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(54) Entschdumer fiir Fermentationsprozesse

(57) Die Erfindung betrifft Entschaumer fiir Fermentationsprozesse, bei denen Mikroorganismen oder
ihre Stoffwechselprodukte als Nahrungsmittel, insbesondere fiir die menschliche Erndhrung, genutzt
werden. Es ist das Zie! der Erfindung, durch Schaumbildung verursachte Stdrungen im
FermentationsprozeR zu verhindern, sowie Flotationserscheinungen und Inhomogenitdten des
Fermentationsmediums auszuschalten. Die Aufgabe der Erfindung besteht darin, durch Einsatz von
Substanzen, die auf Mikroorganismen nicht nachteilig wirken, eine Langzeitwirkung im
FermentationsprozeR besitzen und bei der Applikation der Fermentationsprodukte unbedenklich sind,
das Schaumbildungsvermdgen zu reduzieren. ErfindungsgemaR wird die Aufgabe so gelOst, dafl als
Entschdumer eine wéaRrige oder unter Verwendung anderer mit Wasser mischbarer organischer
Losungsmittel hergestellte Losung eines Mischpolymerisates eingesetzt wird, wobei es sich um
Mischpolymerisate von zyklischen Acetalen der Paare 1,4 Butylenglykolformal/Diethylenglykolformal,
1,4 Butylenglykolformal/Ethylenglykolformal, 1,5 Pentamethylenglykolformal/Diethylenglykolformal
und 1,6 Pentamethylenglykolformal/Ethylenglykolformal, die durch die modifizierbare Struktur dem
jeweiligen Fermentationssystem angepaft in Konzentrationen von 5 bis 20 mg/kg Medium
entschiumend wirken und sowohl fiir aerobe als auch anaerobe Fermentationen verwendet werden
kénnen, handelt.
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Titel

Entschdumer filir Fermentationsprozesse

Anwendungsgebiet der Erfindung

A‘Die vorliegende Erfindung betrifft Entschéumer fiir Pro-

zesse der Submersziichtung von Mikroorganismen. Besonders
geeignet ist die vorliegende Erfindung fiir solche Fer=-
mentationsprozesse, bei denen die Mikroorganismen oder
deren Stoffwechselprodukte als Nahrungsmittel, insbeson-

~dere flir die menschliche Erndhrung, verwendet werden., Sie

kann in die IPK C 12 N eingeordnet werden, -

Charakteristik der bekannten technischen Lésungen

'Es ist bekannt, daB bei nahezu allen Verfahren zur Zuchtung

von Mikroorganismen eine Schaumbildung eintritt, Diese
Schaumbildung ist besonders stark ausgepridgt, wenn das N&hr
medium zur Ziichtung von Mikroorganismen komplexe Bestand-
teile wie beispielsweise Maisquellwasser, Weizenkleile, Me~
lasse oder andere Pflanzen oder Tierbestandteile in vorbe-

"handelter oder unvorbehandelter Form enthdlt,.

Bei intensiven mikrobiologischen’Prozessen, welche eine hoh
spezifisché Beliif tungsrate erfordern, um den notwendigen
Stoffaustausch zwischen der Gasphase und der wifirigen Phase
zu erreichen, ist die Schaumbildung ebenfalls besonders sta
ausgeprégt,

Intensive Schaumbildung kann aber auch bel mikroblologische
Prozessen auftreten, dieanaerob durchgefithrt werden, aber
merklich Gas, wie zum Beiépiel C02, entwickeln,
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Da diese Schaumbildung bekanntermaflen sich nachteilig auf

die sichere Beherrschung und Durchfilhrung des jeweiligen Fer-
mentationsprozesses auswirkt, wurden zur Bekdmpfung dieser
Schaumbildung verschiedene Verfahren entwickelt., Beispiels=-
welse werden Substanzen mit schaumzerstdrender Wirkung dem
Fermentationsmedium zugesetzt., So fligten J.M., NYSTROM und
A.L, ALLEN; Biotechnology and Bioengineering Symposium No. 6;
1976; bei der Cellulasefermentation mittels Pilzen Polypropy~-
lenglykol mit einem Molekulargewicht von etwa 2000 als Ent-
schiumer zu. ' ' )

