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cIitel der Erfindung

Verfshren zur GeWinnung von iysinreidher Hefe

IPK: C 12 4

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung bezieht sich suf die mikrobiologische

‘Industrie und beinhaltet ein Verfahren zur Gewinnung
von Biomagse aus Mikroorgenismen, die EiweiB und

essentielle Aminosfuren mit erhthtem Lysingehalt ent-
h&lt,. '

Die Biomasse erhdlt man durch Hefekultivierung auf der
Grundlage von Kohlenwassgerstoffen, die n-Alkane 08 - 035
enthalten, z. Be, auf Erddldestillat-Petroleum, Diesel-
oder Ulfraktionen des Erdtls oder den aus ihnen extra-
hierten n-Alkanen C8 - 035.

Mikrobielles EiweiB verwendet man sls BiweiBzusatz fiir
Nahrungs~ und Putternmittel. Dag EiweiB der Mikroorgenis-
men enthdlt alle esgentiellen Aminos&uren:

Lysin, Methionin, Tryptophan, Phenylalanin, Histidin,
Threonin, Valin, Leucin und Isoleucine.

Diese Aminosiuren werden nicht durch den menschlichen
und tierischen Organismus synthesiert und miissen mit der
Nehrung oder dem Putter zugefiilhrt werden.

Charakteristik der bekannten technischen Ldsungen

Zur Anreicherung der Nehrungs~ oder Futtermittel mit
Eiweil und essentiellen Aminos#uren, insbesondere mit
Lygin, sind Verfahren zur Gewinnung von Biomagse, die
mit EiweiB angereichert ist sowie Verfahren zur Gewin-
nung der einzelnen essentiellen Aminosduren und Ver-
fahren zur Gewinnung von Lysin bekannt, z. B. beschrie-

~ben in den Patenten der UdSSR Nr. 171 727, 258 225,
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322 888 und Nr. 443 595, der USA Nr. 3.888.736, GroS-
britannien Nr. 1017.584.

Nach den bekannten Verfahren erh&lt men Biomasse, die mit
EiweiB angereichert igt oder eine Biomasse, die in der
Kulturfliissigkeit einzelne essentielle Aminosduren ent-
hdlt, Dabel verwendet man zur Gewinnung von Aminosduren
Mikroorgenismenstémme, die dner speziellen Bearbeitung
unterworfen wurden und kultiviert sie unter sterilen Be~
dingungen auf komplizierten und teueren Nidhrmedien.

Als bekannten Stand der Technik kennt man ein Verfahren
zur Gewinnung von Biomagse mit hohem EiweiBgehalt durch
Kultivierung von Mikroorganismen auf der Grundlage von
Kohlenwasserstoffen entsprechend dem UdSSR-Patent Nr.
443,595 und dem DDR-Patent Nr. 105 825, Kl. C 12 ¢ 11/18.
In bekannten Verfahren erhidlt man eine Biomasse, mit ei-
nem hohen EiweiBgehalt von 55 % durch Einsatz des Stammes
"Candida guilliermondii D" bei Ziichtung auf Kohlenwasser-
stoffen. BEin Nachteil des bekannten Verfahrens ist, daB
ein positiver Effekt nur bei der Kultivierung dieses
Stemmes erreicht wird. Dabei gestattet es das Verfahren
nicht, ein mit Lysin angereichertes Eiwell zu gewinnern.
Das erfindungsgeméfe Verfahren zur Gewinnung von Biomasse
gegtattet im Unterschied zu den bekannten Verfahren die
Gewinnung von Biomasse mit erhdhtem EiweiBgehalt bis

60 - 65 %, unabhingig vom eingesetzten Hefestamm,

‘Das erfindungsgemiBe Verfahren gestattet es, im Prozel
der Kultivierung nicht nur eine eiweiBrechere Biomasse

_ Zu gewinnen, sondern auch die Aminosiurezusanmensetzung
des EiweiBes so zu mgulieren, daB der Gesamtgehalt der
egsentiellen Aminosduren 25 = 30 %, bezogen auf Trocken-
biomasse, und der Lysingehalt 10 - 13 % des CGesamtgehaltes
der Aminosduren in der Biomasse betrdgte.

Ziel der Erfindung

Das Ziel der Erfindung besteht in der Gewinhung einer Bio-
magse mit erhdhtem Gehalt an EiweiB und essentiellen Amino-
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- gduren, wobel in der EiweiBzusammensetzung e1n erhahter
Lysingehalt vorliegen soll,

Die nach dem erfindungsgemifBen Verfahren gewonnehe Bio=-
msge go0ll gleichzeitig als EiweiBi= und als Lysinzusatz
fiir Nahruﬁgs~ und Futtermittel dienen.

