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Fremgangsmate til 3 senke blakningspunktet for et
hydrokarbonrestprodukt oppnddd ved dyrking av en
mikroorganisme.’

‘9

Foreliggende oppfinnelse angdr en fremgangsmite til & senke
blakningspunktet for et hydrokarbonrestprodukt oppnidd Ved;dyrking av
en mikroorganisme. ,

Tilstedevarelsen av rettkjedede hydrokarboner i hydrokarbon-
rés;offer, som bestdr av slike rettkjedede hydrokarboner og andre
hydrokarboner,‘er uegnet blant annet fordi slike rettkjedede hydro-
karboner forérsaker'relativt hgye helle- og.blakningspunkter. Vanlig-
vis har slike r&stoffers blaknings- og hellepunkt blitt forbedret ved
hjelp av forskjellige kjemiske eller fysikalske'behandlingsmetoder,
f.eks. ved dypkj¢ling. De produkter som er befridd for rettkjedede
hydrokarboner ifglge disse kjente metoder har fglgelig ikke represen-
tert noen problemef ndr det gjelder blakningspunktet. "
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Det er ogsd kjent & fjerne fra hydrokarbonrdstoffer, som be-
stdr av blandinger av rettkjedede hydrdkarboher og andre hydrokarboner,
de retthedede hydrokarbonene ved mikrobiologisk avvoksing, dvs. selek-
tiv fJernlng av rettkjedede hydrokarboner ifglge mikrobiologiske av-
voks1ngsmetoder, f.eks. sllk som beskrevet i fransk patent nr. 1297 617.
Ved mlkroblologlsk avvoks1ng av hydrokarbonblandlngene har- man imid-
lertid gjort den overraskende oppdagelse at disse avvoksede produkter
har problemer 1 forbindelse med blakningspunktet til tross for at
hydrokarbonproduktet er befridd for .rettkjedede hydrokarboner. Den
mikrobiologiske fjerningen.av de rettkjedede hydrokarbonene har sé-
ledes riktignok gitt den forventede senkingen av det laveste helle-
punktet, men har ikke .gitt opphav til den: forventede tilsvarende senk-
ingen av.blakningspunktet. Det md ansees for &4 vare overraskende at
et problem med blakningspunktet foreligger i forbindelse med mikro-
biologisk avvoksede rdstoffer ettersom man ved de vanlige metoder for
fjerning av de rettkjedede hydrokarboneﬁe eller voksene alltid har opp-
nddd en forbedring av blakningspunkﬁet:sémtidig:med forbedringen av
det layeste hellepunktet.

Det spesielle og nye problem'som f¢1gelig hér'dppététt med
hensyn til hydrokarbonprodukter som er befridd for- rettkaedede hydro-

"karboner ifglge mlkroblologlske avvoks1ngsmetoder, er siledes t;l-
veiebringe en fremgangsmdte for & forbedre blakningspunktet tll et
slikt mikrobiologisk avvokset hydrokarbonprodukt. Form&let med fore-
liggende oppfinnelse er & lgse dette problem og forbedre blaknings-
punktet hos slike hydrokarbonprodukter som er avvokset ved hjelp av
mikrobiologiske metoder.

