung des Schaumzerstorers ab einer
Drehzahl von ca. 800 UpM.

Die Schaumbildung im Allgemeinen konnte erwartungsgemal nicht unterdrtickt
werden. Bei Kultivierungen ohne Schaumbekampfung wurden um Teil bis zu 3 Liter
des Mediums in Schaum umgesetzt, der sehr wahrscheinlich einen nur sehr geringen
Anteil an der Produktionsleistung hatte. Somit entfallt im Falle der Schaumbildung
Volumen als auch Biomasse zur Produktion von Erythrit.

Die Vorteile der Schaumbekampfung mit arteigener Flissigkeit mit dieser
Konstruktion liegen in der kurzen Aufenthaltszeit des Mediums in dem Staurohr, da
keine langen Bypass-Strecken Uberwunden werden missen. Damit wird ein
anaerober Zustand mit negativen Auswirkungen auf die Erythritbildung vermieden.
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Ein weiterer Vortell ist die platzsparende und einfach auszufiihrende Bauweise des
Schaumberegners.

5.3.2 Schaumkontrolle tGber Ruhrerleistung

In Kombination mit dem Schaumberegner konnte auch bei maximaler
Schaumbildung ein Uberschaumen effektiv verhindert werden. Dabei half die
stiindliche Anhebung der Ruhrerdrehzahl, den bestehenden Schaum einzuriihren
und gleichzeitig die Schaumbildung durch Scherung der Zellen minimal zu halten.

5.3.3 Schaumbekadmpfung durch Schaumbekampfungsmitte lzugabe

Die Schaumbekampfungsmittelzugabe zeigte nur im Anfangsstadium der Kultur
einen positiven Effekt, der in Phasen maximaler Schaumbildung aber gegen Null
tendierte. Hierbei zeigten weder kommerziell erhaltlich Schaumbekampfungsmittel
auf Basis epoxidierter Fettsauren noch die Zugabe unterschiedlicher natirlicher Ole
(Rapsdl, Disteldl, Sonnenblumendl, Leindl) eine Wirkung.

5.3.4 Fazit der SchaumbekampfungsmalRinahmen

Eine kontrollierte und damit reproduzierbare Fermentation wurde auf der Grundlage
der Verwendung des Schaumberegners und der zusatzlichen chemischen und
mechanischen Schaumbekampfung ermdglicht. Erst hierdurch konnten
Fermentationen zur Untersuchungszwecken herangezogen werden. Die Problematik
der durch die Schaumbildung beeinflussten Produktionsleistung wird an anderer
Stelle diskutiert.

5.4 Einfluss der Fermentergeometrie

In Vorversuchen wurden der Master-Fermenter und der Satelliten-Fermenter als
Umwurfreaktoren betrieben. Mit der Standard-Belluftungssteuerung zur Regelung des
Sauerstoffpartialdrucks konnte jedoch das bendétigte mikroaerobe Milieu nicht
etabliert werden. Mit der in dieser Arbeit programmierten Bellftungsstrategie (siehe
4.6.1.3) konnte dieser Nachteil ausgeglichen werden. Zur Ermittlung der
Auswirkungen der Fermentergeometrie auf die Erythritbildung wurden im Master-
und im Satelliten-Fermenter Fermentationen bei einem Sauerstoffpartialdruck von

5 % gefahren. Die Prozesssteuerung der Fermentationen erfolgte nach identischen
Vorgaben. Wie die Ergebnisse in den Schiittelkolbenversuchen zeigen, kbnnen auch
bei ungeregeltem pH-Wert hohe Erythritkonzentrationen erreicht werden. Bei
Fermentationen im industriellen Maf3stab stellen Neutralisationsmittel einen nicht
unerheblichen Kostenfaktor dar. Aus diesen Grunden wurde bei den hier
beschriebenen Fermentationen auf eine Statisierung des pH-Wertes verzichtet. Es
wurden Medien nach 4.4.2 hergestellt.

Der Vergleich der untersuchten Metabolite zeigt prinzipiell fir beide Fermenter
ahnliche Verlaufe (Abbildung 5-24,Tabelle 5-25). Im Master blieb die Konzentration
an Glucoseaquivalenten fur die ersten 40 h nahezu unverandert, danach fiel diese
steil bis auf ein Plateau um 55 g/L. Im Satelliten fiel die
Glucoseaquivalentkonzentration ebenfalls steil ab, erreichte ein Plateau bei ca.

80 g/L und sank im weiteren Verlauf bis auf 10 g/L ab.

Die Erythritausscheidung setzte bei beiden Anséatzen nach ca. 25 h ein. Beim Master
stieg die Konzentration zunachst steil, spater langsamer an und erreichte ein
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Maximum von knapp 176 g/L nach 263 h. Die Fermentation im Satelliten zeigt
anfangs einen ahnlichen Verlauf der Erythritausscheidung, die aber bis ca. 190 h
linear anstieg und eine Maximalkonzentration von 189 g/L erreichte. Die
Nebenproduktspektren zeigen recht ahnliche Verlaufe. Ethanol wurde nicht gebildet.
Glycerin wurde im Master erst ab 75 h stetig gebildet und reicherte sich bis auf eine
Konzentration von 34 g/L an. Im Satelliten-Fermenter wurde bereits nach 50 h
Glycerin gebildet, dessen Konzentration auf 54 g/L stieg.

Wie Abbildung 5-24 zeigt, liegen die Ausbeuten fir Erythrit hoch. Die
Fermentationsdauer betreffend liegen die Fermentationen knapp 70 h auseinander,
wenn man das frihe hohe Konzentrationsniveau des Erythrits im Satelliten-
Fermenter beachtet. Die Konzentrationen an gebildetem Glycerin liegen recht hoch,
werden aber durch die ebenfalls hohen Erythritkonzentrationen relativiert. Ethanol
wurde nicht gebildet.

Die im Satelliten-Fermenter erzielten Erythritkonzentrationen Gbertreffen die des
Master-Fermenters deutlich. Dies ist vermutlich auf die Geometrie des Satelliten-
Fermenters, insbesondere auf das giinstige Verhaltnis von Hohe zu Durchmesser
(H/d = 0,7), zuriick zu fuhren. Dabei bewirkt die grol3ere Hohe beim Master-
Fermenter (H/d = 2,7) bei starker Beliftung ein Flotieren der Biomasse. Die im
Schaum fixierte Biomasse entféllt somit zur Produktion von Erythrit. Zudem sterben
die Pilzzellen im Schaum schneller ab und verstarken damit die Schaumbildung
zusatzlich. Mit eingesetztem Umwurfsystem wurden beim Master-Fermenter
Verbesserungen erzielt, da auf diese Wiese der Schaum deutlich besser durch
EinrGhren in die Fermentationsbriihe zuriickgefuhrt wurde.
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Abbildung 5-24 Einfluss der Fermentergeometrie auf den Sauerstoffpartialdruck und das Produkt-
bildungsverhalten. Versuchsbedingungen nach 4.4.2, pH nicht korrigiert, T= 33 C,
120 UpM.

Tabelle 5-25  In den verschiedenen Fermentersystemen erreichte Produktkonzentrationen und Aus-
beuten. Die Konzentrationen der Nebenprodukte Glycerin und Ethanol sowie der Bio-
trockenmasse beziehen sich auf den Zeitpunkt der maximalen Erythritkonzentration.

Fermenter Max. Erythritkonzentration Ausbeute Y*/s Zeitpunkt Glycerin Ethanol BTM
[9/L] [% (wiw)] [h] [9/L] [9/L] [g/L]

Master 176 45,7 263 34 0 47

Satellit 189 46,6 242 54 0 54

5.5 Kultivierung immobilisierter Zellen

5.5.1 Fermentation mit LentiKats ©

Die Auswirkung der Immobilisierung in PVAL auf die Kultivierung sollte untersucht
werden. In diesem Versuch kamen in LentiKats® immobiliserte Zellen zum Einsatz.
Die Biomasseanfangsbeladung betrug 6*10° Zellen/mL Gel. Der Anteil der
Immobilisate am Reaktorvolumen betrug 10 %. Die Kultivierung wurde bei 33 C
durchgefuhrt, der pH-Wert wurde nicht geregelt und der Sauerstoffpartialdruck durch
Anpassung der Rihrgeschwindigkeit und der Begasungsrate auf einen Wert von
mindestens 15 % eingestellt.
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Die Kultivierung ergab mit 41 g/L Erythrit bei einer Ausbeute von 13 % ein deutlich
schlechteres Ergebnis als Kultivierungen mit freien Zellen. Es wurde eine maximale
Konzentration an freier Biomasse von 9 g/L erreicht. Die Biomassekonzentration in
den Immobilisaten konnte nicht bestimmt werden, da bei einem Aufschmelzen des
Gels die Zellen zerstort werden und die Biomasse daher nicht bestimmt werden
kann.

Das Ergebnis deutet darauf hin, dass der Immobilisierungsschritt noch gré3ere
Probleme in der Sauerstoffversorgung aufwirft als ein Prozess mit freien Zellen.
Wahrend der Kultivierung der Immobilisate wachsen zunéchst die einzelnen Zellen
des Gels. Die an der Oberflache des Gels befindlichen Kolonien wachsen durch die
im Verhaltnis zu Kolonien weiter im Innern des Immobilisates schneller, werden so
grol3, dass sie aufplatzen und entlassen Zellen in das Medium. Durch deren
Vermehrung kommt es zur Bildung von freier Biomasse im Medium. Somit ist der
Vorteil der vereinfachten Abtrennung der biokatalytisch aktiven Zellen aus dem
Medium geschmaélert.

Es ergeben sich bei gleichzeitigem Vorliegen von freier, suspendierter Biomasse und
immobilisierter Biomasse zwei mdgliche Richtungen fir die Kultivierung:

Sind die immobilisierten Zellen nicht sauerstofflimitiert, so liegt bedingt durch den
Sauerstoffgradienten im Immobilisat ein fur die freien Zellen zu hoher
Sauerstoffpartialdruck vor. Die freien Zellen wachsen somit stark ohne
Produktbildung. Liegt ein fur die freien Zellen optimaler Sauerstoffpartialdruck vor, so
sind die Zellen in den Immobilisaten sauerstofflimitiert und bilden die
Garungsprodukte Glycerin und Ethanol. Die Kultivierung in Abbildung 5-25 folgte
dem zweiten Verlaufstyp, es wurden sehr viele Garungsprodukte gebildet.

