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(57) Das erfindungsgemiB8Se Verfahren kann zur Gewinnung von Biomas

asse
aus verschiedenen Kohlenstoffsubstraten eingesetzt werden, Durch die

erfindungsgemiBe technische Lésung wird eine Senkung des
Rohstoffeinsatzes in glinstigen Fdllen um ca. 30%, eine Verbesserung
der Qualitit der Biomasse und im Falle der Erddldestillatkonvertierung
_eine Verbesserung der Qualit#t des Dieselkraftstoffes durch eine
Senkung des Stockpunktes erreicht. Die Neuheit des erfindungsgemdfen
Verfahrens besteht in der alternierenden allmdhlichen Z#Anderung der
Konzentration der Kohlenstoff- und Energiequelle in einem der Daver
der Phasen des Zellzyklus angepaften Rhythmus bei Konstanthaltung der
DurchfluBgeschwindigkeit der kontinuierlichen phosphatlimitierten
Kultivierung von Mikroorganismen. Das erfindungsgemdfSe Verfahren kann
vorzugsweise bei der Erddldestillatkonvertierung eingesetzt werden,
Es kann ebenfalls Uberall dort angewandt werden, wo mit einem
UberschuB der Kohlenstoffe und Energiequelle gearbeitet wird.
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Titel: . .

“Verfahren zur Gewinnung von Biomasse

Anwendunysgebiet der Erfindung:

Die Erfindung betriff{ ein Vcrfahren zur Gew1nnung von mikro-
bieller Biomasse. Die erfindungsgemiBe LOsung kann iiberall dort
eingesetzt werden, wo bei der kontinuierlichen Kultivierung von
Wikroorganismen eine Begrenzung des Mikroorganismenwachsiums

‘durch die Kohlenstoff- und Energiequelle unmbglich ist.

Das erfindungsgemiBe Verfahren kann ebenfalls auf eiﬁstufige
kontinuierliche Produktsynthesen, bei denen in der Produktbil-
dungsphase ein UberschuB der Kohlenstoff- und Energiequelle not-
wendig ist, libertrafen werden.

Die Erfindung dist in die IPK C 12 D einzuordnen.

Chargkteristik der bekannten technischen IL8sungen:

Es ist ein Verfahren zur Gewinnung von Futterhefe bekannt

(DD~WP 105 825), bei welchem in zwei Stufen gearbeitet wird,

In der ersten Stufe wird eine Hefe der Art Candida guilliermondii
avf Erdoldestillat mit einer Verweilzeit von ca. 5 Stunden aerob
kultiviert. AnschlieBend wird der Fermentorablauf in einen zweiter
Permentor geleitet und die Rultivierung unter den glelchen Bea:n—
gungen wie in der ersten Stufe weiltergefithrt.

Folgende Ergebnisse werden mit diesem Verfahren erzielt:

1e Produktivitdt (g/igeh): 2,6
26 Opazﬁflsoher ED- Ver rauch: 1,3
&J"AJ (g/g)

3. ED=-Anteil am Fermentations~ 10
mediun (Ma%)

.

Lo NeParaffin im ED (Ma%): 28
5. Verweilzeit (h): 10
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6. Rohproteingehalt der 54
Hefe (%): ‘ .
T. Stockpunkt des ED nach -30

der 2., Fermentation (°C):

In einem weiteren bekannten Verfahren-zur-Gewihnung von Biomasse
(DD-WP 129 804) wird durch Phosphat- bzw. Zinkionenlimitation

bel der kontinuierlichen Kultivierung von Mikroorganismen auf
Erdsldestillat, Paraffinen bzw, Methanol in Umlaufreaktoren mit
unbegasten Kreislaufsystemen gegeniiber den anderen bekannten Ver-
fahren eine Senkung des Verbrauchs dér‘spezifischen Néhrstoffe

un ca. 40% erzielt. Der spezifische Nehrstoffbedarf liegt je~
doch nicht unter den in Rithrkesselreaktoren erzielbaren Werten.
Nachfolgend die Ergebnisse, die mit diesem Verfahren erzielt
werden:

1e Preduktivitdt (g/flg.h): 3,5
2. ED-=Anteil im PFPermentations-~ 20
medium (%):

3. Paraffine im ED (MaZ%): 18
4, Verweilzeit (h): 4
5. of 02 (g 0,/g HIS): 2,75

Ziel der Erfindung:-

Ziel der Erfindung ist die Senkung des Rohstoffeinsatzes, die
ErhtShung des Rohproteingehaltes'in der Biomasse und die Senkung
des Stockpunktes von Dieselkraftstoff bel dessen Verwendung als
Kohlenstoffquelle.