Piir die Schaumbekd#mpfung bei Fermentationsprozessen sind auch
andere Tenside bzw, Tensidgemische sowie Fette und Ole mit
schaumzerstsrender Wirkung bekannt, beispielsweise Fettalko=-

"hole, Silikonble, Pflanzentle, Blockpolymerisate aus Ethylen-

oxid und Propylenoxid und deren Derivate (DE-0S 2723139).

Die bisher bekannten Entschdumer haben jedoch den Nachteil;
daB sie nicht als Beimengungen in Substanzen fiir die mensch-
liche Nahrung geeignet sind und gleichzeitig in sehr geringer

‘Konzentration schaumzerstdrend wirken und gleichzeitig wirt-

schaftlich aus den Abwissern beseitigt werden ktnnen,

So wird beispielsweise Rapstl oder Sonnenblumentl als Ent-
schiumer bei solchen Verfahren eingesetzt, wo mikrobielles
EiweiB oder mikrobielle Stoffwechselprodukte flir die mensch-
liche Nahrung verwendet werden. Diese Pflanzentle haben je=
doch den Nachteil, daB die schaumzerstOrende Wirkung schwach
ausgepragt ist und daB somit groBe Mengen dieser Substanzen
zur Schaumbek&mpfung benttigt werden, welche bel den erfor=-
derlichen Konzentrationen zu technologischen Nachteilen im
Fermentationsprozel fiihren, So wird die Sedimentation der
Biomasse, beispielsweise in Form von Pilzmycel; durch den
emulgierten Entschiumer erschwert, Ebenfalls wird die Abtren-
nung von Stoffwechselprodukten, beispielsweise von Enzymen
mittels Ultrafiltration, Dialyse oder Gelfiltration er-~
schwert, '

Silikontle haben den Nachteil, daB sie die Stoffiibertragungs-
eigenschaften des Fermentetionsmediums verschlechtern.

Alle diese Nachteile der bisher bekannten Mittel zur Schaum-
bek&mpfung sind bekannt,
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Deshaldb wurde ein Verfahren entwickelt, bei welchem vSllig
ohne Zugabe von schaumzersttrender Substanz unter der Vor-
aussetzung fermentiert wird, daf der Fermentationstank nur
teilweise beschickt wird (DE-0S 2734 290)., Dieses Verfahren
erfordert jedoch erhthte Investkosten und ist somit Okono=
misch unvorteilhaft.

Es sind auch verschiedene Vorrichtungen zur mechanischen
Schaumbekémpfung bekannt. Beispielsweisge dient ein als
Scherpaar ausgebildetes Stator-Rotor-System (DD-PS 1379423
DD-PS 137943), oder ein Rotor mit Hohlwelle (DE~-0S 2719112)
zur Bekimpfung des Schaumes. Diese Vorrichtungen zur mecha-
nischen Schaumbeksmpfung haben jedoch den Nachteil, daB sie

.nlcht in allen PFermentoren einsetzbar gind und daBl sie beil

sehr starker Schaumentwicklung nicht in der Lage sind, den
Schaum zu zerstiren.

Ziel der Erfindung

Das Ziel der Erfindung besteht darin, die durch Schaumbil=-
dung verursachten Strungen des Permentationsprozesses 80=
wie Schiden an Anlegenteilen unabhingig von der Art des Kul-
tivierungsbehélters zu vermeiden, das Fermentorvolumen ef-
fektiv auszunutzen sowie Inhomogenitéten und Flotationser-
scheinungen des Fermentationsmediums auszuschalten, ohne das
durch Art und Menge des schaumzerstorenden Mittels nachtel-
lige Wirkungen in der Fermentation als aunch bei der Weiter=
verarbeitung und Verwendung der Permentationsprodukte ent-
stehen.

