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57)Die Erfindung bezieht sich inshesondere auf die Abtrennung von Mikroorganismen aus einem durch Zuschtung von
Vlikroorganismen auf fluessigen Kohlenwasserstoffen erhaltenen Fermentationsgemisch. Ziel der Erfindung ist die

imwickiung einer Verfahrensweise, die auch bei alternicrenden Parametern des Fermentations- und Aufrahmprozesses eine
tabile Phasentrennung durch Kontaktierung mit emulsionsbrechenden Feststoffoberflaschen bei hohen Trennleistungen
'rmoegficht. Aufgabe der Erfindung ist es, durch entsprechende Auswahi der Behandlungsmethodean eine optimale
‘rennstabilitast zu erreichen sowie eine weitgehendste Phasenreinheit’durch Beruecksichtigung des Koaleszenzverhaltens

ler Oelphase zu erhalten. ErfindungsgemaeR wird die Aufgabe dadurch geloest,indem nach Abtrennung eines Teiles der
vaelrigen Phase durch Aufrahmung ein wiederholter Wechse! von Koaleszenzbehandiung und Phasenberuhigung vorgencmmen
vird, wobei eine Phaseninversion des Fermentationsgemisches auftritt, Die Erfindung kann eingesetzt werden in Anlagen,
n denen die fluessige Kohlenwasserstoffphase aus Fermentationsgemischen abgetrennt wird oder bei Verfahren, bei denen
lie Abtrennung fluessiger hydrophober Phasen aus Dispersionen zur Aufgabe steht,
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Titel

Verfahren zur Abtrennung von Mikroorganismen aus néhrsalz-
haltigen Fermentationsablédufen '

Anwendungsgebiet

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Abtrennung von Mikro-
organismen aus ndhrsalzhaltigen Fermentorabléufen, die in

einem aeroben FermentationsprozeB auf der Basis flissiger

Kohlenwasserstoffe kultiviert werden.

Die Erfindung kann eingesetzt werden in Anlaben zur Erzeugung
von FuttereiweiB auf Mikroorganismenbasis und ist in die IPK
C 12 N einzuordnene

Charakteristik der bekannten technischen LGsungen

Zur Abtrennung von Mikroorganismen aus ndhrsalzhaltigen Fermen~
torablaufen, die auf der Basis von fl&ssigen Kohlenwasser=~ |
stoffen als Kohlenstoffquelle kultiviert werden, sind eine An=
zahl von Verfahrensweisen bekannt, bei denen das zu behandelnde

Gemisch wihrend des Durchstromens einer Packung aus koaleszenz-

férdernden Materlal eine VergroBerung der Tropfen der disper-
gierten Phase erfuhrt, wodurch eine Phasentrennung erzielt wird.,
So ist bekannt, daB eine Abtrennung von Mikroorganismen aus '
derértigen Fermentorablaufen durch Kontaktierung mit Teflon=-