Darlegung desg Wesens der Erfindung

Die technische Aufgabe besteht darin, Verfahrensparameter
aufzufinden, die die Gewinnung einer Biomasse mit erhhtem
Gehalt an Eiweifl~ und Lysin, unabhingig vom eingesgetzten
Hefestamm, ermdglichen. :

' Es wurde uberraschenderwelse gefunden, daB durch Regulie-
rung der Elemente der Nahrfliissigkeit eine Biomasse mlt ‘
‘erhdhtem EiweiB- bzw. Lysingehalt erreicht wird.

- Eine entscheidende Rolle spielt dabei die Zusammensetzung
der Elemente der wasserltslichen N&hrstoffe in der Kultur~
flussigkeit. Als Kohlenstoffquelle dienen zur Kultivierung
von Mikroorganismen nach dem erfindungsgemdflen Verfahren
Kohlenwasserstoffe, die n-Alkane mit einer Kohlenstoff-
kette von 08 - 035 enthalten oder gereinigte n-Alkane mit
gleicher Kettenlinge 08 - 035

Zur Gewinnung von Biomasse mit erhthtem Lysin- und EiweiB-
gehalt reguliert man die Zusammensetzung der n-Alkane im
Kohlenwagsserstoffgemisch so, daB die Anzahl der n-Alkane
Cg = C4g 50 ~ 100 % der Gesamtmenge der n-Alkane 08 - 035

‘ betragt. .

Gleichzeitig reguliert man mit der Zusémmensetzung der
Kohlenstoffquelle den Gehalt an wasserlOslichen Nzhrstof-
fen: Stickstoff, Phosphor, Kalium, Magnesium, Eisen, Zink,
Mangan und Kupfer so ,daB ihr Gehalt in der Kulturfliissig-
keit fiir jedes Element in folgenden Grenzen liegt:

)
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in mg/l

N = 50~ 450 - Fe= 1-8
P = 40 - 120 In = 2 = 8
K = 40 = 120 Ma= 2~38
Mg = 10 = 40 Cu= 1-5

Die Mikroorganismen, z.B. des Hefegtammes Candida, wurden
in kontinuierlichen Prozessen in Fermentoren der GroBen
30 1, 200 1, 10 m3 und 250 m3 unter Rihren und Beliiftung
mit einem pH-Wert im Medium von 3 - 7 und einer Tempera~—
tur von 29 - 34 °C kultiviert. '
' Die Intensitit der Beliiftung des Mediums betrug 30,0 -
300 w/m’, Stunde, die Verweilzeit betrug 2 - 5 Stunden.
"Als Kohlenstoffquelle wurden n-Alkene mit einer Ketten-
lénge der Kohlenstoffatome von 08 - 035 oder Erdolfrak-
tionen, die n-Alkane C8 - 035 enthalten, z.B. Dieself:ak-
~tionen eingesetzt, Die Kohlenstoffquelle wurde so ausge-
wihlt, daB in der Zusammensetzung der n—Alkane’CB - Ca5
der n-Alkangehalt Cg = C45 25 %, 50 %, T0 % wnd 100 %
und der n—Alkangehal? 019 - 035 entsprechend 75 %, 50 %,
30 % und 0 % betruge v
Die Kohlenwasserstoffkonzentration im Nihrmedium betrﬁg
2,5 = 10 %, umgerechnet auf n-Alkane Cg - 035°
Das widBrige Nshrmedium enthielt P, N, K, Mn, Fe, Zn, Mg
und Cu, Andere Mineralndhrstoffe sowie Wachstumsstimula-
toren hatten keinen EinfluB auf die Anreicherung des Ei-
' weiBes und der egsentiellen Aminosiuren in der Biomasse.
Néhrlasung wurde dem Fermentor so zugefithrt, daB . ... die
" Konzentration der notwendigen Elemente in der Kulturfliis-
gigkeit in weiten Grenzen von O .- 5000 mg/l veréndert
werden konnte. Als Neutralisationsmittel wurde verdiinnte
Alkalilauge oder Ammoniakwasser verwendet.
Die Menge der dem Fermentor zugefithrten Ndhrmedien war
gleich der Menge aus dem Fermentor abgezogenen mikroor-
genismenhaltigen Kulturfliissigkeit,

- b -
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Die Kulturfliissigkeit mit den Mikroorganismen wurde
kontinuierlich in ein DekantationsgefdB eingeleitet,

in dem eine Trennung in zwei Schichten erfolgte.