Da durch die Immobilisierung in PVAL weder eine Erh6hung der Ausbeute noch eine
Erh6hung der Erythritkonzentration erreicht werden konnte, scheidet eine
Immobilisierung in LentiKats fur ein Produktionsverfahren aus. Die Prozessfihrung
wird durch die Tatsache erschwert, dass fur die Erythribildung an zwei Stellen,
namlich in der Kolonie im Immobilisat und in der Fermentationsbrihe, der gleiche
Sauerstoffpartialdruck eingestellt werden musste. Dies ist jedoch technisch nicht
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Abbildung 5-25 Fermentation mit in LentiKats® immobiliserten Zellen. Versuchsbedingungen nach
4.4.1, pH nicht korrigiert, T= 33 T, 120 UpM.
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5.5.2 Fermentation mit Calcium-Alginat-Perlen

Die Konzentration der anfanglichen Biomassekonzentration in der Immobilisaten
spielt fur den Verlauf der Kultivierung eine betrachtliche Rolle. Untersucht wurden
Calcium-Alginat-Kugeln mit unterschiedlicher Biomassebeladung in einem nicht pH-
statisierten Rihrkessel. Zur Untersuchung des Einflusses der Biomassebeladung
wurden Medien nach 4.4.1, jedoch mit 15 g/L Hefeextrakt verwandt.

Eine zu geringe Beladung der Immobilisate fuhrt dazu, dass sich nur wenige, daftr
aber sehr gro3e Kolonien innerhalb des Immobilisats ausbilden. Diese

Kolonien haben zwischen einander einen groRen Abstand. In den Kolonien selbst ist
die Versorgung mit Nahrstoffen und Sauerstoff nur in den auf3ersten Schichten der
Kolonie gut, im Inneren des Immobilisats herrschen limitierende Verhéltnisse.

Mit zunehmender Biomasseanfangsbeladung wachsen im Immobilisat mehr
Kolonien, die kleiner sind. Der Abstand zwischen den Kolonien sinkt, die Versorgung
bleibt jedoch gleich gut. Durch die geringere Koloniegréf3e kommt es nicht mehr zu
Gradienten in der Versorgung innerhalb der Kolonien. Mit zunehmender
Biomasseanfangsbeladung wird das Immobilisat an der Oberflache so stark von
Kolonien besetzt sein, dass der Abstand zwischen den Kolonien an der Oberflache
so klein ist, dass alles im Medium befindliche Substrat und der geléste Sauerstoff
bereits an der Oberflache des Immobilisats verbraucht wird. Da wahrend eines
langen Zeitraumes der Kultivierung die Substratkonzentration so hoch ist, dass die
Abbaugeschwindigkeit des Substrates in den obersten Schichten des Immobilisates
geringer ist als der Stofftransport in das Innere des Immobilisates, wird das Innere
des Immobilisats immer noch mit Substrat versorgt.

Die Sauerstoffzehrung in den oberen Schichten des Immobilisats ist jedoch grél3er
als der Transport ins Innere, so das im Inneren des Immobilisats Sauerstoff limitierte
Verhéltnisse vorliegen. Bei der verwendeten Hefe fihrt ein niedriger
Sauerstoffpartialdruck zum teilweisen Umschalten des Stoffwechsels auf
Garungsstoffwechsel. Das im Innern des Immobilisats vorliegende Substrat wird also
zu Ethanol und Glycerin umgesetzt.

Wie aus den Fermentationsverlaufen zu erkennen ist, ist der Verlauf der
Glucoseaquivalente bei allen untersuchten Biomassebeladungen sehr ahnlich.
Deutliche Unterschiede ergeben sich beim der Erythritkonzentration zum Ende der
Fermentation hin. Bei 2 % und 5 % Biomassebeladung liegt die erreichte
Erythritkonzentration ohne Zufitterung von Substrat Uber den erreichten Werten der
Biomassebeladungen von 1 % und 9 %. Da bei 2 % und 5 % Biomassebeladung
eine deutliche Ergebnissteigerung durch Zuflitterung zu erwarten war, wurde diesen
beiden Kultivierungen Substrat zugeflttert.

Die maximale Konzentration und Ausbeute wurde im Ansatz mit 2 %
Biomassebeladung erzielt, gefolgt von einer bereits deutlich niedrigeren
Erythritkonzentration, jedoch nur wenig verminderten Ausbeute bei 5 %
Biomassebeladung.

Mit die Bildung von Glycerin nimmt bis zu einer Biomasseanfangsbeladung von 5 %
zu. Bei einer Biomassebeladung von 9 % wird eine fast konzentrationsgleiche
Bildung von Erythrit und Glycerin erreicht. Fur die Ethanolbildung ist kein eindeutiger
Trend vorherzusagen, mit zunehmender Biomassekonzentration sollte auch die
Ethanolbildung zunehmen. Es ist moglich, dass durch die Begasung wahrend der
Kultivierung mit dem Abgas Ethanol aus der Produktldsung ausgestrippt worden ist
und dadurch eine eindeutige Aussage — trotz der Verwendung eines
Abgaskihlsystems — unmdglich gemacht wird. Dies steht im Einklang zu der bereits
vorhergesagten Entwicklung der Produktverlaufe fur Glycerin und Erythrit.
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5 Ergebnisse und Diskussion

Die simultane Bildung von Glycerin und Erythrit wirde bei ausreichend hohen
Konzentrationen der beiden Produkte eine wirtschaftlich attraktive Losung fur die
simultane Bereitstellung von Erythrit und Glycerin bedeuten.

Eine Verminderung der Stabilitat der Calcium-Alginat-Kugeln wurde nicht beobachtet.
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Abbildung 5-26 In den Fermentationen mit unterschiedlicher Biomassebeladung im Satelliten-
fermenter erreichte Produktkonzentrationen und Ausbeuten. Versuchsbedingungen
nach 4.4.1 mit 15 g/L Hefeextrakt, pH nicht korrigiert, T= 33 C, 120 UpM.

Tabelle 5-26  In den verschiedenen Ansatzen mit unterschiedlichen Biomassebeladungen im Satelliten-
Fermenter erreichte Produktkonzentrationen und Ausbeuten. Die Konzentrationen des
Nebenprodukts Ethanol sowie der Biotrockenmasse beziehen sich auf den Zeitpunkt der
maximalen Erythritkonzentration. Der Biotrockenmassegehalt bezieht sich auf den
Gesamtgehalt, der sich aus freier Biomasse und Biomasse im Immobilisat

zusammensetzt.

Erythrit Glycerin
Biomasse-  Ypis P [g/ln] Max. Produkt- BTM Zeit[h]  Yess P Max. Produkt- BTM Zeit [h]
beladung [Y6(w/w)] konzentration [g/l] [g/l] [% (w/w)] [g/lh] konzentration [g/l] [g/l]
1% 21,4 0,35 68 23 191 12,1 0,23 41 20 141
2% 31,7 0,66 144 71 216,5 12,3 0,32 32 12 95
5% 30,5 0,55 119 54 2155 16,3 0,29 64 54 2155
9% 15,0 0,31 55 17 166,5 14,0 0,33 49 21 145,5
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6 Okonomische Betrachtungen

6.1 Situationsbeschreibung

Zur ganzheitlichen Betrachtung eines Produktes gehdren auch die wirtschaftlichen
Aspekte. Gerade die Entwicklung eines Prozesses, der langfristig die industrielle
Produktion als Ziel anstrebt, darf die Gewinnorientierung eines Unternehmens nicht
aus den Augen verlieren.

Daher sind verschiedene Aspekte zu betrachten: gibt es einen Bedarf fur das
Produkt, fur welchen Preis kann das Produkt verkauft werden, wird durch das
Produkt ein neuer Markt getffnet oder nur ein herkdmmliches (gar eigenes) Produkt
verdrangt, wie ist die patentrechtliche Situation, welche Schutz- und
Sicherheitsmalinahmen bei der Herstellung und spéateren Weiterverarbeitung sind
einzuhalten, wie kann das Produkt lagerfahig gemacht werden, wie lange ist das
Produkt lagerfahig, mussen vor der Markteinfihrung Untersuchungen hinsichtlich
gesundheitlicher Risiken und mdglicher Umweltbelastungen durch das Produkt
durchgefuhrt werden?

Um den in der Industrie hinreichend bekannten Fehler zu vermeiden, eine Prozess-
und Produktentwicklung durch die Forschungsabteilung und ohne Rucksprache mit
anderen Unternehmensteilen wie beispielsweise Produktion, Marketing, Vertrieb,
Kalkulation und Rechtsabteilung durchzufthren, wird hier eine erste
Wirtschaftlichkeitsbetrachtung vorgenommen. Daflir werden die Herstellkosten des
Produktes Erythrit ermittelt, in dem die Anlagen und Betriebskosten
zusammengestellt werden.

6.2 Verfahrensflie3bild

Im Nachfolgenden sind ein GrundflieRbild (Abbildung 6-1) und ein Verfahrensfliel3bild
(Abbildung 6-2) fur die industrielle Herstellung von Erythrit durch Fermentation
aufgefuhrt. In den FlieRbildern sind keine Zusatzangaben wie Stoffstrome oder
Materialgtten der verwendeten Komponenten vermerkt. Mess-, Steuer- und
Regeleinrichtungen sind ebenfalls nicht aufgefihrt.
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Abbildung 6-1 GrundflieRbild zur fermentativen Herstellung von Erythrit nach DIN 28004

Das in Abbildung 6-1 abgebildete Grundflie3bild weist einen vollstandigen
Prozessablauf einer Anlage zur Herstellung von Erythrit mittels Fermentation auf. Die
wesentlichen Prozessschritte sind hierbei Auflésen der Medienbestandteile,
anschlieBendes Sterilisieren, Fermentation, Abtrennung der Biomasse und
Schwebteilchenabtrennung, Vollentsalzung, Kristallisation und Trocknung. Fir die
Auslegung einer Produktionsanlage in dieser Arbeit wird ein Grundflie3bild nach
Abbildung 6-1 — jedoch ohne Vollentsalzung — zu Grunde gelegt
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Abbildung 6-2 VerfahrensflieBschema fur die industrielle Herstellung von Erythrit nach DIN 28004
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6.3 Ermittlung der Herstellkosten

Zur Abschatzung der Herstellungskosten wurden Ergebnisse dieser Arbeit verwandt.
Die Berechnung der Herstellungskosten erfolgt auf Basis einer Anlage mit
mindestens 5.000 t/a Herstellungskapazitat. Bei der Berechnung wird die Anlage als
Annexanlage an eine bestehenden Zuckerfabrik betrachtet. Die Kosten flur
Grundstiickserwerb und —erschlie3ung entfallen damit. Die Betriebsmittel wie
Wwarme, Dampf und Strom werden aus der bestehenden Anlage bezogen und somit
nur die reinen Verbrauchskosten in Rechnung gestellt.