Darlegung des Wesens der Erfindung

Die Aufgabe der Erfindung besteht darin, durch Auswahl und
Einsatz von Substangzen, die auf Mikroorganismen nicht nach-
teilig wirken, eine Langzeltwirkung im Fermentationsprozel
besitzen und bei der Applikation der Fermentationsprodukte
unbedenklich sind, das Schaumbildungsvermtgen zu reduzieren
Erfindungsgemif wird die Aufgabe S0 gelost, dalB iiberraschen

eine Substanzklasse gefunden wurde, die als Entschéumer bel

-l



10

15

20

25

30

t- 229174 2

sehr geringen Konzentrationen hohe Entschédumerwirkung be-
gitzt und auch bei der Nachverarbeitung und der Verwendung
des Fermentationsproduktes keine nachteilige Wirkung zeigt..
Die chemische Struktur der erfindungsgemif beschriebenen
Substanzklasse gestattet den acidolytischen Abbau; was zur
besonderen Brleichterung ihrer Beseitigung im Prozeflabwas-
gser fihrt. Es handelt sich erfindungsgemdf um Polyformale,
die durch ionische Polymerisation folgender NMonomerenpaare
zyklischer Formale erhalten werden:

1,4 Butylenglykolformal/Dlethylenglykolformal 1,4 Butylen-
glykolformal/Ethylenglykolformal 1,5 Pentamethylenglykolfor-
mal/Diethylenglykolformal und 1,5 Pentamethylenglykolformal/
Ethylenglykolformal.

‘Die genannten Monomerenpaare stellen stets die Kombination

einer hydrophoben mit einer hydrophilen Substanz dar, wodurch -
Mischpolymerisate in Abhiéngigkeit von der Monomerenzusammen-=
setzung mit mehr oder weniger hydrophoben oder hydrophilen
Eigenschaften in gradueller Abstufung erhalten werden, was zur
optimalen Anpassung an das jeweilige Entschiumerproblem aus-
genutzt wird.

Die erfindungsgemsB beanspruchten Polyformale mit Entschiumer-
wirkung weisen folgende allgemeine Strukturformel auf:

R1- [%(CHZ )n—OCHzo—}l -g-(CH?_CHzO )m—CHzO}k ] p-RZ

wobei gilt:

R1 = OH

R, =H, (CH,);0H; i = 2-10, CH,-(CHOH);~CH;0H; 1 = 1-4,
CiHoj4900s 1 =1-30

n = 435

m = 1;2

k;1 = % Anteile der Monomeren im statistisch alternieren~

‘ den Mischpolymerisat ; k = 100-1

p = 2=10 000; Durchschnittspolymerisationsgrad

Die hohe Wirksamkeit der erfindungsgeméfen Polyformale komm?t
insbesondere durch die den Entschiumereffekt auslosenden ge-

5=



10

15

20

25

30

35

"o 249174 2

ringen Einsatzmengen zum Ausdruck. Iﬁ der Regel geniigen

5 bis 10 mg Polyformal in 1 kg Fermentationsmedium, um
Schaum wirkungsvoll zu zerstdren oder in seiner Entwick=-
lung stark zuriickzudréngen. |

Die Zugabe der genannten Entschéumer zum Fermentationsmedi~
um erfolgt wegen der besseren Dosierung und Verteilung in
gelvoster oder emulgierter Form. Als Losungsmittel dienen je
nach der gewihlten Polymerenzussmmensetzung Wasser oder mit
Wasser mischbare organische Losungsmittel, wie beispielswei-
se Ethanol., Vorteilhaft hat sich die separate Zugabe der
FEntschiumerldsung nach Bedarf erwiesen, deren Steuerung da-
bei mittels bekennter Regeleinrichtungen fiir den Entechiéue

merzusatz erfolgt,

Beispiel 1

In einem Rithrfermentor mit 30 1 Gesamtvolumen und einem
Durchmesser von 260 mm wird ein Pilz der Gattung Trametes
versicolor diskontinuierlich unter sterilen Bedingungen wie
folgt kultiviert:

Die Durchmischung des Fermentationsmediums erfolgt mit einem
Sechsblatt=Scheibenriihrer von 90 mm Durchmesser. Zur Vermei-
dung einer Trombenbildung ist der Fermentor bewehrt. Die Riih:
rerdrehzghl wird suf 1200 Umdrehungen pro Minute eingestellt
die Begasungsintensit#t iiber Bodenbegasung betrégt 1200 1
Luft/h; die Fermentorfiillmenge betrdgt 14 kg.

Die wiBrige N#hrlosung setzt sich folgendermafen zusammen:
Ein Liter Ltsung enthdlt:

1,04 g KHyPO, 7,5 mg PeSO, o 7 HO
0,42 g (NH4)H2P04 3 mg 1nSO, . H,0
0,75 & Mg804 o T H2O 3 ng 00012

2,0 g Hefeextrakt 1,5 mg CuSO4 e 5 H20
0,75 g peptisches Pepton

30,0 g Rohzucker

Die Beimpfung des Fermentationsmediums erfolgte in bekennter
Weise mittels einer Mycelsuspension.

b=
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Die Temperatur wird auf 300 C eingestellt, der pH-Wert auf
4,5, Die Messung des pH-Wertes erfolgt mittels dampfsterili-
gsierter Glaselektrode, welche direkt im Fermentor eingebaut
ist., Die Konstanthaltung des pH-Wertes wird durch die gere-
gelte Zugabe von 10 %igen wiBrigen Ammoniak gesichert. Die
einsetzende Schaumbildung wird mit Hilfe eines Regelkreises
bekampft, der aus Leitféhigkeitselektroden zur Schaumsignali-
sierung und einer geeigneten Dosiervorrichtung zur Zugabe des
Entschiumers besteht. |

Als Entschiumer diente eine 1 %ige wdBrige Emulsion des er-
findungsgemdBen Mischpolymerisates aus 60 Gew., % 1,4 Butylen-
glykolformal und 40 Gew, % Diethylenglykolformal mit einem
Durchschnittsmolekulargewicht von 10 000, die als stabile
Emulsion durch Einleiten von erhitztem Wasserdampf herge-
stellt wurde. ) |

Nach Beendigung der Fermentation lieB sich die Biomasse in
Form des Pilzmycels von der wdfirigen Phase durch einfache
Filtration abtrennen., Insgesamt betrug der Verbrauch an

1 %iger Entschiumerltsung 9,5 ml, das entspricht einer End-
konzentration im Fermentationsmedium von 7,2 mg/l.

Beispiel 2

Fiir die Herstellung von Cellulase-EnzymlOsung wird in einem
30 1 Rihrfermentor der Pilzstamm Gliocladium sp. in 20 1
eines Nihrmediums, das Cellulosepulver, alkalisch aufgeschlos-
genes CGriinmehl und Nshrsalze enth#lt iiber 5 Tage unter steri-
len Bedingungen diskontinuierlich kultiviert.

Am 2. und 3. Tag setzt starke Schaumbildung ein, die durch
Elektroden unterhalb des Permentordeckels signalisiert und
durch automatische Zugabe von Entschiumer bek&mpft wird., Als
Entschiumer wird erfindungsgemdB eine 2 %ige Losung in Etha-
nol/Wasser 1 : 1 eines Mischpolymerisates aus 55 Gew. % 1,4
Butylenglykolformal und 45 Gew. % Diethylenglykolformal mit
einem Durchschnittsmolekulargewicht von 25 000 eingesetzt,
Der Gesamtbedarf an diesem Entschiumer betrdgt fur den An-
satz 8 ml der 2 %igen Losung, das entspricht einem Durch-
schnittsbedarf von 8 mg Entschdumer pro Liter Medium.
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Nach Abtrennung des Pilzmycels durch einfache Filtration,
wurde ein cellulasehaltiges Kulturfiltrat geWonnen, das
durch Ultrafiltration problemlos ohne nachteilige Wirkung
auf die Enzymaktivitdt aufkonzentriert werden konnte.