Die untere Schicht, das wdBrige Medium, wurde kontinu-
ierlich in den Fermentor zurlickgefihrt.

Die obere Schicht, ein 4-Komponentensystem wurde nach
bekannfen Verfahren separiert.

Dabei wurden drei Phasen abgetrennt: Biomasse, die eine
geringe Menge Wasser und Kohlenwasserstoffe enthdlt,
eine Wéﬁrige'Phase und eine Kohlenwasserstoffphase.

Die wiBrige Phase wurde in den Fermentor zuriickgefiihrt.
Die erste Phase wurde der Eindickung, Trdcknung und
Extraktion mit organischen Losungsmitteln zugefiihrt.

Der Lipid- und Kohlenwassérstoffextrakt wurde nach der
Destillation der Losungsmittel zur Gewinnung einzelner
Lipidfraktiqnen verwendet, die abgetrennten Kohlenwasser-
stoffe wurden in den Fermentor zuriickgefihrt.

Die Kohlenwasserstoffphase, die in der Separation abge-
trennt wurde, wurde bei der Kultivierung von Mikroorga-
nismen auf Basis von n-Paraffinen in den Fermentor zu-
rﬁckgefﬁhrt oder bei der Kultivierung auf Basis von Erd-
0ldestillaten einer speziellen Reinigung unterworfen.
Die gereinigte Kohlenwasserstofffraktion mit verringer-
tem n~Alkangehalt wurde als Kraftstoff mit verbesserter
Qualitdt verwendet, o

‘Die bei der Hefekultivierung gewonnéhe'Biomasse sowie
dag Endprodukt, das nach der Extraktion der Hefe mit Lo-
" sungsmitteln gewonnen wurde, wurden hinsichtlich Roh-
protein und Aminosduren énalysierto

Es wurde festgestellt, daB sich bei der Kultivierung
der Hefe in der Biomasse 50 - 65 % Rohprotein und 6 -~ 13
% Lysin, umgerechnet auf den Gesamtgehalt an Aminogdu~
ren, anreichern. Dabei wurde ermittelt, daB der Gehalt
an Rohprotein und Aminosduren in der Biomasse reguliert
werden kann.
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- In der Hefe reichert sich 60 - 65 % Rohprotein mit
10 - 13 % Lysin, bezogen auf die Gesamtmenge der Amino=-
sduren bei der Kultivierung auf Kohlenwasgerstoffen an,
die 50 - 100 % n-Alkane 08 - C18 vom Gemisch der ne=Al="
kane 08 - 035 enthalten,
Der Gehalt an wasserldslichen Verblndungen in der
Kulturfluss%gkelt nute dabel in pestlmmxen Grenzen

" liegen und zwar:

N =50 -'450 mg/1 '-'Fe &

2 - 8 mg/l
P =40 - 120 mg/l ‘ In = 2 - 8 mg/l
K =40 ~ 120 mg/l Mn = 2 - 8 mg/l
Mg = 10 = 70 mg/l - Cu=1-5mng/1

Im Ergebnis der Extrektion mit Losungsmitteln zur
Entfernung von Kohlenwasserstoffen und Biolipiden
stieg der EiweiBgehalt in der wasgerfreien Biomasse
von 60 -~ 65 % auf 70 - 75 %, der Gehalt an esgsentiel~
len Aminosduren von 25 - 30 % auf 35 = 40 % und der
Lysingehalt von 10 = 13 % auf 15 - 18 %.

~ Die Hefe enthielt 50 - 57 % Rohprotein, 13 - 19 %
essentielle Aminosduren, 6 - 9 % Lysin, bezogen auf
die Summe der Aminosduren, bei Kultivierung auf Koh-

 lenwasserstoffen, die 90 - 100 % n-Alkane Cqq = Cyg
vom Gemisch der n~Alkane 08 - 035 enthalten bei Ver-
ringerung oder Erhdhung eines oder mehrerer Elemente
in der Kulturfliissigkeit an N, P, K, Mg, Fe, Zn, Mn
und/oder Cu gegeniiber den angegebenen Grenzen.
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‘Ausfithrungsbeispiele

Beispiel 1

Candida guilliermondii wurde in einem 30 l-Fermentor
unter Rihren und Beliiftung kultiviert.