Wesen der Erfindung:

Der Erfindung liegt daher die Aufgsbe zugrunde, durch eine ge-
zielte Prozeflfithrung, die in den bekannten Verfahren relativ

 hohen Rohstoffeinsitze zu senken, die Qualitét der Biomasse durch

die Erhohung des Rohproteingehaltes zu verbessern sowis die
Qualitdt des Dieselkraftstoffs durch Erniedrigung des Stock-

punktes zu erhdhen.
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Darlegung des Wesens der Erfindung:

Das Ziel wird durch éine éltefniefende allmédhliche Anderung der
Kohlenstoffsubstratkonzentration im Fefmentationsmedium in einem
der Dauer der Phasen des Zellzyklus angepafBten Rhythmus (Heinritz
B., Dissertation zur Promotion A, Leipzig 1978) bei Konstant-
haltung der DurchfluBgeschwindigkeit der'kontinuierlﬁchen Kul-
tivierung unter Phosphationenlimitation oder unter Sauﬂrobof¢~
limitation mit sehr geringem Phosphatiberschuf errelpht,

Der FermentationsprozeB kann ebenfalls durch solche Bestanatclle
des N&éhrmediums limitiert werden, die eine geringe Reaktion des
Fermentationsprozesses auf eine alternierende Anderung der
Kohlenstoffsubstratdosierung gewshrleisten.

~Durch die allmihliche Senkung der Konzentration der Eohlengtoff-
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und Energiequelle in der Einzelzellphase wird die Reservestoffe
bildung in dieser Phase vermieden, ‘

Das erfindungsgemife Verfahren kann wic folgt realisiert werden.
Zundchst wird ein kontinuierlicher FermentationsprozeB unter
Phogsphatlimitation oder unter Saverstofflimitation mit geringem
Phosphatiiberschul realisiert, so daB sich im Fermentationzmedium
sténdig eine Konzentration von kleiner 50 mg Phosphor/l einstellt
Danach wird der FermentationsprozeB einer pldtzlichen Enderung
eines Fermentationspa Tametels, Z.Be der Drosselung der Luftzufuhr
oder der Frniedrigung des pH«Wortes, im Zeitraum von ca. 15 min
unierzogen, .

Dies fihrt zu einer partiellen Synchronisation der Funktionen

der Zellen der Mikroorganismenpopulation., Dies hsat eine pericdiscl
Anderung der ProzeBkennziffern zur Folge. Die Periode der Ande~
rungen liegt im Bereich von mehreren Stunden und betrédgt etwa das
2Y2-Tache der Verweilzeit der kontinuierlichen Kultivierung.,

In einer Wachstumsphase konstanter Daver, die beispielsweise bei
der Kultivierung von Candida guilliermondii auf Erdoidestillat ca.
finf Stunden dauert, steigt die Biomassekonzentration im Fermen~
tationsmedium iber den stationiven Wert. In dicscr Wachstumge
phase wird eire vorgegebene lMenge Kohlenstoffsubstrat dosiert,
Bei der Erdoldestillatkenvertierung richtet sich die vorgegebene
Substratdosierung nach dem Paraffingehalt des Erddldestilliats.

In der sich an die Wachstumsphase anschlieBenden Einzelzellphase,

-

die bei der Kultivierung von Candide guilliermondii auf Erddle

e Al e
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deegtillat bei einer konstanten Verweilzeit von 4,6 Stunden

ca. sieben Stunden dauvert, sinkt die aktuelle Biomsssekonzen-
tration allmshlich. Die Kohlenstoffsubstratdosierung wird des-
helb um die Hilfte reduziert, um eine Reservestoffbildung der
Mikroorggnismen zu vermeiden,

gur Konstanthaltung der Verweilzeit in dieser Phase wird die-
Wasserdosierung erhvht. AnschlieBend wird die Kohlenstoffsub-
stratdosierung in einem der Dauer der Phasen des Zellzyklus ange-
paften Rhythmus vertndert. Die pldtzliche inderung eines Fermen-
tationsparameters wird zur Erhaltung der partiellen Synchronie
sation der Funktion der Zellen der'Population mehrmals wiederholte
Tm Ergebnis der Anwendung des erfindungsgenidfien Verfahrens er-
zielt man eine Senkung des spezifischen Verbrauchs - der Rohstoff~
und Energiequelle von ca. 30%, einen um ca. 10% htheren Rohpro-"
ﬁeingéhalt in der Biomasse und eine signifikante Senkung des
Stockpunktes des verwendeten Dieseclkraftstoffes gegenliber den'
bisher bekannten Verfahren.,