oberfléchen in Gegenwart eines nichtionogenen Tensids als

Trennhilfsmittel erfolgen kann (DD-WP 141 390). Dazu wurde

" festgestellt, daR eine Verminderung der Effektivitit bei An-
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wendung des Verfahrens auf technisch erzeugte Fermentations-
gemische auftreten kann, da ein hoher Wirkungsgrad des Trenn-
verfahrens an Grenzwertbereiche von technischen Parametern
der Trennstufe, aber auch speziellen physiko-chemischen Para-:
~-metern des zu trennenden Gemisches gebunden ist. Insbesondere -
.. beeinflussen Grenzflachenspannung, Filmbildungsprozesse und
.Tensid-Biopolymer-Wechselwirkung in starken PaBe den Ponplexen
~Koaleszenzprozef.
~-In einer weiteren Verfahrensweise sollen derartige Nachteile
~ durch die Kombination dieservTrennvafiante mit einem Zentri-
--fugalapparat eingeschrénkt werden (DD-WP C 12 d/217 591).
-Hierbei besteht die'Zielsteilung, die Abtrennung eines Ul/-
‘Wasser-Gemisches einerseits und einer hohorkonzentrlerton
Hefe/Wasser-Phase noereraelts Zu errelcnen. -
Deswelteren ist eine Vorrichtung beLannt, die die Abtrennung
- von Ulen aus mikroorganismenhaltigen Gemischen durch Hetero-
‘:koaleszenz beschreibt (DD=WP B 01 d/212 052). Hierbei wird
auch vorgeschlagen, einen Jlteilstrom zum Kenf der Kolonne
zuriickzuftthren. Diese Ulteilstromrickflihrung erhdht zwar die
Olkonzentration des zu trenncnden Gemisches, was flr einen
Teil der auftretenden Prozelzustéinde vorteilhaft sein kann,
’stellt_éber andererseits eine erhdhte Eelastung der Trenh-
vorrichtung dar, was zu Lasten des erzielbaren Massedurch-
satzes geht. Desweiteren stellen sich durch die Kreislauf-
fahrweise Anreicherungen von érganischen Inhaltsstoffen der
fLUssigén~Koh1enwasserétoffphase unc, gegebenentalls einer
a.ebenfélIS“ruckgethrten.Zwischenschicht,ein,.die sich deshalb
- pachteilig auswirken, weil sie als Grenzfilmbildner zu einer
erhdhten Stabilisierung der dispersen Phase gegen die beab-
>- sichtigten Kbaleszcniprozesse fithren.
.~ Letztlich treten bei Synchronkulturfermentation bzw. Fermen-
tation mit teil~ bzw. .vollsynchronisierten Kulturen Prozef-
phasen auf, die erhdhte Aufwendungen zur Abtrennung der:
flﬂssigen,<ohlenwasserstdffphase dus dem Fermentationsprodukt
notwendig machen. Mit den in der Fachliteratur beschriebenen

* Verfahrens welsen kdonnen dabei keine ausrelchendcn Abtrenner-
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-gebnisse erzielt werden, vielmehr ist das Auftreten hoch-

emulgierter Zwischenschichten zu verzeichnen. Diese Zwischen-

schichten treten bei einer kontinuierlichen Verfahrensfihrung

im konventionellen Sinne, also ohne die erfindungsgeméBe Be-
handlung sehr haufig mit hoher Intensitat auf, wodurch die
Notwendigkeit besteht, sie entweder in die eine oder andere
fllissige Phase zu schneiden. Dadurch erhthen sich zwangs-

" laufig die Aufwendungen zur nachtréglichen Reinigung dersel=-

ben. Bei Entfernung dieser Zwischenschichten entsteht ein
nichtvertretbarer Verlust an Einsatzstoffen, besonders fliissi~
gen Kohlenwasserstoffen. Fiihrt man die entfernten Emulsions-

"~ schichten vor den Phasentrennapparat zuriick, ergeben sich die

bereits geschilderten Nachteile.

Ziel der Erfindung

Ziel der Erfindung ist die Abtrennung der Ulphase derartiger
Fermentationsgemische durch Auswahl einer solchen Verfahrens-
weise, die eine gute Trennleistung bei hoher ProzeBstabilitét
auch unter nicht konstanten technischen und physiko~chemi~
schen Parametern der vorgelagerten Fermentations- und Auf-
rahmstufe erméglicht., ' '

Wesen der Erfindung

Aufgabe der Erfindung ist es, durch Auswahl und Anwendung
spezieller Bedingungen eine weitgehendste Ulabtrennung durch
Heterokoaleszenz an festen Oberflichen zu erzielen.
ErfindungsgemaB wird die Aufgabe dadurch gelést, aanman das

- zu behandelnde Fermentationsgemisch nach Abtrennung eines

Teiles der waBrigen N&hrsalzldésung einem wiedérholten Wechsel
von Koaleszenzbehandlung und Phasenﬁeruhigung unterzieht, wo=-
durch die an den Feststoffoberflichen stattfindenden Hetero-
koaleszenzvorgéhge wirkungsvoll durch Koaleszenzprozesse
zwischen den fl&;sigen Phasenbcstahdteilen unterstitzt werden,
indem die dispergierten Ultropfen in Kontakt mit einer zu-
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sanmenhéngenden Ulphase;gebraéht und von dieser nach erfolg;

_ter Koaleszenz aus der. mlxroorganlsmenhaltlgen wéBrigen Phase _

-entfernt werden.

Das erfindungsgemédfe Verfahren ist dadurch gekennzuichnet.
daB man das nach der iult1v1erung von Mikroorganismen, be-

vorzugt von Hefen, auf der Basis flusszger Kohlenwasserstoffe .-

. erhaltene Fermentationsgemisch zun#dchst in an sich bekannter.