Die Drehzahl des Rithrers betrug 1200 U/min, die zugege-
bene Luftmenge 150 Nm3/m3 o Stunde,

Die Fermentortemperatur lag bel 32 - 34 °C, der pH-Weft
bei 4 - 4,2, die Verweilzeit betrug 4 Stunden, Als Kohlen-
stoffyuelle wurde Erdoldestillat mit den Siedegrenzen
200 - 320 °C verwendet, das 17 % n-Alkane Cg = Cy5 ent-
hielt, wobei 70 % der n-Alkane aus Cg = C4g bestanden
wnd 30 % n-Alkene Cqig - C35°

Die Kohlenwasserstoffkonzentration betrug im Nihrmedium
3 %‘bezogen auf n-Alkane Cg - 0350

Das wdBrige NZhrmedium enthielt N, P, K, Fe, Zn, Mn und
Cuin solchen Konzentrationen, daB ihr Gehalt in der Kul-
turfliissigkeit bei der Kultivierung in folgenden Grenzen
in mg/1 lag:

N

= 50 - 450 . Pe=2-8
P = 40 - 120  In=2-8
K =40~ 120 Mn =2 -8
Mg =10 - 40 Cu=1-=5

Die bei der Kﬁltivierung erhaltene Biomasse enthielt:

~ Rohprotein (% der trockenen ﬁiomasse) 63,8
© . = Summe der essentiellen Aminosiuren ‘
(% der trockenen Biomasse) ' 25,3

- Lysin (% bezogen auf die Summe der

Aminosiuren) - ‘ 12,5
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Beigpiel 2

' Die Hefe Candida guilliermondii wurde analog dem Beispiel 1
kultiviert, | i
In Unterschied zum Beispiel 1 lag der Gehalt eines Elementes
-~ des Kaliums - in der Kulturfliissigkeit bei 5 - 30 mg/l

" und damit niedriger als in den o. g. Grenzen. Der Gehalt

- der Ubrigen Elemente, die filir die erhtdnte Synthese des

" BiweiBes und Lysins notwendig sind, lag im normalen Be-
reich., Die beil derx Kultivierung gewonnene Biomasse ent-
hielt:

= Rohprotein (Ma.~% der trockenen Biomasse) - 56,3

-~ Summe der esgsentiellen AminosHuren - 16,7
(Ma.-% der trockenen Biomasse)

- Lysin (Ma.-% bezogen auf die Summe der
Aminosduren) - , - 8,7

Beigpiel 3

Die Hefe Cgndida guillierﬁondii wurde analog dem Beispiel 1
kultiviert., | | |
Der Unterschied bestand darin, daB als Kohlenstoffquelle
Erdsldestillat mit den Siedegrenzen 240 - 360 % verwen-
~det wurde, das 20 % n-Alkane Cg - 035 in der Zusammen-
setzung 25 % n-Alkane Cg = C g und 75 % n-Alkane C19 - 035
enthielt. Die Kulturfliissigkeit enthielt die notwendigen

. Elemente in der erforderlichen Menge.

Die bei der Kultivierung anfallepde Hefe enthielt:

- Rohprotein (Ma.-% der trockenen Biomasse) =~ 55,2

- essentielle AminosZuren - 15,3
(Ma.-% der trockenen Biomasse)

'—-Lysin (Ma.-% bezogen auf die Summe der =~ = 7,6
Aminosgure) .
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Erfindungsanspruch

Verfahren zur Gewinnung von 1v81nrelcher Biomasse durch
Kultivierung von Mikroorganismen, vorzugsweise Hefen,
auf Kulturmedien, die alg Kohlenstoffquelle Kohlenwas-
perstoffe enthalten, welche teilweise oder vollsténdig
aus n-Alkanen bestehen, bei Anwesenheit von N, P, XK,
Mg, Mn, Zn, Fe und Cu im Kulturmedium, gekennzeichnet
dadurch, dafl zur ErhShung des EiweifBgehaltes und des

- Gehaltes an essentiellen Aminosduren, insbesondere
Lysin, in der Biomasse die Kultivierung der Mikroor-
ganismen auf Kohlenwasserstoffen erfolgt, die n-Alkane
C8 - 035 enthalten, von denen der Anteil an 08 - 018"
n-Alkanen in den Grenzen 50 = 100 % reguliert wird

und der Gehalt der Elemente in der Kulturfliissigkeit
in den folgenden Grenzen liegt: |

N =50 - 450 mg/1 Fe = 2 - 8 mg/l
P = 40 - 120 mg/1 © In =2 - 8 mg/l
K = 40 - 120 mg/1 Mn = 2 - 8 mg/l
Mg = =1 -5 mng/l

10 - 40 mg/1 Cu
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