Foreliggende oppfinnelse vedrgrer s8ledes en fremgéngsméte
til & senke blaknlngspunktet for et hydrokarbonrestprodukt oppnadd
ved dyrking av en mlkroorganlsme, hvilket produkt har et nedsatt inn-
hold av eller er helt fri for rettkjedede hydrokarboner og er ‘utvunnet
ved dyrking av mikroorganismer i narver av en nzringsmiddel-vannopplgs-
ning, en gass inneholdende fritt oksygen og et hydrokarbonrﬁstoff, som
best&r av en blanding av rettkjedede hydrokafbonér”og andre hydrokar- -
boner og hvis rettkjedede hydrokarboner fortrinnévis har en midlere
molekylvekt tilsvarende minst 10 karbonatomer per molekyl. Denne frem- .
gangsmite er kJennetegnet ved at hydrokarbonrestproduktet utsettes for
‘en kaustlsk vasklng. Det har nemllg helt overraskende vist seg at en
kaustisk vasking leder til en forbedring av blakningspunktet.
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Det er naturligvis kjent & benytte kaustisk vasking innen
petroleumindustrien, men den kjente anvendelse av kaustisk vasking
skjer for & forbedre fargen til hydrokarbonfraksjoner som er avvokset
ad kjemisk vei (kfr. f.eks. "Petroleum Processing Handbook", Bland and
Davidson, New York, 1967, side 3-61 og side 14-18). Den kjente kaus-
tiske vasking har séledes‘blitt benyttet for & forbedre fargen hos
kjemisk avvoksede produkter som p& grunn av den kjemiske avvoksing
ikke er forbundet med noen problemer hva angdr blakningspunktet. I
foreliggende oppfinnelse benyttes kaustisk vasking imidlertid for &
forbedre blakningspunktet og det mi ansees for & vare overraskende at
det nye blakningspunkt-problemet ved mikrobiologisk avvoksing av hydro-
karbonprodukter kan lgses ved hjelp av kaustisk vasking, som vanligvis
benyttes for & forbedre fargen pd produkter som er avvokset ved hjelp
av kjemiske metoder.

Undersgkelser har vist at den mikrobiologiske avvoksing av
hydrokarbonblandingene gir opphav til dannelse av karbon-, hydrogen-
og oksygenholdige biprodukter, f.eks. estere, som er &rsaken til det
utillatelig hgye blakningspunktet hos de mikrobiologisk avvoksede
hydrokarbonrestprodukter. Disse biprodukter fjernes eller omdannes
til mindre skadelige produkter ved den kaustiske vasking ifglge fore-
liggende oppfinnelse.

Fremgangsmidten ifglge foreliggende oppfinnelse kan benyttes
pd hydrokarbonrestprodukter som er oppnddd ved dyrking av de nevnte
mikroorganismene p& et hydrokarbonrdstoff, som kan utgjgres av en
hydrokarbonfraksjon som er oppnddd fra petroleum og som bestdr av en
blanding av rettkjedede hydrokarboner og andre hydrokarboner. De rett-
kjedede hydrokarbonene inngdr vanligvis i form av parafiner, men kan
vere tilstede som olefiner eller som en blanding av rettkjedede paraf-
finer og olefiner. ' ‘

Egnede rdstoffer ved den mikrobiologiske avvoksingen'omfatter
bensin, gassoljer og smgreoljer; disse rdstoffer kan vere uraffinerte
eller kan ha vert underkastet en viss raffineringsbehandling, men ré-
stoffene md vanligvis inneholde en viss mengde rettkjedede hydrokar-
boner, hensiktsmessig 3 - 45 vektprosent rettkjedede hydrokarboner.

Fremgangsmiten ifglge oppfinnelsen kan utgves p& mikrobiolog-
isk avvoksede hydrokarbonprodukter, som er avvokset ved’hjelp‘aQ mikro-
organismer, f.eks. gj®rsopper, muggsopper eller bakterier.

Nir en gjarsort benyttes ved den mikrobiologi;ke avvoksingen,
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er denne fortrinnsvis fra familien Cryptococcaceae og spesielt under-
familien Cryptococcoideae. ~Man kan eventuelt benytte f.eks. askospore-
dannende gjzrtyper fra underfamilien Saccharomycoideae. - Foretrukne
slekter i familien Cryptococcoideae er Torulopsis (ogs& kjent som -
Torula) og Candida. Foretrukne gjzrstammer er de som er angitt i det
nedenst8ende. Det er spesielt foretrukket & benytte den spesielle kul-
tur som er angitt med et referansenummer; disse referansenummere hen-
viser til CBS-kulturer, som oppbevares av Centraal Bureau voor
Schimmelcultuur, Baarn, Nederland.