~-Weise unter Ausnutzung des Dichteunterschiedes zwischen Hefe~-

01~Aggloneraten und Nahrsa1zlosung von einem Teil dieser

8 waBrlgen Phase befreit und dieses aufgerahmte Gemisch einer

Kontaktierung mit. festen Oberfléchen unterzieht, wobei ein

‘Anteil der dispergierten Oltropfen durch Heterokoaleszenz an

dem Kontaktmaterial abgeschieden wird. Dabei ist ein hoher Ab-
scheidegrad zwar ginstig flr die nachfolgende Behandlung, je=
doch nicht unbedlngt notwendlg zum erelchen des crflndung ge-

“maBen Vorteils.

Der Anteil abgetrennter Ulphase wird daraufhin zu einer zu-

sammenhd&ngenden Volumenphase, zumindestens aber zu vergrdBerten

Volumenanteilen im Gemisch, zus amwon efithrt. Eine zusammen-
g

" héngende Volunenphase kann belsplelswe¢se durch kurzzeitiges

Passieren eines Beruhlgungsgcraﬁcs mit weitgehendst turbulenz-
freien utronungsbﬁdLngungen ausgeblldet weroen. Unter unglinsti-
geren hydrodynumlschen Bedingungen wird unLer Umsténden diese

zusamnonhdngende Olvolumenphase nicht erhalten, sondern es

bilden sich nur vergréBerte regellose UlvolUménphaseno Wenn

. nun ‘innerhalb der Volumenphasen keine Redispergierung auf-

tritt, sondern das Bestreben zur Phasenvergrélerung dominiert,
sind auch unter solchen Bedingungen die erfindungsgeméBen Vor=- -
teile des Verfahrens zu erzielen.

~Im Anschluf an diese Behand1ungsstufe, die als Phasenberunlgung

gekennzeichnet ist, wird sowohl die Restemulsion wie auch die

zusaméengefﬂhrten Ulphasenanteile gemeinsam'eiher Wiederholung'

~der ersten Behandlungsstufe, die als Koaleszenzbehandlung ge-

kennzeichnet ist, unterzogen.
In dieser zweiten Koaleszenzbehandlungsstufe wird das zusammen-
hangende Ulvolumen durch Energieeintrag wieder in Kontakt mit

der Restemulsion gebracht, wobei ein weiterer Anteil der dis-
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bergierten Oltropfen abgetrennt wird und sich mit der Ol-

‘volumenphase vereinigt. In einem nachfolgenden Beruhigungs=--

gefal erfolgt wiederum die Ausbildung von zusammenhdngenden
Volumenphasen und die rdumliche Trennung von der mikroorga-
nismenhaltigen wiBrigen Phase.

Diese Behandlung kann mit der notwendigen Zyklenanzahl so-
lange weitergefiihrt werden, bis der gewlnschte Abtrenngrad
der Kohlenwasserstoffphase erreicht ist.

Die untere Phase im BeruhigungsgefiB stellt die mlkroorganls-
menhaltige wéBrige Phase dar, woraus die leroorganlsmen
mittels bekannter Verfahren abgetrennt und welteren Auraroel-

* tungsstufen zugeflihrt werden kénnene.
Bei der weiteren Ausgestaltung. des erfindungsgeméBen Verfah-

rens wurde gefunden, daB die Abtrennung der Kohlenwasserstoff-
phase aus dem Fermentationsgemisch besonders dann mit hohen

‘Wirkungsgraed verlauft, wenn unter den beim TrennprozeB vor-

liegenden turbulenten Stromungsbedingungen eine Phaseninver-
sion des emulgierten Kohlenwasserstoff/Néhrsalzlésungsgemi-

sches erreicht wird, so daf die mikroorganismenhaltige N&hr-
salzlésungsphase die innere Phase und die Kohlenwasserstoff-

 phase die &uBere Phase des dispersen Systems bilden,

Unter diesen Bedingungen wird eine Redispergierung der bereits

abgetrennten und zu einer zusammenhédngenden Volumenphase ver-

einigten Ulanteile nicht nur wirksam verhindert, sondern
dariber hinaus koaleszieren die Restoltropfen, die noch disper-

giert in der wiBrigen Phase vorliegen, mit dieser &uReren Ul-
phase. Dabei wird der Abtrenngrad durch den erfindungsgeméBen

