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(54) Verfahren zur Ziichtung von Mikroorganismen

(57) (57) Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Ziichtung von Mikroorganismen in der Anzuchtphase und der Phase
des Uberganges zum stationéren kontinuierlichen Fermentationsproze® bei der Erzeugung von Biomasse auf
Erdoldestillaten bzw. -raffinaten. Ziel der Erfindung ist es, die bei der Biomasseerzeugung nach der bekannten
Technologie in diesen ProzeRphasen auftretende verminderte Qualitdt des Endproduktes und den erhdhten
Aufarbeitungsaufwand fiir das Produkt zu vermeiden. Die Aufgabe wird dadurch geldst, daR diese Proze3phasen so
gestaltet sind, daB groRere Abweichungen der aktuellen Konzentrationen des Rohstoffes und der N3hr- und
Spurenelemente von den fiir den stationéren kontinuierlichen FermentationsprozeB vorgesehenen Werten vermieden
werden und die reine Anzuchtphase verkiirzt wird.
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Patentanspriiche:

1. Verfahren zur Ziichtung von Mikroorganismen auf der Rohstoffbasis von Erddldestillaten bzw. -raffinaten und der Vorlage
von Nahr- und Spurenelementen und Impfhefe fiir den Anzuchtproze® sowie anschlieRendem Ubergang zum stationaren
kontinuierlichen ProzeR, gekennzeichnet dadurch, daR fir den Anzuchtprozef’ nur so viel Nahr- und Spurenelemente
vorgelegt werden, daR die fur den stationéren kontinuierlichen ProzeR vorgesehenen aktuellen Elementekonzentrationen in
der waRrigen Phase nur um den notwendigen Betrag flir einen Biomassezuwachs von 3 bis 5g Biomassetrockensubstanz je
kg Fermentorinhalt iberschritten werden, und wéhrend des Anzuchtprozesses die Dosierung von Nahr- und
Spurenelementen bei Erreichen einer Biomassekonzentration von 3 bis 5g/kg und/oder in Abhéngigkeit von der Abnahme
der Elementekonzentrationen in der waBrigen Phase begonnen und erhght wird sowie der Ubergang zum kontinuierlichen
ProzeR schon bei giner Biomassekonzentration von 60 bis 80% des fiir den stationéren kontinuierlichen ProzeR erwarteten
Wertes mit weniger als 50% der flir den stationéren kontinuierlichen ProzeR vorgesehenen Durchflu3rate begonnen und bis
zu der fiir den stationéren kontinuierlichen ProzeR vorgesehenen DurchfluBBrate erhéht wird, wobei die Zufuhr von
ProzeRwasser und Erdéidestillat bzw. -raffinat immer in dem flr den stationdren kontinuierlichen Prozef vorgesehenen
Verhéltnis erfolgt.

2. Verfahren nach Anspruch 1, gekennzeichnet dadurch, dal die Erhéhung der Dosierung der Nahr- und Spurenelemente und
die Erhéhung der DurchfluRrate wéhrend des Anzuchtprozesses und des Uberganges zum stationéren kontinuierlichen
ProzeR in Abhangigkeit von der Zunahme der Biomassekonzentration und/oder von der
Sauerstoffverbrauchsgeschwindigkeit erfolgt und schrittweise oder kontinuierlich durchgefiihrt wird.

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Ziichtung von Mikroorganismen in der Anzuchtphase und der Phase des Uberganges
zum stationéren kontinuieriichen Fermentationsprozel bei der Erzeugung von Biomasse auf Erddldestillaten bzw. -raffinaten
und kann in entsprechenden EiweiBgewinnungsanlagen angewendet werden.

Charakteristik der bekannten technischen Losung L

Bei der Ziichtung von Biomasse auf der Rohstoffbasis von Erddldestillaten bzw. -raffinaten werden, wie bei anderen
Fermentationsprozessen auch, die flir den gesamten Anzuchtprozef benétigten Rohstoff-, Nahr- und Spurenelementemengen
im Fermentor in der waRrigen Phase vorgelegt und nur die zur pH-Regelung erforderliche Lauge oder Sédure wird nach Bedarf
nachdosiert. Der AnzuchtprozeB wird bis zu der im kontinuierfichen Betrieb erwarteten Biomassekonzentration durchgefihrt.
Bei Erreichen dieser Konzentration werden alle fir den kontinuierlichen Betrieb vorgesehenen Dosierstréome in Betrieb
genommen und gieichzeitig die fir den kontinuierlichen Betrieb vorgesehene Biomassesuspension zur nachfolgenden
Aufarbeitung abgegeben. ‘ .