Diese Kostenabschatzung bezieht sich allein auf die Gewinnung des Hauptproduktes
Erythrit. Die Gewinnung von Nebenprodukten wie Glycerin oder Ethanol wird nicht
mit in Betracht gezogen. Die bei der Herstellung anfallenden Reststoffe werden
kostenneutral in einer betriebseigenen Biogasanlage entsorgt. Da fur die Herstellung
keine Chemikalien verwandt werden, die spéater als Sondermdll entsorgt werden
mussen, kbnnen die Abwasser in einer betriebseigenen Biogas-/Klaranlage
behandelt werden.

Die Herstellung besteht aus den einzelnen Schritten Vorkultur,
Produktionsfermentation, Biomasseabscheidung, Eindampfung, Kristallisation und
Trocknung.

6.3.1 Vorkultur

Fur die Erneuerung der Biomasse in der Produktion mit suspendierten Zellen wird
eine Neuimpfung mit Vorkultur fir jede Produktionsfermentation angesetzt.

Es wird bei der Vorkultur-Vermehrung von einer Fermentationszeit von 50 h und
einer Scale-up-Rate von 1:20 ausgegangen.

Die Vorkulturkosten werden anteilig von der Hauptfermentation berechnet. Hierbeli
wird unter Einbeziehung der Scale-up-Rate und eines entsprechenden
Kostenexponenten sowie eines angepassten Preises flur Laborchemikalien und —
fermenter (fir Fermenter <1 m3) ein prozentualer Wert fur die Investitons- und
Bedarfskosten der Vorkultur ermittelt.

Bedingt durch die im Vergleich zur Produktionsfermentation kirzere Zeit der
Vorkultivierung kann durch eine geeignete Verschachtelung der
Produktionsfermentationen der Bedarf an Vorkultivierungskapazitat minimiert
werden. Diesem wird durch ein entsprechendes Modell Rechnung getragen.

Fur die Kostenrechnung wird fur das Nutzvolumen der Fermenter einheitlich 80% des
Gesamtvolumens zu.

Fur die Einrichtungen der Vorkultur wird — trotz der geringeren Auslastung — wie bei
den Produktionseinrichtungen von einer Abschreibung tber 10 Jahre und 2%
Reparaturkosten ausgegangen. Eine direkte Verrechnung der Kosten ist daher
maoglich.

6.3.2 Produktionsfermentation

Saccharose wird tiber Bandwaage und Bandforderer dem Zwischenbehélter
entnommen und dem Anmischbehélter zugefuhrt. Die Pufferkapazitat des
Zwischenbehélters betragt etwa 40 h Produktion der Fermentation (Abbildung 6-2).
Die Saccharoselosung wird in einem Behélter mit Ruhrwerk angesetzt und zur
Sterilisation durch einen Durchlauferhitzer mit Warmerickgewinnung geleitet. Von
dort wird sie dem jeweiligen Fermenter zugefihrt.

Die Stickstoffquelle und die sonstigen Medienzuséatze werden aus getrennten
Zwischenbehéltern mit einer Kapazitat von mehr als einer Produktionswoche mittels
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Gabelstapler dosiert in den Zuschlagmischbehélter Gibergeben. Von dort wird das
Gemisch ebenfalls zur Sterilisation in einen Durchlauferhitzer mit
Warmeruckgewinnung geleitet und von in den aktuellen Produktionsfermenter
geleitet.

Die Zwischenzeit (Totzeit) zwischen zwei Produktionszyklen (u.a. Entleerung,
Reinigung, Beflllung, Sondenwechsel) wird mit 8 Stunden fir Kulturen mit
suspendierte Zellen angesetzt.

Fur Behéltersterilisation u.a. werden 20 kWh Dampf / m3 Reaktionsraum und fur die
Behalterkihlung 0,05 m3 Kuhlwasser / m3 Suspension in Rechnung gestellt.

Die Beluftung der Fermenter erfolgt mittels Schraubenverdichter. Die Zuluft wird
durch Sterilkerzenfilter in die Fermenter geleitet. Die Abluft wird nach Entfeuchtung
ebenfalls durch Sterilkerzenfilter keimfrei gemacht.

Fur die Zwischenspeicherung von suspendiertem Impfgut ist ein zusatzlicher
Behalter mit entsprechendem Zubehor vorgesehen.

6.3.3 Biomasseabscheidung

Die Fermentationsbriihe wird von den Reaktoren in einen Zwischenbehalter geleitet
und von dort wird mittels einer Querstromfiltrationsanlage die Biomasse bis zu einer
Konzentration von maximal 25 % (w/v) eingeengt. Das von der Biomasse befreite
Permeat wird mit dem Filtrat des nachfolgenden Schrittes vereinigt und vor der
weiteren Behandlung zur Entfernung von Artefakten Uber Aktivkohle gefiltert. Das
biomassereiche Retentat wird zur weiteren Einengung in einen Zwischenbehalter
gefuhrt und von dort einer Kammerfilterpresse zugefuhrt. Der Filterkuchen wird
gesammelt und in einer betriebseigenen Biogasanlage kostenneutral entsorgt. Das
Filtrat wird mit dem Permeat der Querstromfiltrationsanlage vereinigt und mit diesem
weiter behandelt.

6.3.4 Eindampfung

Vor dem Eindampfen des Permeats wird dieses von Artefakten mittels Aktivkohle
befreit. Eine Vollentsalzung ist ebenfalls mdglich, wird in dieser Kostenermittelung
jedoch nicht betrachtet, da eine Kristallisation auch direkt aus der Mutterlauge
maoglich ist.

Die Eindampfung findet in einem vierstufigen Verdampfer statt, um eine mdglichst
hohe Warmeausbeute zu erreichen. Hierbei wird mit dem Briiden der Vorstufe
jeweils die nachfolgende Verdampferstufe geheizt, dass unter dem reduzierten Druck
dieser Verdampferstation das Wasser weiter verdampft werden kann [279]. Die
Erythritibsung hat beim Verlassen der letzten Verdampferstufe eine
Erythritkonzentration von 85 % und eine Temperatur von 70 C. Die
Eintrittskonzentration der einzudampfenden Flissigkeit wird von der
Erythritkonzentration der Fermentationsbriihe bestimmit.

6.3.5 Kristallisation

Die Ausscheidung der Erythritkristalle erfolgt durch Abkthlung des mit 70 € den
Verdampfer verlassenden Eluates auf etwa 15 €T in 7 h unter stetigem Ruhren. Nach
dem Zentrifugieren wird ein Waschgang (20% Spruhwasser bezogen auf
Kristallmasse) und anschlie3ende Trocknung vorgesehen.

Die Mutterlauge wird erneut mit frischer eingedampfter Erythritbrihe vermischt um
die Ausbeute zu erhdhen. Eine héufige Wiederholung der Vermischung von
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Mutterlauge und frisch eingeengter Erythritbriihe ist jedoch nur méglich, wenn die
Fermentationsbrihe frei von Nebenprodukten, insbesondere Oligosacchariden ist.
Oligosaccharide erhdohen die Viskositat der Maische und verlangsamen so das
Kristallwachstum und die Abtrennbarkeit der Kristalle aus der Maische.

6.3.6 Allgemeines

Die Berechung der Kosten der einzelnen Komponenten folgt einem degressiven
Preismodell nach Gleichung 6-1. Hieraus folgt, dass mit zunehmender
Anlagenkapazitat der kapazitatsbezogene Preis sinkt. Fur die Komponenten wird der
generische Degressionsexponent von 0,6 angenommen.

m
K X .
12 Gleichung 6-1
KZ XZ
K [EUR] Kosten
X [variable Einheit] Kapazitat
M [ Degressionsexponent

Der Kiihlwasserbedarf von Kondensatoren und Nachkuhlern wird einheitlich mit
0,35 m3 Kiuhlwasser / m3 Briden angesetzt [294].

Zur Bestimmung des elektrischen Energiebedarfs wurden die Nennleistungen der
Pumpen und Ruhrwerke benutzt. Fir diese Komponenten wurde eine einheitliche
Auslastung von 70 % angesetzt. Weitere nicht angeftihrte Verbraucher werden durch
die geringere Auslastung der genannten Komponenten in der
Produktionsfermentation bericksichtigt.

Fur die Berechnung der Anlagenkosten aus den Komponentenkosten wurde der fur
vergleichbare Anlagen Ubliche Faktor 3,9 benutzt [295].

Thermische und elektrische Energie werden, da die Anlage als Annexanlage
konzipiert ist, durch das Kraftwerk der zugehérigen Zuckerfabrik bezogen.
Elektrische Energie wird mit 0,05 EUR/kWh [296] und thermische Energie (Dampf)
mit 0,03 EUR/kWh [294] veranschlagt. Frischwasser wird ebenfalls auf dem
Wasserwerk der Zuckerfabrik bezogen und mit 3,00 EUR/m3 [294] in Rechnung
gestellt.

Zur Ermittlung der Kapitalkosten wird die Abschreibungsmethode herangezogen.

6.3.7 Berechnung der Herstellkosten

Die fur die Auslegung grundsatzlich benétigten Anlagenteile werden in der
nachfolgenden Liste zusammengestellt. Die in Abbildung 6-2 aufgefiihrten Apparate
werden in Tabelle 6-1 aufgegriffen.