~wiederholten Wechsel von Koaleszenzbehandlung und Phasenberuhi-

gung auch dadurch erhtht, indem bei jedem neuen Zyklus eine

Tropfenneubildung der w&Brigen Phase eintritt, so daf ein

intensiver Kontakt zwischen den Reaktanten erzielt wirde
Mit der Anwendung des erflndungsgemaﬁen Verfahrens ist es mig-

lich, den ProzeR der Abtrennung der Kohlenwasserstoffphase
"durch Auswahl der Zyklenanzahl von Koaleuzenzbehand*ung und
- Phasenberuhigung in Abhangigkeit von den Trenneigenschaften des

Fermentationsproduktes, die sich bekanntermaBen nicht in jedenm

"Fall. uber einen léngeren Zeitraum konstant darstellen, zu
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- 'steuern. Das erfindungsgenéfe Verfahren hat den Vorteil, daB

”:die“KohléﬁWasserstoffphase'in”gleichbleibend'guter-Qualitét

“von der mikroorganismenhaltigen waBrigen Phase abgetrennt
wird, insbesondere auch bei Schwankungen in der Substrat-
konzentration im Fermentations- und AufrahmprozeB, wobel die

7 wiBrige Phase nur noch solche Mengen an verunreinigenden Sl

ikohlenwa serstoffen enthdlt, die im Verglelch zu bekannten T

" Verfahrensweisen der zentrlfugalscnwerkra.tfrelen Emulsions=

--brechung nach den Heterokoaleszenzprinzxp wesentlich vermin-
dert sind. 4

"Bei Synchronkulturrermentat1on bzw.: Fermentation mit teil-

- bzw. vollsynchronisierten Mikroorganismenkulturen wird durch
die erfindungsgemaBe Verfahrensweise auch in solchen Prozef-
zustinden, die eine erhdhte Koaleszenzstabilitdt wahrend der
Phasentrennung aufweisen, eine entscneldende Erhohung des
Abtrenngrades der flis sigcn’uohWenuaeoorstoffohase erreicht B

- Desweiteren stellt es einen besonderen Vorteil des Verfahrens

- dar, daB bei seiner Anwencung enulgierte Schichten wéhrend
der rdumlichen Trennung der beiden flis sigen Phasen mwt
einen hohen Wirkungsgrad besei itigt werden. Von besonderer
AUSW1rkung ist dieser Vorteil auf die bereits mehrfach er-
wahnte Zwischenschichtaus blldung, wodurch letztlich die Not-

wendlgkelt aufwendlger Nachreﬂnlgungsprozcsse verwlndert w1rd.

~ Die nachOtchenden Belspiele sollen dle erflndungsgomaﬁe Ver-

ahrenswelse naher erlauterns

Beispiel 1

Ein Fermentations gcmiuch'der Kohlenwasserstoffverhefung wurde
durch Aufrehmen von einem Anteil der ProzeBwasserphase ge-
“trennt, so ‘daB sich eln Genmisch der Zusammensetzung 3,1 %
_Hefetrockensubstanz, 21 1% Erdéldestillat, 75.8 % waBrlge
Ndhrsalzldsung ergibtoe . ’ -
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Dieses Gemisch wurde nach Zusatz eines als Trennhilfsmittel

dierdenden Athylenoxid- -Propylenoxid-Adduktes in einer Konzen=
tration von 1,0 g/kg aufgerahmtes Produkt auf eine Temperatur
von 85 °C erwarmt und einer Phasentrennung durch Kontaktie=
rung mit Teflonoberflichen in einem Trennbeh&lter unterzogen,
Nach einer Minute wurde der Trennvorgang unterbrochen und
eine Phasenberuhigung von zwei Minuten vorgenommen. Anschlie-
Bend wurde der KoaleszenzprozeB® wie auch der Phasenberuhi-
gungsschritt wiederholt. Diese Verfahrensweise wurde mehrmals

angewendet und damit folgende Ergebnisse erzielt:

-‘Anzahl,der Zyklen Abtrenngrad der ‘Volumenanteil
Koaleszenzbehandlung/ Kohlenwasser- der Restemulsion

L Phasenberuhigung stoffphase (%) (%)

1 14 38

2 57,1 26

3 71,4 15

4 83,4 12

5 91,5 5

6 95,6 2

7 96,0 i

8 96,4 1

Die vergleichsweise Anwendung einer I10minltigen Kontaktierungs-
zeit ohne zyklischen Wechsel von Koaleszenzbehandlung und
Phasenberuhlgung fihrte zu einem Abtrenngrad von 36 .