Die im Fermentorablauf befindliche Biomasse wird durch Aufrahmung und Separation vom gréRten Teil des ProzeRwassers und
des Erddldestillates bzw. -raffinates abgetrennt. Die verbleibende Biomassesuspension, die neben ProzeBwasser und den inihm
gelbsten Substanzen auch noch Erdéldestillat enthalt, wird nachfolgend durch Eindampfung aufkonzentriert und anschlieend
spriihgetrocknet. Zur Entfernung anhaltender Erdéldestillatbestandteile sowie Entfernung lipophiler Zellinhaitsstoffe wird das
getrocknete Produkt einer Losungsmittelextraktion unterzogen. ]

Bei der Inbetriebnahme der dem Fermentor folgenden Prozef3stufen treten gehauft Trennprobleme in der Separationsstufe und
Férderprobleme der getrockneten Biomasse in den Trocknungs- und Extraktionsstufen auf. Des weiteren kénnen unmittelbar
nach der Inbetriebnahme wesentliche Qualitdtsparameter im Endprodukt nicht eingehalten werden, so da8 durch Fehlchargen
und erhéhten Aufarbeitungsaufwand die Effektivitédt des Prozesses beeintrachtigt wird.

Als Ursache flr diese Probleme wurde die stoRartige Aufnahme des kontinuierlichen Durchsatzes in voller Menge angesehen,
die in der Anfangsphase des kontinuierlichen Betriebes zu erheblichen Schwankungen der technologischen Parameter in den
nachfolgenden Verfahrensstufen flihrt und infolgedessen sich auch die Qualitat der Zwischenprodukte stark dndert.

Ziel der Erfindung

Ziel der Erfindung ist es, bei der Biomasseerzeugung auf Erddldestillaten bzw. -raffinaten eine verminderte Qualitét des
Endproduktes und einen erhéhten Aufarbeitungsaufwand fiir das Produkt aus der Anzuchtphase und der Phase des Uberganges
zum stationéren kontinuierlichen Fermentationsprozef3 zu vermeiden.

Darlegung des Wesens der Erfindung

Uberraschend wurde nach langwierigen Versuchen und Untersuchungen gefunden, daB nicht die stoRartige Inbetriebnahme
der dem Fermentor folgenden ProzeRstufen mit der vollen Menge die Hauptursache fiir die Probleme bei der
Produktaufarbeitung und der Erreichung der erforderlichen Endproduktqualitat ist, sondern die im Anzuchtprozel vorliegenden
vom normalen stationdren kontinuierlichen ProzeRR abweichenden Fermentationsbedingungen, wie Gberhhte und sich
dndernde Nahr- und Spurenelementekonzentration, zunehmende Konzentration an Stoffwechselprodukten, lange Verweilzeit
der Hefe im Fermentor, die die Struktur und Zusammensetzung der Biomasse dergestalt beeinflussen, daB sie einen negativen
EinfluR auf die Aufarbeitung des Produktes und die Endproduktqualitat haben.
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Aufgabe der Erfindung

Aufgabe der Erfindung ist es daher, die Anzuchtphase und die Phase des Uberganges zum stationaren kontinuierlichen
Fermentationsprozef dahingehend zu veréndern, daR die Struktur und Zusammensetzung der Biomasse aus diesen Phasen der
der im stationaren kontinuierlichen ProzeR erzeugten Biomasse entsprechen.

Wesen der Erfindung

" ErfindungsgemaR wird die Aufgabe dadurch gelést, daR fiir den AnzuchtprozeB nurso viel Nahr- und Spurenelemente vorgelegt
werden, daB die flir den spéteren stationéren kontinuierlichen ProzeR vorgesehenen aktuellen Elementekonzentrationen in der
wiRrigen Phase nur um den Betrag (iberschritten werden, der fiir einen Biomassezuwachs von 3 bis 5g Hefetrockensubstanz je
kg Fermentorinhalt notwendig ist, und bereits wihrend des Anzuchtprozesses die Dosierung von Nahr- und Spurenelementen
bei Erreichen einer Biomassekonzentration von 3 bis 5g/kg und/oder in Abhangigkeit von der Abnahme der
Elementekonzentrationen in der wiRrigen Phase begonnen und erhéht wird. Weiterhin wird der Ubergang zum kontinuierlichen
ProzeR schon bei einer Biomassekonzentration von 60 bis 80% des flir den stationéren kontinuierlichen Prozesses erwarteten
Wertes mit weniger als 50% der fiir den stationéren kontinuierlichen Proze vorgesehenen DurchfluBrate begonnen und bis zu
der fiir den stationaren kontinuierlichen ProzeR vorgesehenen DurchfluBBrate erhéht, wobei die Zufuhr von ProzeBwasser und
Erddldestillat bzw. -raffinat immer in dem fiir den stationaren kontinuierlichen Prozel vorgesehenen Verhéitnis erfolgt.
ErfindungsgemaR wird die Erhéhung der Dosierung der Nahr- und Spurenelemente und die Erhdhung der DurchfluBrate
wihrend des Anzuchtprozesses und des Uberganges zum stationéren kontinuierlichen ProzeR in Abhédngigkeit von der Zunahme
der Biomassekonzentration und/oder von der Sauerstoffiibergangsgeschwindigkeit vorgenommen, wobei dies schrittweise
oder kontinuierlich durchgefiihrt wird.