Die dabei angegebenen Abmessungen, Anzahlen und Leistungsaufnahmen bilden
die Grundlage fur die Berechnung der Herstellungskosten von Erythrit. Nicht
berticksichtigt sind in dieser Tabelle die Kosten fur den Transport des Erythrits zu
einer geeigneten Lagerstatte sowie die Lagerkosten selbst. Eine Vollentsalzung ist in
diesem Prozess nicht vorgesehen, da von einer direkten Kristallisation aus der
Fermentationsbriihe nach Abtrennung der Biomasse und Artefakte ausgegangen
wird.

Die Berechnung der Betriebskosten erfolgt mittels eines automatisierten Microsoft™
Excel™ Tabellenblattes. In diesem ist die Variation fast aller Parameter innerhalb
weiter Bereiche mdglich.
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Tabelle 6-1 Komponentenliste fiir eine Produktionsanlage mit einer Jahreskapazitat von 5.000 t
sowie Auflistung der zugehdrigen Leistungsaufnahme der Einzelkomponenten

: 2

o 2 2 £

5 £ 28  £3 2

Iz 2 — 3o 20 3

T o I £09 Eo 3

Komponente £ g g = 2= 5
a < < W i E ~

Tank (Impfgut) m3 30,00 1 0,40 0 0,10
Temperierter Mischtank m3 135,00 1 0,10 0 0
Temperierter Mischtank m3 30,00 1 0,80 0 0
Kreiselpumpe (Impfgut) m3/h 3,75 1 0,40 0 0
Kreiselpumpe (Saccharose) m3/h 16,88 2 0,30 0 0
Kreiselpumpe (Zuschlag) m3/h 7,50 1 0,80 0 0
Durchlaufsterilisator m3/h 33,75 1 0,40 60,00 0
Fermenter m3 150,00 7 37,50 3.000,00 7,50
Kreiselpumpe (Substrat) m3/h 75,00 1 22,50 0 0
Verdichter ms3/h 155,13 2 560,00 0 0
Sterilfilter Zu-/Abluft ms3/h 4,50 138 0 0 0
Gaskuhler m3/min 252,00 1 0 0 50,40
Tank mit Ruhrwerk m3 93,67 1 28,10 0 0
Kreiselpumpe m3/h 3,51 1 0,30 0 0
Querstromfilter m3/h 3,90 1 0,78 0 0
Zwischenbehélter m3 103,00 1 0 0 0
Kolonne (Aktivkohle) m3 15,00 1 0 0 0
Tank mit Ruhrwerk m3 18,00 1 5,77 0 0
Dickstoffpumpe m3/h 0,47 2 0,94 0 0
Kammerfilterpresse m3/h 0,66 1 8,00 0 0
Verdampferstation m3/h 4,81 1 5,88 0,35 1,00
Kiihlungskristallisation m3/h 1,22 1 5,00 0 6,25
Zentrifugen m3/h 1,22 1 50,00 0 0
Trocknung/Kihlung t/h 0,84 1 25,00 71,00 0
Zwischenbehdlter (Saccharose) m3 66,85 1 0,01 0 0
Zwischenbehélter (Zuschlag) m3 3,12 1 0,06 0 0
Bandwaage t/h 40,80 1 0,10 0 0
Bandforderer t/h 40,80 1 0,20 0 0
Flurférderer t 6,00 1 0 0 0
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Tabelle 6-2 Zusammenfassung der wichtigsten Daten einer Produktionsanlage zur Herstellung von
Erythrit (5.700 t/a) und Ermittlung der Herstellkosten
Jahresmenge t/a 5.235,47
Erythritkonzentration g/L 215,00
Ausbeute Fermentation (wiw) 0,63
Ausbeute allgemein % 79,14
Jahresmenge nominell t/a 6.318,32
Fermentationszeit h 212,00
Jahresverflgbarkeit h 8.059,20
Reaktorgrofe L 150.000,00
Anzahl Reaktoren - 7,00
Anzahl Fermentationen 36,63
Produktion Zielprodukt, gewiinschte Menge t/a 5.000,00
Produktion Zielprodukt, zu produzierende
Menge zur Erreichung t/a 6.318,32
Produktion Zielprodukt, tatsdchliche Menge
nach Verlusten t/a 5.235,47

Rohstoffkosten Jahresmenge [t/a] Kosten [EUR/t] Jahreskosten [EUR/a]
Saccharosekonzentration 10.462,31 450,00 4.708.038,11
Stickstoffquelle 369,26 3.500,00 1.292.402,62
Salz 1 192,32 1.550,00 298.098,82
Salz 2 0,00 0,00 0,00
Salz 3 0,00 0,00 0,00
Salz 4 0,00 0,00 0,00
Antischaum 1,92 1.000,00 1.923,22
Flockungshilfsmittel 0,01 560 0,00
Frischwasser, real 7.884,90 3,00 23.654,70
Gesamtkosten Substrate [EUR] 6.324.117,46
Energiekosten und Hilfsmittel

Elektrische Energie [EUR] 9.883.718,18 0,05 494.185,91
Thermische Energie [EUR] 25.628.872,09 0,03 768.866,16
Kihlwasser [EUR] 6.171.249,34 0,05 308.562,47
Hilfsmittel [EUR] 80.040,00
Summe [EUR] 1.651.654,54
Personalkosten

Gemittelte Personalkosten [EUR] 15.580,61 30,00 467.418,31

ohne

Kapitalkosten

Zuschlagfaktor mit Zuschlagfaktor

Vorkultur [EUR] 61.137,49 238.436,23
Biokonversion [EUR] 3.744.436,17 14.603.301,06
Biomasseabscheidung [EUR] 488.657,70 1.905.765,04
Thermische Aufarbeitung [EUR] 1.561.640,14 6.090.396,54
Zusatzeinrichtungen [EUR] 133.183,15 519.414,30
Abschreibungsjahre 10,00
Instandhaltung 2,00 467.146,26
Versicherungen, Steuern 6,00 1.401.438,79

Fortsetzung auf
nachster Seite!
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Jahreskosten

Verbrauchskosten EUR/a 8.411.847,12
Personalkosten EUR/a 467.418,31
Kapitalkosten EUR/a 4.204.316,37
Jahreskosten EUR/a 13.083.581,80
Produktpreis

Jahreskosten EUR 13.083.581,80
Produktionsmenge t 5.235,47
Produktionskosten EUR/t 2.499,03
Produktionskosten EUR/kg 2,50

Es ergeben sich Herstellkosten fur das Produkt Erythrit in Hohe von 2,50 EUR/Kg. Im
Folgenden werden die anteiligen Kosten der einzelnen Unterschritte innerhalb der
einzelnen Kostengruppen aufgeschliisselt.

6.4 Untersuchung der Herstellkosten

Die Herstellkosten ergeben sich aus der Summe der Kostengruppen
Verbrauchskosten, Personalkosten und Kapitalkosten bezogen auf die jahrlich
hergestellte Produktmenge. Die einzelnen Kostengruppen sind wiederum unterteilt.

6.4.1 Jahreskosten

Die Jahreskosten ermitteln sich aus der Summe der Verbrauchskosten,

Personalkosten und Kapitalkosten. In Abbildung 6-3 ist der relative Anteil der
einzelnen Kostengruppen an den Jahreskosten abgebildet. Es zeigt sich deutlich,
dass die Verbrauchskosten mit 64 % den grof3ten Teil der Kosten stellen. Die
Personalkosten sind, bedingt durch die hohe Automatisierung der Anlage und

Prozessschritte, mit 3,6 % der Jahreskosten sehr niedrig. Die Kapitalkosten

verursachen 32 % der Jahreskosten.

64%

Abbildung 6-3 Relativer Anteil der Kostengruppen an den Herstellkosten
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6.4.2 Verbrauchskosten

Die Verbrauchskosten setzen sich aus den Kostengruppen Rohstoffkosten und
Energiekosten und Hilfsmittel zusammen. In Abbildung 6-4 ist die Zusammensetzung
der Verbrauchskosten aufgeschlisselt. Die Rohstoffe stellen mit 80 % der
Verbrauchskosten den weitaus Gberwiegenden Teil der Kosten.

I Rohstoffe
[ Energie und Hilfsmittel

80%

20%

Abbildung 6-4 Anteil der Kostengruppen Rohstoffe und Energie und Hilfsmittel an den
Verbrauchskosten

Die Rohstoffkosten sind die Summe aller fir die Fermentation notwendigen
Rohstoffe und stellen einen Unterpunkt der Verbrauchskosten dar. Das Substrat
Saccharose beansprucht mit 74 % der Kosten die gréf3ten Anteil an den
Rohstoffkosten. Hefeextrakt als Stickstoff-, Mineralstoff- und Vitaminquelle stellt mit
20 % der Kosten den zweitgré3ten Anteil. Antischaum, KH,PO4 und Frischwasser
zusammen erreichen knapp 5 %. Durch die Wiederverwendung von Briden kann der
Frischwasserbedarf weitgehend minimiert werden.

I Saccharose
[ Hefeextrakt
I Antischaum
[0 KH,PO,
[ Frischwasser

20%

74%

0.03%
4.7%
0.37%

Abbildung 6-5 Relativer Anteil der einzelnen Rohstoffe an den Rohstoffkosten
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Energiekosten und Hilfsmittel (z.B. Filtermaterial) sind ein Teil der Verbrauchskosten.
In Abbildung 6-5 ist die Zusammensetzung dieser Kostengruppe aufgefihrt.
Thermische Energie in Form von Dampf, die fur die Einengung, Trocknung und
Sterilisation von Fermentern und Medium bendtigt wird, ist fir 47 % der Kosten
verantwortlich, Kiihlwasser zur Gaskiihlung und Temperierung der Fermenter sowie
elektrische Energie fiur Antriebe und Pumpen liegen mit 19 % bzw. 30 % etwa auf
gleichem Kostenniveau. Der Kostenanteil fir Hilfsmittel bezieht sich im wesentlichen
auf Filtermaterial und dessen periodischen Wechsel.