Candida ' * lipolytica : CBS 599
~Candida A pulcherrima - CBS 610
Candida ' utilis ' : CBS 890
Candida utilis, Variati major - CBS 841
Candida tropicalis ‘ CBS 2317
Torulopsis colliculose CBS 133
Hansenula anomala : CBS 110
Oidium lactis

Neurospora ) sitophila

Av de ovenfor angitte er Candida lipolytica spesielt fore-
trukket . |

Mikroorganismen kan eventuelt vare en muggsopp . "En egnet
nuge er Penicillium expansum, -

Mikroorganismen kan imidlertid ogséi utgjgres av en bakterie.
Egnede bakterier finnes innen ordnene Pseudomonadales, Eubacteriales
og Actinomycetales. ' ' '

De bakterier som benyttes tilhgrer fortrinnsvis familien
Bacillaceae og Pseudomonadaceae. Foretrukne arter er Bacillus mega-
terium, Bacillus subtilis og Pseudomonas aeruginosa. Andre brukbare
stammer omfatter:

Bacillus amylobacter

' Pseudomonas natriegens

Arthrobacter sp.

Mierococcus sp. A

Corynebacterium michiganense Sp.

Pseudomonas syringae

Xanthomonas begoniae

Flavobacterium devorans

Acetobacter sp.

Actinomyces sp.
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Egnede muggsopper finnes i familien Aspergillaceae. En egnet
slekt er Peniéillium, fortrinnsvis benyttes Penicillium expansum. En
annen egnet slekt er Aspergillus.

Vanligvis utfgres dyrkingen i nervar av en vannopplgsning av
et neringsmiddel. Visse faste nmringsmidler'kan eventuelt benyttes.

I hvert tilfelle md man tilfgre en gass som inneholder fritt oksygen.

Penicillium expansum er egnet for dyrking i en vannopplgsning,
som inneholder et nzringsmiddel og hydrokarboner.

Penicillium roqueforti, Penicillium notatum, Aspergillus
fussigatus, Aspergillus niger og Asbergillus versicolor kan benyttes
for dyrking p& et fast middel som inneholder hydrokarboner som ré&stoff.

For mikroorganismens vekst ved den mikrobioclogiske avvoksing
er det ngdvendig at man i tillegg til rdstoffet tilfgrer en vannopp-
lgsning av et neringsmiddel og oksygen, fortrinnsvis i form av luft,

Mikroorganisméns vekst fremmes dersom man til dyrkningsmediet
tilsetter en meget liten mengde gjerekstrakt (et industriprodukt som
har et hgyt innhold av vitaminer fra B-gruppen og som er oppnddd ved
hydrolyse av en gjarsort eller mer generelt vitaminer fra B-gruppen’
og/eller biotin). Denne mengde er fortrinnsvis av stgrrelsesorden 25
ppm beregnet pd det vannholdige fermenteringsmedium. Mengden kan vare
stgrre eller mindre avhengig av de valgte vekstbetingelser.

Mikroorganismens vekst skjer p& bekostning av rdstoff-frak-
sjonen med mellomliggende dannelse av elementer med syrefunksjon, spe-
sielt fettsyrer, pd en slik méte at dyrkningsmediets pH-verdi progres-
sivt senkes. Dersom pH-verdien ikke tilbakestilles stoppes veksten
temmelig hurtig og mikroorganismens konsentrasjon i mediet eller
cellekonsentrasjonen gker ikke lenger og derfor oppndes en s&kalt sta-
sjonzr fase.

Dyrkningsmediet holdes derfor fortrinnsvis ved den gnskede
pH-verdi gjennom trinnvis eller kontinuerlig tilsetning av et vann-
holdig medium med hgy pH-verdi. N&r man anvender muggsopp eller gjar-
sopp og s&rlig Candida lipolytica, skal dyrkningsmediets pH-verdi van-
ligvis holdes i omrddet 3 - 6 og fortrinnsvis 4 - 5 (bakterier krever
en hgyere pH-verdi som vanligvis ligger i omrddet 6.5 - 8). Egnede
alkaliske materialer for tilsetning til vekstblandingen omfatter nat-
riumhydroksyd, kaliumhydroksyd, dinatriumhydrogenfosfat og ammoniakk,
enten fri eller i vandig oppl¢sning.