Ausfiihrungsbeispiel

Die Erfindung wird nachstehend an einem Ausfiihrungsbeispiel erldutert.
Zur Anzucht der Biomasse fiir den kontinuierlichen Fermentationsprozel von Biomasse auf der Rohstoffbasis Erdéldestillat mit
einem Siedebereich von 517 bis 633K und einem n-Paraffingehalt von 14Ma.-% in einem Produktionsfermentor, wurden bisher
Wasser, Erddldestillat, Nahrlosungen einschlieRlich Phosphorséure in einem Massenverhaitnis 10:1,7:0,12 vorgelegt sowie der
pH-Wert mit Ammoniakwasser und die Fermentationstemperatur eingestellt.
Nach der Zugabe der Impfhefemenge fiir eine Anfangskonzentration im Fermentor von 1 bis 2g/kg wurde derAnzuchtprozefS in,.
etwa 8 bis 12 Stunden bis zu einer Hefekonzentration im Fermentor von tiber 14g/kg durchgefiihrt, wobei der pH-Wert durch
Nachdosierung von Ammoniakwasser und die Temperatur konstant gehalten wurden. Der Sauerstoff- und CO,-Gehalt der Abluft
und damit die Sauerstoffiibergangsgeschwindigkeit waren schon nach ca. 7 Stunden mit etwa 16Vol. -% O, bzw. 2,8Vol.-% CO,
nahezu konstant. Nach Erreichen der fiir den kontinuierlichen Proze erwarteten Hefekonzentration von ca. 14g/kg wurden alle
notwendigen Produktzufiihrungen fiir die vorgesehene DurchfluBrate von 0,25 1/h innerhalb kiirzester Zeit in Betrieb
genommen.
In demselben Produktionsfermentor wurden flir den Anzuchtproze nach dem erfindungsgemaRen Verfahren Wasser,
Erddldestillat und Nahridsungen einschiieRlich Phosphorsiure in einem Massenverhaltnis von 10:1:0,04 vorgelegt. Nach einer
Batchzeit von ca. 2 Stunden wurde die Dosierung der Nahrlésungen und Phosphorsaure mit geringen Mengen begonnenundin
Abhingigkeit vom Sauerstoff- und CO,-Gehalt in der Abluft sowie unter Berlcksichtigung der aktuellen Analysenwerte fir die
Nahr- und Spurenelemente im Fermentationsmedium erhéht. Nach ca. 5 Stunden wurden bei einem Sauerstoffgehalt in der
Abluft von etwa 17,5 Vol.-% die ProzeRwasserzufuhr und im selben Verhéitnis, wie es fiir den stationéren kontinuierlichen Proze
vorgesehen war, die Erddldestillatdosierung mit einer DurchfluBrate von insgesamt 0,08 1/h in Betrieb genommen und in
3 Schritten innerhalb der nichsten 3 Stunden auf die fir den stationaren kontinuierlichen Prozef3 vorgesehenen DurchfluRrate
von 0,25 1/h erhéht.
Die Konzentrationen der wesentlichsten Nihrstoffe lagen in den beiden Fallen zu Beginn des Batchprozesses um folgende
Betrége (iber den im station&ren kontinuierlichen Proze® vorgesehenen:

Element kont, Proz. Anzuchta) Anzuchtb)
K ' 100 mg/| 570% . 170%
P 30mg/! 1300% 400 %
Mg 20mg/| 350 % 150%
N 80mg/I 50% 100%

Gegeniiber der bekannten Technologie waren somit bei der erfindungsgemaBen Durchfiinrung des Anzuchtprozesses und der
Ubergangsphase zum stationdren kontinuierlichen ProzeR die Konzentrationsanderungen der N&hr- und Spurenelemente
wesentlich geringer, die reine Batchzeit lag nur bei etwa 50%, d. h. die Phase der Anreicherung von Stoffwechselprodukten war
erheblich kiirzer, wobei die Produktzusammensetzung beziiglich Hefe- und Erdéldestillatanteil auf Grund der verhiltnisgleichen
Erhohung der ProzeRwasser- und Erdélidestillatzufuhr nahezu gleich blieb.
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Der morphologische Zustand der Produktionskultur wahrend und nach der Anzucht- und Ubergangsphase war normal, die
Zusammensetzung und das Verhalten der abgetrennten Biomasse bewegte sich in den fiir den stationaren kontinuierlichen
Betrieb tiblichen Grenzen. Dadurch konnten die folgenden ProzeBstufen problemios in Betrieb genommen werden, ohne da
dabei kritische Abweichungen im Produktverhalten und in der Produkizusammensetzung auftraten und chne daR dabeilangere
Produktzwischenlagerungszeiten auftraten. Die Endproduktqualitdtsparameter wu rden sofort erreicht. Durch Einsatz von
Ammoniumsulfat statt Ammoniakwasser zur Einstellung der erforderlichen Stickstoffkonzentration zu Beginn des
Anzuchtprozesses kann auch der im Ausfithrungsbeispief noch hohe Phosphorgehalt verringert und der Effekt der Erfindung

erhéht werden.
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