[ Elektrische Energie
47% [ Thermische Energie
I Kihlwasser
[ Hilfsmittel

19%

4.8%

30%

Abbildung 6-6 Relativer Anteil der einzelnen Energiearten und Hilfsmitteln an Energiekosten und
Hilfsmitteln

6.4.3 Kapitalkosten

Die Kapitalkosten bestimmen sich aus den verzinsten Komponentenkosten der
einzelnen Verfahrensschritte. Wie aus zu entnehmen ist, stellt die Biokonversion,
also alle up-stream-Anlagen und die Fermenter, mit 60 % den gro3ten Kostenanteil.
Durch eine geschickte Verschachtelung der Vorkultur- und
Produktionsfermentationszyklen ist eine Minimierung der Vorkulturfermenterkapazitat
maoglich. Die Kosten der Vorkultur kdnnen mit 1 % der Kapitalkosten sehr niedrig
gehalten werden. Die thermische Aufarbeitung des Produktes, also Einengung,
Kristallisation und Trocknung, verursacht 26 % der Kosten. Die mechanische
Biomasseabscheidung ist durch den Einsatz einer Querstromfiltrationsanlage mit

8,2 % Kostenanteil sehr kostengtinstig. Zusatzeinrichtungen wie Bandfdrderer stellen
mit 2,2 % den zweitkleinsten Kostenanteil.
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[ Vorkultur
[ Biokonversion

63% I Biomasseabscheidung
[ Thermische Aufarbeitung
[ Zusatzeinrichtungen

1%
2.2%

26%

Abbildung 6-7 Relativer Anteil der einzelnen Komponentengruppen an den Kapitalkosten

6.4.4 Personalkosten

In diesem Modell zur Ermittlung der Herstellkosten wurde auf ein differenziertes
Gehaltsmodell von Hilfskraften, (Fach-) Arbeitern, Meistern, Technikern, Ingenieuren
und unterstitzenden Kraften verzichtet, da dies eine automatisierte Berechnung der
Personal unmoéglich gemacht hatte. Statt dessen wurde ein durchschnittliches
Jahresgehalt fir einen Mitarbeiter angenommen und der Personalbedarf an den
einer Anlage zur Erzeugung von Bioethanol angelehnt. Aus den hiervon bekannten
Daten konnte eine entsprechende Anpassungsfunktion abgeleitet werden.

6.4.5 Sensitivitatsuntersuchung

Die Herstellkosten stehen in Abhangigkeit einer Vielzahl von Variablen, die sich auf
Grund unterschiedlichster Gegebenheiten dndern kdnnen. Es wurde daher eine
Sensitivitatsanalyse durchgefuhrt, um den Einfluss verschiedener Variablen auf die
Herstellkosten zu ermitteln. Untersucht wurden der Einfluss der Energiekosten, der
Fermentergrol3e, der Fermentationszeit, der Rohstoffpreise (auf3er Frischwasser und
Antischaum), der Steigerung der Ausbeute bei gleichbleibender
Substratkonzentration, der Steigerung der Ausbeute bei gleichbleibender
Produktkonzentration sowie die Steigerung der Produktkonzentration bei
gleichbleibender Ausbeute.

Aus der in Kapitel 6.4.1 gezeigten Aufteilung der Herstellkosten geht hervor, dass die
Verbrauchskosten 64 % der Herstellkosten betragen. Aus diesen Griinden stutzt sich
die Sensitivitdtsanalyse auch ausschlief3lich auf diesen Kostenbereich.

Im folgenden ist in allen Diagrammen der Ausgangswert fur die Berechnung mit
einem Kreis markiert worden. Die Sensitivitatsanalyse bezieht sich auf die vorherige
Berechnung der Herstellkosten (siehe 6.3.7).
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6.4.5.1 Rohstoffpreise

Mit der Offnung des EU-Zuckermarktes ist mit massiven Schwankungen des Preises
von Saccharose zu rechnen. Da die Kosten von Saccharose 74 % der
Rohstoffkosten stellen, ist bei einer Preisanderung an diesem Punkt die hochste
Abweichung zu erwarten.

3,20
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2,80

2,60

2,40

Herstellkosten [EUR/kg]

2,20

2,00
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Saccharosepreis [EUT/]

Abbildung 6-8 Einfluss des Saccharosepreises auf die Herstellkosten von Erythrit

In dieser Berechnung wurde die Verwendung von Hefeextrakt als Stickstoff-,
Mineralstoff- und Vitaminquelle zu Grunde gelegt. Die Kosten von Hefeextrakt
machen 20 % der Rohstoffkosten aus.
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Abbildung 6-9 Einfluss des Hefeextraktpreises auf die Herstellkosten von Erythrit

107



6 Okonomische Betrachtungen

Kaliumdihydrogenphosphat ist ein dem Medium zugesetztes Salz, welches fir eine
initiale, minimale Pufferung des pH-Wertes sorgt und Phosphor zur Vergligung stellt.
Der Kaliumdihydrogenphosphatanteil an den Rohstoffkosten betragt 4,7 %.

2,51
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Herstellkosten [EUR/KQ]

2,45

2,44 4

<
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800
KH,PO -Preis [EUR/]

Abbildung 6-10 Einfluss des Kaliumdihydrogenphosphatpreises auf die Herstellkosten von Erythrit

6.4.5.2 Energiekosten

Die Energiekosten sind — bedingt durch die weltpolitische Lage — seit einigen Jahren
einem steten, unvorhersehbaren Wandel unterworfen. Insbesondere die Preise fur
Erdgas, Erdol und Kohle schwanken. Hiervon sind die Kosten fiir elektrische Energie
und Dampf betroffen. Die Kosten fur Kiihlwasser sind hauptsachlich durch die zum
Fordern bendtigte elektrische Energie bestimmt und daher kaum variabel. Sie
werden daher nicht in die Sensitivitdtsanalyse mit einbezogen, obwohl sie einen
Anteil von 19 % an den Kosten fiir Energie und Hilfsmittel tragen. Die scheinbare
Nichtlinearitat ist Rundungsfehlern in der Berechnung zuzuordnen.
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Abbildung 6-11 Einfluss des Dampfpreises auf die Herstellkosten von Erythrit
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Abbildung 6-12 Einfluss des Stompreises auf die Herstellkosten von Erythrit

6.4.5.3 Fermentervolumen

Das Fermentervolumen ist fur den die Biokonversion entscheidend, da direkt von der
Fermentergréf3e die Anzahl der zu verwendenden Fermenter abhangt. Da die Kosten
fur Fermenter jedoch nicht linear zur Grél3e steigen sondern einer Preisdegression
folgen, ist die Nutzung von gréf3eren Reaktoren sehr interessant. Sehr grol3e
Reaktoren weisen jedoch haufig schlecht durchmischte Zonen auf und haben oftmals
einen verzogerten Warme- und Stofftransport.
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Anzahl Fermenter [-]
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Abbildung 6-13 Einfluss des Fermentervolumens auf die Herstellkosten. Oben in der Abbildung die
Anzahl der bendétigten Reaktoren zur Erreichung der Mindestjahresproduktion

In Abbildung 6-13 ist der Einfluss des Fermentervorlumens auf die Herstellkosten in
mehreren Verlaufen abgebildet. Die einzelnen Kurven geben die Herstellkosten bei
Verwendung von n Fermentern mit dem entsprechenden Fermenternennvolumen
wieder. Diese Sprungstellen sind die break-even-Punkte. Innerhalb des
Kruvenverlaufes nimmt die maximal méglich herzustellende Menge an Produkt mit
zunehmendem Fermentervolumen zu, da immer die gleiche Anzahl an Fermentern
bendtigt wird. Dadurch sinken die relativen Kosten fur die weiteren
Aufarbeitungsschritte und die relativen Kosten fir den bendtigten Reaktionsraum.
Wird die Fermentergrél3e weiterhin erhdht, so dass ein Fermenter weniger bendtigt
wird, sinkt die maximal erzeugbare Erythritmenge wieder deutlich ab und die
relativen Kosten fir die Weiterverarbeitung erhéhen sich wieder.

6.4.5.4 Fermentationszeit

Die Fermentationszeit spielt fir die Auslegung einer Kultivierung eine wichtige Rolle,
da durch sie die Anzahl der Reaktoren bei festem Volumen bestimmt wird.
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Abbildung 6-14 Einfluss der Fermentationszeit auf die Herstellkosten von Erythrit. Oben in der
Abbildung die Anzahl der benétigten Reaktoren zur Erreichung der
Mindestjahresproduktion

In Abbildung Abbildung 6-14 ist der Einfluss der Fermentationszeit auf die
Herstellkosten in mehreren Kurven abgebildet. An den Sprungstellen sind wieder die
break-even-Punkte zu finden. Sinkt die Fermentationszeit innerhalb einer Kurve ab,
so kann mehr Produkt in gleicher Zeit hergestellt werden, da Anzahl und Volumen
der Fermenter gleich bleiben. Hierdurch sinken die relativen Kosten fir die weitere
Behandlung des Produktes sowie fir das bendétigte Reaktionsvolumen. Sinkt die
Fermentationszeit Uber den break-even-Punkt hinaus ab, so ist ein Fermenter
weniger notig um die geforderte Jahresmindestmenge zu produzieren. Die nun
maximal erzeugbare Jahresmenge ist deutlich geringer, die relativen Kosten fur
Weiterbearbeitung und Reaktionsvolumen steigen wieder an.