Die Erfindung wird durch folgende Beispiele erl&utert:

Belspiel 1:

Tn einem kontinuierlich arbeitenden Rilhrkesselreaktor werden
Hefen der Art Candida guilliermondii auf Erdsldestillat (ED)

‘als einziger Kohlenstoffquelle geziichtet,

Die Fermentationsparameter sind:

Verweilzeit: . ) 4,6 h
Substratangebot: "5 h 20 Ma% ED = 190 ml/h
7 h 10 Ma% ED = 100 ml/h
‘n~-Paraffingehalt des ED: , 12 Ma% (gaschromatographisch)
Wasger- und Laugendosierung: 5 h 300 nl/h
o 7 h 400 ml/h
Temperatur: 32 °c
pH-Wert: 4,2
Masseinhalt des Fermentors: 4,0 Ig

In den Fermentor werden neben dem Substrat Erdsldestillat, dem
Wasser und der Lduge Zur pH«Rege?unp stundllch 300 ml Nehridsung
zugefithrt, '
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Die Neéhrlosung enthdlt je Liter:
20 g (I\]H4)2804
1,8 g K,50,
0,758 MgSO4 x T HQO

0,7 g H,PCG, (80%)
3774

sowie die Spurenelemente Eisen, Zink, Kupfer, Mangan in ausreicher

den Mengen. . |

Durch die Anwendung des erfindungegemiBen Verfahrens stellten sick

die in der Tabelle angegebenen ProzeBkennziffern ein:

1. Produktivitdt (g/ln.h): 2,45

2« Rohproteingehalt der 57
Hefe (%):

3o ED-Anteil im Fermentations- 13,5

medivm (Ma%): .
4. Paraffin im ED (Ma%): 12
5. Durchflufirate (h"1): 0,22
6. o 22 (g 0,/g HIS): 2,71
Te o 202 (g €O, /g HIS): 2,12
8, o ; (g Paraffin/g HIS): 1,0
9. £ 7T (ng p/g HT3): 9,1

10 ED nach Fermentation (OC): =32

In einem Vergleichsbeispiel wurde unter den gleichen Bedingungen

gearbeitet, jedoch mit der bisher bekannten Methode einer gleiche
bleibenden Substratzufuhr von 20 Ma% ED und einer gleichbleiben~

den Wasser- und Laugendosierung von 300 ml/h.

Dabei wurden zum-Vergléich folgende Ergebnisse erzielt:



10

15

20

25

1. Produktivitit (g/igeh): 2,37
2. Rohproteingehalt der Hefe 50
(%) :
3, ED-Anteil im Fermentations- 20
medium (Ma%): _
4,‘Paraffin im ED (Ma%): 12 .

5. DurchfluBrate (h"1): 0,22

6. o& 02 (g 0,/g HIS): 2,63

Te of 202 (g.COZ/g HTS): | 2,23
S : e s Y. ' - Ly

v8e of X (g Paraffln/g HTS): 1,07

| P . |

9% £ % (mg P/g HTS): 9,1

10, ED nach PFermentation (°c): 20

Beigpiel 2:

In einen kontinuierlich arbeitenden Rilhrkesselreaktor wurden
Hefen der Art Candida guilliermondii D auf Erdsldestillat (ED)
alg einziger: Kohlenstoffquelle gezlichtets

Die partlelle Synchronisation des Organlsmenwacbstuns wurde durch
ein viertelstiindiges Abstellen der ILuftzufuhr, das in Zeitab=
stinden von etwa 40 Stunden wiederholt wurde, hergestelit,

Die Erdoldestillatdosierung sowie die Wesser— und Laugendogilerung
vurden im Rhythmus, der der Dauer der Phasen des Zellzyklus an-
~gepaﬁt wurde, dlternierend verdndert, . " ’

alternierende Erddle 5h 20 Ma% ED = 240 ml/h
destillatdosierung: 7h 10 Ma% ED = 120 wl/h
Wasser- und Laugen-I : 5h 400 ml/h
dosierung? B 7 h 500 ml/h