k]

Beispiel 2

Ein Fermentationsgemisch der Kohlenwasserstoffverhefung, wel-
ches hinsichtlich des Populationszustandes teilsynchronisierte

. Hefezellen als Mikroorgenismen enthielt, wies nach dem Aufrahm-
prozeB eine Zusammensetzung wie folgt auf:

3.2 % Hefetrockensubstqnz
36,2 % Erdoldestillat
60,6 % waBrige Néhrsalilésung
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. Dieses Gemisch wurde weiferbehahdelt wie im Beispiel 1 be-
schrieben. Dabei wurden folgende Ergebnisse hinsichtlich der
Phasentrennung erzislt;:

Anzahl der Zyklen -  Abtrenngrad der Volumenanteil
-'Koaleszenzbehandlung/ -~ ~Kohlenwasser= - der Restenul-
. Phasenberuhigung - >Stoffphase (%) sion %

1 56,8 32
2 79,1 21
3 . T 87,5 ' 10
4 | 94,2 | 2
5 97,3
6

97,5
Bei der vergleichsweisen Anwendung einer 15ainiitigen Kontake
tierungszeit ohne wiederholten Wechsel von Koaleszenzbehandluhg
und Phasenberuhigung wurde nur ein Abtrenngrad von 66 % erhal-
ten. - ' ‘ '

Beispiel 3

Ein Fermentationsgenisch der Kohlenwasserstoffverhefung, das
einem Aufrahmprozel unterzogen wurde, wies eine Zusammensetzung

von . , o .
3,2 9% Hefetrockensubstanz
28,4 9 Erddldestillat ' e
68,4 % walriger N&hrsalzldsung
‘auf.

_ Als_Trehnhflfsmi;tel dienten hier Lipid-Kohlenwasserstoffextrak-
te, die bei der extraktiven Reinigung von auf fliissigen Kohlen-
‘wasserstoffen kultivierten Mikroorgaﬁiémen erhalten wurden und
als eine Komponente Phosphatidebenthalten.

Die Hilfsmittelkonzentration betrug 2,5 g/kg Fermentationsge=
ﬁisch, berechnet auf den Phosphatidgeha1t des Lipid-Kohlen-
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wasserstoffextraktes. : :
Nach einer Erwarmung auf 40 °C wurde das Fermentationsge-

. misch einer Phasentrennung unterzogen, indem ein Poly#thylen-

material enthaltendes Koaleszenzrohr durchstrémt wurde. In
einem nachfolgenden BeruhigungsgefiB erfolgte die Abtrennung
eines Teiles der dispergierten Ulphése. Diese abgetrennte
Ulphase und die Restemulsion wurden anschlieBend mittels
eines RuUhrwerkes miteinander vermischt und einer weiteren
Koaleszenzbehandlung unterzogen. Dieser Zyklus Koaleszenz-
behandlung - Phasenberuhigung wurde mehrmals wiederholt und
folgende Ergebnisse hinsichtlich des Olabtrenngrades erzielt:

Anzahl der Zyklen “Abtrenngrad der Volumenanteil
Koaleszenzbehandlung/ {ohlenwasser=- der Restemulsion
Phasenberuhigung stoffphase (% (%

1 26,2 44

2 58,9 36

3 74,2 16

4 84,9 11

5 96,1 ) 4

6 96,3 : 2
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Erfindungsanspruch

Verfahren zur Abtrennung von Mikroorganismen aus ndhrsalz-
haltigen Fermentationsabléufen eines aeroben Fermentationse
prozesses auf der Basis flissiger Kohlenwasserstoffe in
Gegenwart von koaleszenzférdernden Oberflachen und eines
‘Trennhilfsmittels, gekennzeichnet dadurch, daB das Fermen-
tationsgemisch nach Abtrennung einss Teiles der wé&Brigen
Nahrsalzlésung einem wiederholten Wechsel von Koaleskenz-
behandlung und Phasenberuhigung unterzogen wird, wobei die
nach Beendigung jeweils eines dieser beiden Verfahrens-
schritte bereits abgetrennte Kohlenwasserstoffphase zwischen
den Verfahrensschritten nicht entnonmen wird.
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