6.4.5.5 Ausbeute

Die Ausbeute stellt flir einen Prozess eine wichtige Kenngrof3e dar und beeinflusst
den Preis des Produktes direkt. Eine Veranderung der Ausbeute kann durch eine
Veranderung der eingesetzten Substratmenge bei gleicher erzeugter Produktmenge
oder durch eine Veranderung der Produktmenge bei gleicher eingesetzter
Substratmenge erzielt werden.
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Ausbeute Saccharose [% (w/w)]

0,50 0,55 0,60 0,65
3’40 L 1 L 1 L l. L 1
3,20
8 4
=
@ 3,00
)
w j
3
72 2,80
o
= j
o
(]
5 2,60
I
2,40

T T T T T
180 190 200 210 220 230

Erythritkonzentration [g/L]

T T
160 170

Abbildung 6-15 Auswirkung der Erythritkonzentration bei konstanter Substratkonzentration auf die
Herstellkosten. Oben in der Abbildung die Produktausbeute bezogen auf Saccharose
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Abbildung 6-16 Auswirkung der Substratkonzentration bei konstanter Produktkonzentration auf die
Herstellkosten. Oben in der Abbildung die Produktausbeute bezogen auf Saccharose
(wiw)
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In Abbildung 6-15 ist der Einfluss der Erythritkonzentration bei konstanter
Substratkonzentration abgebildet. Mit der Erythritkonzentration verandert sich auch
die Produktivitat und damit die Anzahl der benétigten Fermenter. Der break-even-
Punkt markiert wie schon unter 6.4.5.4 erlautert eine veranderte Anzahl an
Reaktoren, die zur Erreichung der Jahresmindestproduktionsmenge notwendig sind.
Setzt man eine konstante Produktkonzentration voraus und verandert die
Substratkonzentration, so ergibt sich ein linearer Zusammenhang zwischen
Substratkonzentation und Preis, da sich die Produktmenge durch die Variation der
Substratkonzentration nicht andert.

6.4.5.6 Produktkonzentation bei konstanter Ausbeute

Die Veranderung der Produktkonzentration bei konstanter Ausbeute und konstanter
Fermentationszeit beeinflusst den Prozess durch eine erhdhte Produktivitat und
damit einer Veranderung in der Anzahl der bendtigten Reaktoren (siehe 6.4.5.4).
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Abbildung 6-17 Auswirkung der Veranderung der Produkt- und Substratkonzentration bei konstanter
Ausbeute auf die Herstellkosten von Erythrit

In Abbildung 6-17 ist die Abhangigkeit der Herstellkosten von Erythrit in Abhangigkeit
der Substrat- und Produktkonzentration bei konstanter Ausbeute abgebildet. Die
Sprungstellen stellen break-even-Punkte dar, an denen sich die Anzahl der
bendtigten Fermenter zur Erreichung der Jahresmindestproduktionsmenge andert.
Grundsatzlich geht eine Reduktion der Herstellkosten mit einer Erh6hung der
Erythritkonzentration einher.
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7 Zusammenfassung

7.1 Medienuntersuchung

Durch ein Screening konnte aus verschiedenen Hefeextrakten und
Maisquellprodukten der Hefeextrakt der Fa. Merck als leistungsfahigster identifiziert
werden. Weitere Untersuchungen mit diesem ergaben eine maximale Erythritbildung
von 191 g/L bei einer Konzentration von 10 g/L und eine Erythritbildung von 175 g/L
bei 15 g/L Hefeextrakt. Bei 15 g/L Hefeextrakt wurde jedoch eine nahezu doppelt so
hohe Produktivitat und eine deutlich hdhere Ausbeute erzielt werden. Der Ersatz des
organisch gebundenen Stickstoffs durch anorganischen Stickstoff ist moglich und
fuhrt zu einer weiteren Steigerung der Erythritkonzentration von bis zu 215 g/L bei
einer sehr guten Ausbeute von 60,6 % (w/w) Glucoseéaquivalent. Dieses Ergebnis
stellt einen groRen Durchbruch in Bezug auf Ausbeuteerhéhung dar.

Die Verwendung von Gille als komplexem Medienbestandteil ist mdglich. Hierbei
konnen Erythritkonzentrationen von bis zu 155 g/L erreicht werden. Durch die starke
Zunahme der Fermentationszeiten und die hierdurch sinkende Produktivitat ist eine
kostengunstige Herstellung von Erythrit auf dieser Basis nicht méglich.
Kartoffelrestfruchtwasser als Substrat zeigt gute Ergebnisse sowohl bei der
Erythritbildung von maximal 160 g/L. Die Produktivitdten entsprechen denen von
Kulturen mit Hefeextrakt, im Vergleich zu einem Medium mit Hefeextrakt und
anorganischem Stickstoff werden deutlich niedrigere Ausbeuten erreicht.

Der Zusatz von Cu?*-lonen filhrt in geringen Konzentrationen zu einer Verbesserung
der Erythritbildung. Héhere Konzentrationen bewirken eine Abnahme der
Erythritbildung.

Mg**-lonen verursachen mit zunehmender Konzentration eine Verschlechterung der
Erythritbildung bei verminderter Ausbeute.

Die Gegenwart von Manganionen hat eine geringe positive Auswirkungen auf die
Erythritbildung. Uber den gesamten untersuchten Konzentrationsbereich ist die
Erythritbildung in Gegenwart erhoht.

Bereits geringe Konzentrationen an Fe®* zeigen negative Auswirkungen auf die
Erythritendkonzentration.

Die Erythritbildung nimmt mit zunehmender Ca®*-Konzentration zunachst etwas zu
und durchlauft dann einen Tiefpunkt. Ab einer Konzentration von 50 mg/L bt
Calcium wieder einen forderlichen Effekt aus. Mit 180 g/L bei 100 mg/L Calcium
werden die Ergebnisse der Referenz tberschritten.

Der Zusatz von Vitamin B; zum Medium hat auf die gebildete Erythritmenge nur
wenig Einfluss. Der Einfluss auf die Ausbeute ist jedoch deutlich zu erkennen. Die
Ausbeute durchlauft einen Tiefpunkt bei 10 mg/L Vitamin B; und nimmt ab von dort
an wieder stetig zu.

Ein Limitierung des Prozesses durch Schwefel kann ausgeschlossen werden.
Sowohl die Gabe von Sulfat als auch Cystein zusatzlich zum komplexen
Medienbestandteil fihrt zu keinem positiven Effekt. Durch diese Medienzusatze wird
die Erythritbildung sogar behindert.

Die Untersuchung der gekoppelten Produkthemmung und Substratlimitierung ergab,
dass bei Saccharosekonzentrationen von 200 g/L an bei zunehmender vorliegender
Erythritkonzentration die gebildete Erythritmenge abnahm. Gleichfalls nimmt mit
zunehmender vorgelegter Erythritkonzentration die Ausbeute bei diesen
Substratkonzentrationen merklich ab. Im Bereich niedriger Substratkonzentrationen
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wurden jedoch durchgehend hohe Ausbeuten beobachtet. Aus den erhaltenen Daten
konnte eine maximal erreichbare Erythritkonzentration von ca. 310 g/L ermittelt
werden. Dieser Wert liegt gerade unterhalb der Léslichkeitsgrenze von Erythrit von
340 g/L bei 33 C. In einem fed-batch Experiment wu rde im niedrigen
Substratbereich Saccharose zugefittert. Hierdurch konnten Erythritkonzentrationen
von bis zu 248 g/L erreicht werden.

Der Prozess ist mit den verwendeten Substraten nicht phosphatlimitiert. Die
Beimischung von Phosphat zum Produktionsmedium nimmt eine sehr geringe
Pufferaufgabe wahr. Fir eine grolimalfistabliche Herstellung von Erythrit kann auf die
Verwendung von Phosphat verzichtet werden, da Phosphat im Rahmen der
Produktaufreinigung durch lonentauscher entfernt werden muss. Dies verursacht
zusatzliche Kosten, die einfach vermieden werden kénnen.

Der Einfluss der Metallionen Cu®*, Mg**, Mn**, Fe®" und Ca** auf das
Produktbildungsverhalten wurde untersucht. Cu®*, Mn?* und Ca** haben in
Konzentrationen von 1 mg/L einen leicht positiven Effekt auf das die gebildete
Erythritmenge. Die Gegenwart von Mg?* und Fe*" stért in jeder Konzentration den
Metabolismus des Pilzes und fiihrt zur einer Verminderung der Erythritmenge. Der
Einfluss von Vitamin B1 auf die Erythritbildung ist kaum ausgepragt.

Fur den Metaboliten Ribit wurde gezeigt, dass bereits geringe Konzentrationen ab
1 g/L zu deutlichen Einbuf3en bei der Erythritkonzentration und - ausbeute fuhren.
Bei einem zukunftigen industriellen Prozess sollte daher die Bildung von Ribit
unterdrickt werden.

Glycerin hat in Konzentrationen von bis zu 100 g/L keine Auswirkungen auf das
Produktbildungsverhalten. Fur eine industrielle Produktion ist die Gegenwart von
Glycerin somit nicht von Bedeutung. Das Unterbinden einer Glycerinbildung ist
jedoch wiinschenswert, da durch die Glycerinbildung wéahrend der Fermentation die
Ausbeute an Erythrit gesenkt und die Aufarbeitung erschwert wird.

Ethanol als Mediumsbestandteil beeinflusst die Erythritbildung positiv. Bis zu einer
Konzentration von 20 g/L zeigt die erreichte Erythritkonzentration einen leichten
Aufwartstrend bei nahezu unverédnderter Ausbeute. Fir einen zukinftigen
technischen Prozess ist dies von erheblichem Interesse, da fur einen fed-batch-
Prozess Ethanol zur Zufutterung billig verfgbar ist.

7.2 Einfluss physiko-chemischer Parameter sowie
Schaumbekampfung

Der Einfluss des initialen pH-Wertes wies im Bereich pH 5-7 nur geringe
Auswirkungen auf die Kultivierung auf. Eine weitere Absenkung des initialen pH-
Wertes fuhrte zu einer deutlichen Verminderung der Erythritkonzentration.

Der Sauerstoffpartialdruck stellt einen wichtigen Einflussfaktor fur die Produktbildung
dar. In Abwesenheit von Sauerstoff wird kein Erythrit, dafir aber vermehrt Glycerin
und Ethanol gebildet. Der Sauerstoffeintrag durch Schuttelkolben ohne Schikanen ist
zu gering fur eine Erythritbildung in hoher Konzentration. Die Messung des
Sauerstoffpartialdrucks in Schittelkolben ergab einen optimalen
Sauerstoffpartialdruck von 5 %. Durch eine entsprechende Regelung konnte dieser
in Fermentern konstant gehalten werden. Die Kultivierung bei einem
Sauerstoffpartialdruck von 15 % fiihrte zu einer Verschlechterung der Erythritbildung.
Durch die Entwicklung und den Einsatz eines Schaumberegners konnte die
Schaumbildung wirkungsvoll vermindert werden.