In einem 40 1 Fermentor wurde ein Inokolum der Hefe Saccha=
romyces cerevisiae anaerob gezlichtet bis in den 20 1 Medium

.. & g HTS/1 als Ausgangsmaterial fur die diskontinuierliche aer

be Ziichtung der Hefe zur Verfligung standen,

Vor dem Beginn erfolgte eine 4stiindige Beliiftung. AnschlieBen
wurde stiindlich eine um 10 % gesteigerte Menge an Nghrldsung,
beginnend mit 160 ml, zugegeben, Die NihrlOsung enthielt 140
utilisierbare Kohlehydrate durch Melassezusatz und war durch
Schwefelsiurezusatz auf pH 3 - 3,5 angesduert worden. Die
Nihrlosung enthilt anorganische Nihrstoffe fiir 18 g HIS/1 so-
wie 100 mg Ammoniumstickstoff pro Liter. Die restliche Stick-
stoffversorgung erfolgt iiber die pH-Regelung mittels wiBrigem

-Ammoniak.,

Die diskontinuierliche Ziichtung der Hefe wurde bei folgenden
Bedingungen durchgefithrt: ’

pH=-Wert 4,5; Fermentationstemperatur 30° C; spezifische Be-
gasung 30 - 50 1 Luft/kg . hj Rihrerdrehzahl 1000 m™', Kon~
trolliert wurden auBierdem Gelﬁst-oz-Konzentration und Etha=-
nolkonzentration im Medium. Nach 13 Stunden war die Biomasse~
konzentration auf 14,5 g HTS/kg angestiegen und die Fermen=
torfiillung betrug 24 kg.

Die wihrend des Prozesses auftretende starke Schaumentwick-
lung wurde durch die im Beispiel 1 erl#uterte Schaumsignali-
sierung und Vorrichtung zur Schaumbekémpfung auf ein bestimm-
tes unteres Niveau gehalten, Fir die Schaumregulierung kam
eine 1 %ige wiBrige Suspension eines Mischpolymerisates aus
45 Gew. % 1,4 Butylenglykolformal und 55 Gew. % Diethylengly-
kolformal mit einem Durchschnittsmolekulargewicht von 5000
zum Binsatz, Insgesamt wurden wihrend der 13stiindigen Kulti-
vierung 16 ml der 1 %igen Entschiumerltsung verbraucht, da-
mit betrug die wirksame Konzentration 7 ~ 8 mg Polyformal
pro kg.

-8
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Beisgiel 4

In einem fiir aerobe Fermentationen unter erhthtem Druck ge-
eignetem Rihrreaktor von 10 1 Passungsvermdgen wurde die kon=
tinuierliche Ziichtung der Hefe Candida utilis auf der C-Quel-
le Melasse/Ethanol ohne jegliche Schaumbildung bei hoher Raum=
7eit-Ausbeute unter den nachfolgend beschriebenen Bedingungen
durchgefiihrt,

Bei einer Fiillmasse von 6 kg wurde unter kontinulerlichen Fer-
mentationsbedingungen bei einem Verdiinnungsgrad von D = 0;3
h'1, einer Fermentationstemperatur von 32° C; einem pH-Wert
von 4,5, einem Druck von 3,03 . 1O5 Pa, einer stindigen Bega-
sung mit Iuft, einer Geltst-0,-Konzentration von - 2 mg/kg
Fermentationsmedium und unter stindigem Rihren wurde dem Fer=—
mentor eine Nghrlosung folgender Zusammensetzung zugefihrt:

4,3 & K,HEO, 0,024 g FeSO, o T H,0
| 5,0 g H,P0, 80 hig 9,036 g ZnS0, . 7 H0
1,74 g MgSO4 | 0;012 g CuSO4 e 5 H20
0,09 g NaCl 0,015 g MnS0, . 4 H)0

Die aufgefiihrten Salze befanden sich zusammen mit der C~Quel-
le in 1 Liter Nshrltsung mit dem pH~Wert von 3,5. Der Anteil
der C-Quelle im Lifer betrug 137 g in Form eines Gemisches
aus Melasse/Ethanol im Verhiltnis 1 : 0,5.

Die Stickstoffversorgung des Prozesses erfolgte ausscblleB-
lich durch die pH»Wert—Regelung mit wdBrigem Ammoniak der Kon-
zentration 120 g /1 Der waBrige Ammoniak enthiel? auBer-
dem den erflndungsgemaﬁ beanspruchten Entschiumer in Form von
1,6 g/l des wasserloslichen Mischpolymerisates aus 60 Gew..%
Diethylenglykolformal und 40 Gew. % 1,4 Butylenglykolformal
mit einem Durchschnittsmolekulargewicht von 6000, Bei der er-
zielten Produktivitat von‘25 g HTS/kg . h betrug der durch=-
schnittliche spezifische Ammoniakverbrauch ca. 25 ml/kg . h,
damit ergab sich als wirksame Entschiumerkonzentration 10 =
11 mg/kg Fermentationsmedium.

Nach Separation der Hefezellen aus dem 82,5 g Trockenhefe
enthaltenden Ablauf, liegt ein zellfreies Prozeflwasser vom
pH-Wert 5 - 5,5 mit nahezu der genannten Menge Entschiumer
pro Liter vor, ’

-9=
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Bei der Zufiihrung dieses ProzeBwassers in die Abwasser-
aufbereitung, kann durch Ansduern auf einen pH~Wert von

2 bei 20 bis 30° ¢ eine siurekatalysierte Spaltung des als
Entschiumer eingesetzten Polyacetals in wenigen Minuten
erreicht werden, '

Die niedermolekularen Spaltprodukte wie Aldehyd und Diol
ktnnen in der vorliegenden geringen Konzentration bekann-
termaBen leicht in einer biologischen Abwasserreinigung

i abgebaut werden.,
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Erfindungsanspruch

1o Entschiumer fiir Fermentationsprozesse, bei denen die
Mikroorganismen oder deren Stoffwechselprodukte ins-
besondere auch fiir die menschliche Erndhrung genutzit
werden, gekennzeichnet dadurch, daB eine wéBrige oder
unter Verwendung anderer mit Wasser mischbarer orga-
nischer Losungsmittel, beispielsweise Ethanol, herge-
stellte Lésung oder Emulsion eines Mischpolymerisates
eingesetzt wird, wobei das Mischpolymerisat aus den
Monomerenpaaren 1,4 Butylenglykolformal/Diethylengly-
kolformal, 1,4 Butylenglykolformal/Ethylenglykolfor-
mal, 1,5 Pentamethylenglykolformal/Diethylenglykol~
formal und 1,5 Pentamethylenglykolformal/Ethylengly-

- kolformal in einem beliebigen Mischungsverh#ltnis je-

"~ doch vorzugsweise in einem solchen besteht, daf Wasser-
1oslichkeit gerade noch oder partiell vorhanden ist,
einen mittleren Polymerisationsgrad von 2 bis 10000
besitzt und im Konzentrationsbereich von 5 bis 100mg/
pro kg Medium, bevorzugt 5 bis 20 mg pro kg Medium
wirksam ist.

2o Entschéumer fiir Fermentationsprozesse nach Punkt 1,

gekennzeichnet dadurch, daBl diese im ProzeBwasser
durch S&urekatalyse in biologisch leicht abbaubare
Spalistiicke iiberfithrt werden.
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