Bei der Fermentation wurden folgende'Paraméter eingestellt:
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DurchfluBgeschwindigkeit - 0,26 p~ !
Temperatur ' 32 %
pH-Vert 4,2 (pH-Regelung mit 3%~iger
Natronlauge) |
Luftmenge 105 1 Luft/k.h
Magseinhalt des Fermentors 3,8 Iy
Paraffinkonzentration im ED 18 Ma%

In den Permentor wurden neben dem Erdoldestillat, dem Wasser
und der Lauge zur pH-Regelung stiindlich 400 ml Nihrlosung zu-
gefiUhrt. Die Ndhrldsung enthilt je Liter:
20 g (I\TH4)ZSO4

0,75 g MgSO4 T HQO

1,8 g KZSO

4
0,78 g H3P0, (80%)

sowie die Spurenelemente Eisen, Zink, Kupfer und Mangan in aus-

reichenden Mengen.

Durch Anwendung des erfindungsgemifien Verfahrens wurde eine
mittlere Produktivitédt von 2,6 g HTS/k.h, ein mittlerer spezi-
Tischer Substratverbrauchskoeffizient von 0,96 g Paraffin/g HTS,
ein mittlerer Sauerstoffverbrauch von 2,55 g Sauerstoff/g HIS
sowie ein mittlerer spezifischer Phosphorverbrauch von 9,9 mg
Phosphor/g HTS erzielt,

Die Hefetrockensubstanz hatte dabei einen mittleren EiweiBge-
halt von 62 Prozent, ' '

Beispiel 3: .

In einem kontinuierlich arbeitenden Riihrkessereaktor wurden
Hefen der Ar{ Candida guilliermondil D auf Glukose als einziger
Kohlenstoffquelle gezﬁchtéﬁe Die partielle Synchronisation

deg Organismenwachstums wurde durch ein viertelstiindiges Ab--
stellen der Iuftzufuhr, das in Abstinden von ca., 40 Stunden
wiederholt wurde, hergestellt.
Die Fermentationsparamter waren:
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20 g (UH

DurchfluBgeschwindigkeit: 0,19 h™"

Temperatur: _ . 32 °c

pH~-Wert: ' 4,2 (pH-Regelung mit 15%~iger
| NaOH) |

Luftmenge B 100 1 Luft/kgeh

Messeinhdlt des Permentors:  4.25 Ky

alternierende Dosierung - 6 h 400 ml/h

der Glukoseldsung: 6 h 200 ml/h

alternierende Wasser- 6 h 0 ml/h

dosierung: 6 h 200 ml/h

In den Permentor wurden neben der Glukoseldsung, Lauge und

- Wasser stindlich 400 ml N&hrlosung zugefihrte

Die NWehrltsung enthielt je Liter:

41550,

0,75 g MgSO4 x 7 H2O

1,8 g K2SQ4

3PO4 (80%)

0,78 g H
sowie die Spurenelemente Eisen, Kupfer, Zink und Mangan in
ausreichenden Mengen.

Durch Anwendung der erfindungsgem&lBen Losung stellte sich eine
mittlere Produktivitédt von 2,7 g HTS/y.h, ein mittlerer Glukose-
verbrauch von 2,06 g Glukose/g HTS, ein mittlerer Sauerstoff-
verbrauch von 1,17 g Sauerstdff/g HTS sowie ein mittlerer Phos-
phorverbrauch von 9,78 mg Phosphor/g HTS ein,

Ohne Anwendung des erfindungsgeméfien Verfahrens wurden ver-

gleichsweise folgende ProzeBkennziffern erreicht:

Produktivitéat: 2,8 g HTS/ky.h

spezifischer Glukoseverbrauch: 2,62 g Glukose/g HTS
spezifischer Sauerstoff~ 1,28 g 0,/8 HTS
verbrauch: ‘ ‘ ‘
spezifischer Phosphor- 9,43 mg Phosphor/g HTS

. verbrauch:
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Durch Anwendung des erfindungsgeméfien Verfahrens wurde eine

Verbesserung des spezifischen Kohlenstoffsubstratverbrauchs

unm 23 Prozent erreicht. Dabei bleiben die Produktivitdt, der
spezifische Sauerstoffverbrauch und der spezifische Phosphor-
verbrauch anndhernd konstant ‘

~ Beispiel 4:

In einem kontinuierlich arbeitenden Rilhrkesselreaktor wurden
Hefen der Art Candida guilliermondii D auf Glukose als einziger
Kohlenstoffquellé geziichtet, Die particlle Synchronisation der '
Funktionen der Zellen in der Population wird durch eine viertel~
stindige Reduzierung der Luftzufuhr, die in Absténden von cae
vierzig Stunden wiederholt wird, hergestellt.
Dié'Fermentationsparameter waren:

. Durchflufgeschwindigkeits 0,18 h™1

Temperatur: 32 ¢

pH-Vert: | 4,2 (pH-Regelung mit 15%-iger
NaOH)

Tuftmenge: 93 1 Luft/ig.h

Masseinhalt des Fermentors: 4,5 kg

alternierende Dosierung der 5h 120 ml/h

Glukoseltsung: 7h 60 ml/h

alternierende Wasser- 5h 0 ml/h

dosierung: 7h 60 ml/h

In den Fermentor wurden neben der GlukoselSsung, Lauge und
Wasger stliindlich 680 ml Nghrlosung zugefilhrt.
Die N&hrlosung enthielt je Liter:

11,5 g (NH4)2§O4

0,49 g MgSO4 x T HZO

1,2 g KESO4

0,39 g HBPO4 (80%)

sowle die Spurenslemente Eisen, Kupfer, Zink und Mangan in
susreichenden Mengen.

- 10 -
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Durch Anwendung der erfindungsgeméfien Losung stellte sich eine
mittlere Produktivitdt von 2,14 g HiS/k.h, €in mittlerer spe-~
zifischer Substratverbrauch von 1,96 g Glukose/g HTS, ein
mittlerer gspegifischer Sauerstoffverbrauch von 1,3 g Sauver-
stoff/g HTS sowie ein mittlerer spezifischer Phosphorverbrauch
von 9,54 ﬁg Phosphor/g HTS ein.

Ohne Anwendung des erfindungsgemiBen Verfshrens ist der phosbhor«
~limitierte, kontinuierliche Fefmentationsﬁrozeﬁ durch folgende
ProzeBkennziffern gekennzeichnet: |

Produktivitit: . 2,2 g HTS/kg.h

spezifischer Substratverbrauch 2,76 g Glukose/g HTS
spezifischer Sauerstoffverbrauch 1,29 g 02/g HTS

spezifischer Phosphorverbrauch 9,54 mg Phosphor/g HTS

Die Anwendung des erfindungsgeméfBen Verfahren bewirkt somit
eine Verbesserung des spezifischen Verbrauches der Kohlenstoff-
‘quelle von ca. 30 Prozent bei Konstanz der Produktivi%éi, des
gpezifischen Sauerstoffverbrauchs sowlie des spezifischen Phos-
phorverbrauchs.
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Verfshren zur Gewinnung von Biomasse durch kontinuieri:

Ruteivierung von Mikroorganismen auf flissigen Kohlenwasger-
v, Kohlehydraten oder Alkoholen in Gegenwart cines

Wahrmediuns und eines freien Sau01 ytoff enthaltenden

unter Phosphatlimitation oder Sauverstoffilimitation mid
phetiberschull, dadurch gekennzeichnst, aal nach

~ PR

ciner partiellen Synchronisation dex Mikvoorga-

nismen die Zufilhrung der Kohlenstoff- und Energlequelle, bel

b
Kenetanthaltung der verweilzeit, im Rhythmug der Dauer der,
el

Yhagsen des Zellwachst periocdisch verindert wird, wob

(’D
=

fgt]
O
ot
b
H

ms

hase die filir die Erzielung der gewlnschien
erforderlichen lenge zugefihrt wird und in dex

Tinzelsellphase diese Menge bis auf die HElfte reduziext wird,

nach Punkt 1, dedurch gekemnzeichnet, daf die

e

p"vthiJ Synchronisation des ¥a chstumg der Mikroorganlismnen
durch Franiedrigung des prWertes, Reduzicrung der Lufizue
gtur erreicht wird.

{._.n

Fuhy odex Verdnderung dex Temps

Verfahren nach Punkt 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, daf
die in der Einzelzel“nahse verringerte Zufihrung der Xohlen-

ebofi= und Ensrgiequel le dureh eine srhohte Zufikhrung von
a

vVasosr zur Konstenthaltung der DurchfluBrate ausgeglichen wird.
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