Die im Schuttelkolbenversuch gewonnenen Ergebnisse zeigen, dass nach sehr
kurzer Fermentationsdauer der Sauerstoffpartialdruck auf ein Minimum absinkt und
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dort fir den Hauptteil der Fermentation verbleibt. Dies legt nahe, dass die
Erythritproduktion an ein einen Sauerstoffpartialdruck von etwa 5 % gebunden ist. Mit
Hilfe der Fermenter-Steuerungssoftware wurde eine mehrfach kaskadierte,
dynamische Steuerung der BelUftungsrate implementiert. Diese erlaubt es, den
Sauerstoffpartialdruck innerhalb vorgegebener Toleranzgrenzen zu halten und so die
Wachstumsbedingungen den Anforderungen des Pilzes anzundhern. Ein
Sauerstoffpartialdruck von 5 % konnte in den Fermentern realisiert werden. In
wieweit der Sauerstoffpartialdruck weiter zu optimieren ist, muss in weiteren
Fermentationen Uberpruft werden.

Unter Einsatz dieser Neuerungen wurden die Fermentationsleistungen fir den
Ruhrbetrieb deutlich verbessert. Es ergaben sich daraus neue Erkenntnisse fur die
Prozessfihrung fur den Pilz SZ 101. Die besonders im 5,5-L Master-Fermenter
auftretende Schaumproblematik wurde mittels einer Kombination von chemischer
und mechanischer Schaumbekampfung erfolgreich kontrolliert. Der im Rahmen
dieser Arbeit entwickelte Schaumberegner stellt dabei eine neuartige und
kostengunstige Schaumbekampfungsmethode dar, die ohne Modifizierung des
eigentlichen Fermenters eingesetzt werden kann.

7.3 Einfluss der Fermentergeometrie

Durch die Verwendung von Fermentern mit einem Umwurfeinsatz konnte die
Schaumentstehung wahrend der Kultivierung vermindert und damit die
Prozessstabilitat erhéht werden. Die Verwendung eines Fermenters mit einem
groReren Hohe-Breite Verhaltnis flhrt zu einer erhéhten Verweilzeit der Gasblasen
und verbessert dadurch den Stofftransport. Der Sauerstoffeintrag kann dadurch
erhoht und der Sauerstoffpartialdruck besser kontrolliert weden.

Im Satelliten-Fermenter wurden zumeist héhere Erythritkonzentrationen und
-ausbeuten bei ansonst vergleichbaren Bedingungen festgestellt. Die Geometrie des
1,5-L Satelliten-Fermenters ist in Bezug auf die Schaumbildung der des Master-
Fermenters (grofl3es Hohe/Durchmesser-Verhaltnis) deutlich tberlegen.

Des Weiteren wurden Fermentationen im Umwurfbetrieb etabliert. Diese lieferten mit
175,9 g/L fur den Master- und 189,2 g/L fir den Master-Fermenter die

bisher héchsten Erythritkonzentrationen in diesem Fermentersystem.

7.4 Immobilisierung

Die Immobilisierung von SZ 101 wurde in Calcium-Alginat Vollkugeln und In
LentiKats untersucht. Es zeigte sich, dass bei beiden Immobilisierungsverfahren die
Biomasse aus den Immobilisaten auswuchs. Die Produktbildung erfolgte somit
zeitgleich in den Immobilisaten und in der freien Biomasse im Fermentationsmedium.
Die Fermentation von LentiKats wies ein signifikant schlechteres Ergebnis auf als
auch die Kultivierungen im Schiittelkolben. Es wurde eine Erythritkonzentration von
41 g/L bei einer Ausbeute von 14 % erreicht. Die Glycerinkonzentration lag mit 40 g/L
knapp unterhalb der Erythritkonzentration. Eine simultane Produktion von Erythrit
und Glycerin ist auf Grund der schlechten Ausbeuten sowohl fir Erythrit als fur
Glycerin nicht sinnvoll. Die Anforderungen an die Regelung des
Sauerstoffpartialdruckes sind fiir die freie Biomasse und die immobilisierte Biomasse
so unterschiedlich, dass beide Bedingungen nicht zu vereinen sind.

Der Einfluss der Biomassebeladung der Calcium-Alginat-Kugeln ergab ein Optimum
von 2 % Biomasse fiir die Erythritbildung und 5 % fir die Glycerinbildung. Auch hier
tritt das Problem der unterschiedlichen Anforderungen an den Sauerstoffpartialdruck
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von freier Biomasse und immobilisierter Biomasse auf. Wie bei der Kultivierung von
LentiKats® kann der Sauerstoffpartialdruck nicht auf einen fiir beide Bereiche
optimalen Wert eingestellt werden.

Die Kultivierung der Immobilisate ergab, dass es keinen Sauerstoffpartialdruck geben
wird, bei dem die Anforderungen der immobilisierten Biomasse und der freien
Biomasse zu gleichen Anteilen so erflllt werden, dass eine wirtschaftlich sinnvolle
Produktion von Erythrit zu bewerkstelligen ist.

7.5 Okonomische Betrachtungen

Es wurde ein Anlagenkonzept fir eine Produktionsanlage mit einer
Jahresmindestkapazitat von 5.000 t erstellt. Auf Grundlage dieser Daten wurden die
Herstellkosten von Erythrit zu 2,50 EUR ermittelt.

Eine Sensitivitdtsanalyse ergab, dass die Verbrauchskosten zu 80 % aus Substraten
und zu 20 % aus Energiekosten ergeben. Bei den Substratkosten stellen mit 74 %
Saccharose und 20 % Hefeextrakt den weitaus grof3ten Teil der Kosten. Eine
Verbesserung in diesen Punkten fuhrt zu einer deutlichen Kostensenkung. Bei
Untersuchungen zum Einfluss von Fermentergrof3e, Fermentationszeit, Erh6hung
der Ausbeute durch erhdhte Erythritkonzentration konnten verschiedene break-even-
Punkte ermittelt werden. Diese spielen fir die Auslegung einer Anlage eine
wesentliche Rolle.

Die Personalkosten spielen mit etwa 4 % der Herstellungskosten eine
untergeordnete Rolle.
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8.1 Gerate

8.1.1 Analytik

In der Analytik verwendete Geréte.

Gerat

Analysenwaage
pH-Meter
Oximeter

Schreiber

Hersteller

Leco 250, SARTORIUS, Gottingen
pH 526, WTW, Weilheim
Oxi 191, WTW, Weilheim

PM 8262, Xt recorder, PHILIPS, NL

8.1.2 Mikrobiologische Arbeiten
Fur mikrobiologische Arbeiten verwendete Geréte.

Gerat
Autoklav

Becherzentrifuge
Cleanbench

Tischautoklav
Tischautoklav

Tischzentrifuge
Phasenkontrastmikroskop

8.1.3 Sonstige

Sonstige verwendete Geréate.

Gerat

Kdhlkammer (-20 )
Kidhlkammer (-80 )
Magnetruhrer

Pumpe
Thermostat
Thermostat
Trockenschrank
Waage
Balingen

Hersteller

Autoklavi SPA, FEDEGARI AUTOKLAVI,
Albuzzano, Italien

BHG ZK 630, HERMLE, Gosheim

Herasafe HS 12, HERAEUS INSTRUMENTS,
Hanau

SanoCLAV La S-131, Typ S-EST, WOLF,
Geislingen

2450EL, TUTTNAUER, USA

5417R, EPPENDORF, Hamburg

Zeiss Axioplan, ZEISS, Oberkochen

Hersteller

VIESSMANN, Hof

VIESSMANN, Hof

IKA-Combimag Reo, IKA LABORTECHNIK,
Staufen

502S, WATSON-MARLOW, Faulmouth, England

F30, Ultratemp 2000, JULABO, Seelbach
F34, JULABO, Seelbach

MEMMERT, Schwabach

Kern EW3000-2M, GOTTL. KERN & SOHN,
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8.2 Chemikalien

Sofern nicht anders vermerkt wurden Chemikalien in Analysenqualitat der Firma
Merck, Darmstadt, verwendet.

Substanz Hersteller / Best.-Nr. / Charge
Ammoniummolybdat SIGMA, Deisenhofen

Carbolfuchsin FLUKA, Neu-Ulm

Erythrit, technisch SUDZUCKER, Mannheim/Ochsenfurt

Ethanol, Rotipuran ROTH, Karlsruhe # 9065

Glycerin, Pharmagqualitat OLMUHLE, Leer

Hefeextrakt, granuliert MERCK, Darmstadt # 3753/ 1.03753.0500
Hefeextrakt, Pulver HARTGE INGREDIENTS, Hamburg
Hefeextrakt, Paste MARCOR, Hamburg
Kaliumdihydrogenphosphat, p.a. FLUKA, Neu-Ulm # 60220
Kartoffelrestfruchtwasser AGRANA, Wien, Osterreich

Ribit (Adonit), 99% SIGMA, St. Louis, USA  # A5502

Rindergulle FAL, Braunschweig

Saccharose, technisch SUDZUCKER, Mannheim/Ochsenfurt
Schwefelsaure, 0,5 M Fixanal, RIEDEL-DE-HAEN, Hannover # 38294
Struktol SB 2321 SCHILL & SEILACHER, Hamburg # 504 1269
Tri-Natriumcitrat-2-hydrat RIEDEL-DE-HAEN, Hannover

8.3 Software
Verwendete Software

Software Hersteller

Word 2000 MICROSOFT, Redwood, USA
Excel 2000 MICROSOFT, Redwood, USA
Origin 6.0 MICROCAL, Northampton, USA
Reference Manager 10 ISI| RESEARCHSOFT, Philadelphia, USA
Class LC10, Vers. 1.60 SHIMADZU, Japan

ISIS Draw 2.4 MDL Information Systems, USA
8.4 Sonstige

Sonstiges verwendetes Material.

Verbrauchsmaterial Hersteller / Best.-Nr.

pH-Teststreifen pH 0,0 — 6,0 MACHERY-NAGEL (#921 15)
pH-Teststreifen pH 2,0 - 9,0 MACHERY-NAGEL (#921 18)

8.5 Programmierung

Im Folgenden sind die kompletten Skripte zur Fermentationssteuerung des Master-
und des Satelliten-Fermenters aufgefihrt.

Skript fur Master-Fermenter, Endfassung Anmerkungen
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#0, Definitionen, 2 | #{Sequenz}, {Name}, {Zeitinterval}
limits(0,0,700,1100,1200,Stirrer) | hier werden die Grenzen zur Ausgabe
limits(32.0,32.5,33.0,33.5,34.0,Temp) | von Alarmen fiir die einzelnen
limits(3.39,3.49,3.69,3.79,3.89,pH) | Parameter festgelegt.

limits(0,0,5,100,100,p02) |
limits(0,0,0,2.1,2.2,Mass Flow) |

Stirrer.ct=ON | hiermit wird die Steuerung der auf-
Temp.ct=ON | geflihrten Parameter auf die IRIS-
pH.ct=ON | Software gelegt.
pO2.ct=ON |
AF Pump.ct=ON |
Mass Flow.sp=0.05 | hier werden den verwendeten
Mass Flow.bv=0.05 | Variablen die Startwerte zu-
Stirrer.bv=500 | gewiesen.
SEQ=1 | Befehl zum Wechsel zu Sequenz #1.

| Sequenz #0 wird nur einmal
| durchlaufen.
#1, pO2-Control, 2

if(pO2.v<5.5){Mass Flow.sp=Mass Flow.sp+0.02} | Funktion wie unter (4.6.3)
if(pO2.v<1.0){Mass Flow.sp=Mass Flow.sp+0.10} | beschrieben.
if(pO2.v>=5.0){Mass Flow.sp=Mass Flow.sp-0.06} |
if(pO2.bv-p0O2.v)<0){Mass Flow.sp=Mass Flow.bv} |

pO2.bv=p0O2.v |
if(Mass Flow.sp<Mass Flow.bv){Mass Flow.sp=Mass Flow.bv} | Achtung: geandert,
if(Mass Flow.sp>1.5){Mass Flow.sp=1.5} | um dynamische Mindestbegasung

| zu implementieren.

if(Mass Flow.sp>=0.70){Stirrer.bv=Stirrer.ov+10} |
if(Stirrer.bv>1000){Mass Flow.bv=Mass Flow.bv+0.02} |
if(Stirrer.bv>1000){Stirrer.bv=500} |
if(Mass Flow.sp<=Mass Flow.bv){Stirrer.bv=Stirrer.bv-1} |
if(Stirrer.bv<1){Mass Flow.bv=Mass Flow.bv-0.05} |
if(Stirrer.bv<1){Stirrer.bv=500} |
I

|

I

|

if(pO2.v>30){Mass Flow.bv=Mass Flow.bv-0.05}
if(Mass Flow.bv<0.05){Mass Flow.bv=0.05}
if(Mass Flow.bv>1.5){Mass Flow.bv=1.5}

AF Pump.sp=0 | Schaltet die Antischaum-

| Dosierungspumpe aus.
if(seq_time>=time(0:55)){stirrer.sp=900} | Schaltet die Ruhrerleistung
if(seq_time>=time(0:58)){stirrer.sp=700} | im 60-Minuten-Interval fur
if(seq_time>=time(1:55)){stirrer.sp=900} | 3 Minuten auf hohere
if(seq_time>=time(1:58)){stirrer.sp=700} | Leistung.
if(seq_time>=time(2:00)){SEQ=2} | Schaltet im 2 h Interval
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| zur Schaumbekampfungsmittel-
| Dossage zur Sequenz #2.
#2, AF-Dosierung, 2

if(pO2.v<5.5){Mass Flow.sp=Mass Flow.sp+0.02} | Kontrolle des Sauerstoff-
if(pO2.v<1.0){Mass Flow.sp=Mass Flow.sp+0.10} | partialdrucks wird auch
if(pO2.v>=5.0){Mass Flow.sp=Mass Flow.sp-0.06} | wahrend der Schaum-
if(pO2.bv-p0O2.v)<0){Mass Flow.sp=Mass Flow.bv} | bek&dmpfungsmitteldossage
pO2.bv=p0O2.v | fortgefuhrt.

if(Mass Flow.sp<Mass Flow.bv){Mass Flow.sp=Mass Flow.bv}
if(Mass Flow.sp>1.5){Mass Flow.sp=1.5}

I
|
if(Mass Flow.sp>=0.70){Stirrer.bv=Stirrer.bv+10} |
if(Stirrer.bv>1000){Mass Flow.bv=Mass Flow.bv+0.02} |
if(Stirrer.bv>1000){Stirrer.bv=500} |
if(Mass Flow.sp<=Mass Flow.bv){Stirrer.bv=Stirrer.bv-1} |
if(Stirrer.bv<1){Mass Flow.bv=Mass Flow.bv-0.05} |
if(Stirrer.bv<1){Stirrer.bv=500} |
|
I
|
|

if(pO2.v>30){Mass Flow.bv=Mass Flow.bv-0.05}
if(Mass Flow.bv<0.05){Mass Flow.bv=0.05}
if(Mass Flow.bv>1.5){Mass Flow.bv=1.5}

AF Pump.sp=1 | Schaltet die Antischaum-
| dosierungspumpe ein.
if(seq_time>=20){SEQ=1} | Schaltet nach 20 Sekunden

| zurtick zur Sequenz #1.

Skript fur Satelliten-Fermenter, Endfassung Anmerku ngen
#0, Definitionen, 2 | #{Sequenz}, {Name}, {Zeitinterval}
limits(0,0,623,1100,1200, Stirrer) | hier werden die Grenzen zur Ausgabe
limits(32.0,32.5,33.0,33.5,34.0,Temp) | von Alarmen fiir die einzelnen
limits(3.30,3.49,3.50,3.60,3.70,pH) | Parameter festgelegt.

limits(0,0,5,100,100,p02) |
limits(0,0,0,1.6,1.7,Mass Flow) |

Stirrer.ct=ON | hiermit wird die Steuerung der auf-
Temp.ct=ON | geflihrten Parameter auf die IRIS-
pH.ct=ON | Software gelegt.
pO2.ct=ON |
AF Pump.ct=ON |
Mass Flow.sp=0.05 | hier werden den verwendeten
Mass Flow.bv=0.05 | Variablen die Startwerte zu-
Stirrer.bv=500 | gewiesen.
SEQ=1 | Befehl zum Wechsel zu Sequenz #1.
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| Sequenz #0 wird nur einmal
| durchlaufen.
#1, pO2-Control, 2

if(pO2.v<5.5){Mass Flow.sp=Mass Flow.sp+0.02} | Funktion wie unter (4.6.3)
if(pO2.v<1.0){Mass Flow.sp=Mass Flow.sp+0.10} | beschrieben.
if(pO2.v>=5.0){Mass Flow.sp=Mass Flow.sp-0.06} |
if(pO2.bv-p0O2.v)<0){Mass Flow.sp=Mass Flow.bv} |

pO2.bv=p0O2.v |
if(Mass Flow.sp<Mass Flow.bv){Mass Flow.sp=Mass Flow.bv} | Achtung: geandert,
if(Mass Flow.sp>1.5){Mass Flow.sp=1.5} | um dynamische Mindestbegasung

| zu implementieren.

if(Mass Flow.sp>=0.70){Stirrer.bv=Stirrer.bv+10} |
if(Stirrer.bv>1000){Mass Flow.bv=Mass Flow.bv+0.02} |
if(Stirrer.bv>1000){Stirrer.bv=500} |
if(Mass Flow.sp<=Mass Flow.bv){Stirrer.bv=Stirrer.bv-1} |
if(Stirrer.bv<1){Mass Flow.bv=Mass Flow.bv-0.05} |
if(Stirrer.bv<1){Stirrer.bv=500} |
|

|

I

|

if(pO2.v>30){Mass Flow.bv=Mass Flow.bv-0.05}
if(Mass Flow.bv<0.05){Mass Flow.bv=0.05}
if(Mass Flow.bv>1.5){Mass Flow.bv=1.5}

AF Pump.sp=0 | Schaltet die Antischaum-

| Dosierungspumpe aus.

If(seq_time>=time(2:00)){SEQ=2} | Schaltet im 2 h Intervall
| zur Schaumbekampfungsmittel-

| Dossage zur Sequenz #2.

#2, AF-Dosierung, 2

if(pO2.v<5.5){Mass Flow.sp=Mass Flow.sp+0.02} | Kontrolle des Sauerstoff-
if(pO2.v<1.0){Mass Flow.sp=Mass Flow.sp+0.10} | partialdrucks wird auch
if(pO2.v>=5.0){Mass Flow.sp=Mass Flow.sp-0.06} | wahrend der Schaum-
if(pO2.bv-p0O2.v)<0){Mass Flow.sp=Mass Flow.bv} | bek&dmpfungsmitteldossage
pO2.bv=p0O2.v | fortgeflhrt.

if(Mass Flow.sp<Mass Flow.bv){Mass Flow.sp=Mass Flow.bv}
if(Mass Flow.sp>1.5){Mass Flow.sp=1.5}

I
|
if(Mass Flow.sp>=0.70){Stirrer.bv=Stirrer.bv+10} |
if(Stirrer.bv>1000){Mass Flow.bv=Mass Flow.bv+0.02} |
if(Stirrer.bv>1000){Stirrer.bv=500} |
if(Mass Flow.sp<=Mass Flow.bv){Stirrer.bv=Stirrer.bv-1} |
if(Stirrer.bv<1){Mass Flow.bv=Mass Flow.bv-0.05} |
if(Stirrer.bv<1){Stirrer.bv=500} |
|
I
|
|

if(pO2.v>30){Mass Flow.bv=Mass Flow.bv-0.05}
if(Mass Flow.bv<0.05){Mass Flow.bv=0.05}
if(Mass Flow.bv>1.5){Mass Flow.bv=1.5}
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AF Pump.sp=1 | Schaltet die Antischaum-
| dosierungspumpe ein.

if(seq_time>=20){SEQ=1} | Schaltet nach 20 Sekunden
| zurtick zur Sequenz #
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