Vekstblandingens optimale temperatur vil variere.avhengig av -
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den benyttede type av mikroorganisme og vil vanligvis ligge i omr&det
25° - 35°C. N&r Candida lipolytica anvendes er det foretrukne tempera-
turomrédet 28° - 32°C. - _ o o _

‘Oksygenopptaket er vesentlig for mikroorganismens vekst. For
4 opprettholde eén hurtig vekst bgr den for tilfgrsel av oksygen be-
nyttede luft vere tilstede i form av fine bobler undéf omrgringsvirk-
ning. Luften kan innfgres gjennom en sintfeﬁ overflate., Man kan even-
tuelt benytte det system som er kjent som “hvirvellufting" for ngyaktig
lufting. ' ’

Ved anvendelse av gjzr fra stammen Candida lipolytica og
lufting i form av "hvirvellufting" oppndr man en hurtig veksthastighet
slik at utviklingstiden eller forgkningstiden ligger i omridet 2 - 5
timer og cellekonsentrasjonen gkes med en faktor p& opptil 12 pd 2 dggn

Ved satsvis drift vil mikroorganismen vanligvis fgrst vokse
med en lav cellekonsentrasjons-forgkningshastighet (denne vekstperiode
betegnes "latensfasen"). Deretter gker vekstﬁastigheten i en viss
peridde som betegnes "ekspohenéialfasén", og dereﬁter blir cellekon-
sentrasjonen pd ny konstant (den "stasjonzre fasen").

| Vekstoperasjonen vil vanligvis avbrytes fgr den stasjonsre
fasen. ‘ . .

Ved dette stadium fraskilles organismen vanligvié fra hoved-
delen av den ikke-fortrukte rdstoff-fraksjon. ,

Ved 4 sentrifugere det produkt som kommer fra gjeringsbehold-
eren kan tre fraksjoner utvinnes. Disse er i rekkefglge av gkende
spesifikk vekt fglgende: ’

1) en* oljefase, som inneholder gjarceller,
I1) en vannfase som inneholder spor av olje og gjzr, og
I11) en gjerkrem som bestir av gjer og i hvilken en viss mengde

olje og vannfase er festet til cellene.
. Etter utvinning av fraksjon II kan de gjenvarende fraksjoner

I og III blandes p& nytt og blandes med en vannopplgsning av et over-
flateaktivt middel, hensiktsmessig et spiselig overflateaktivt middel
slik som saccaroseester. -

Formdlet med denne behandling er & fraskille oljen fra gjer-
cellene; oljen fastholdes tydeligvis pd cellene ved adsorbsjon.

Den sdledes dannede emulsjon nedbrytes ved sentrifugering for
& oppnd tre fraksjoner: '
Iv) en oljefase,

V) en vannfase som inneholder overflateaktivt middel og som til-
bakemates for behandling av fraksjonene I og III, og




127539

VI) en gjerkrem som inneholder gjar, som fremdeles er forurenset
med olje og en overflateaktivt middel inneholdende vannfase.

For i stgrst mulig utstrekning & minske forbruket av det
overflateaktive produkt tilbakemates den vannholdige vaskeopplgsning
som inneholder dette. »

Det utvunnede, ikke-metaboliserte hydrokarbon (dvs. fraksjon-
ene I og IV) utsettes,eventuelt etter en forutgdende raffinering, for
en kaustisk vasking ifglge foreliggende oppfinnelse.

Foretrukne materialer for utfgrelse av den kaustiske vasking
er vannopplgsninger og alkoholopplgsninger av hatriumhydroksyd eller
kaliumhydroksyd. '

Om ¢gnskelig utfgres den kaustiske vasking med en 30 - 50
vektprosent vannopplgsning av alkaliet, hvorved volumforholdet mellom
hydrokarbon og behandlingsmedium ligger i omridet fra 1:1 til 1:5.

Den kaustiske vasking kan eventuelt utfgres med en 15 - 25
vektprosent alkoholopplgsning av et alkalimetallhydroksyd hvorved
volumforholdet mellom hydrokarbon og behandlingsmedium- ligger i om-
réddet fra 2:1 til 1:2,

Den kaustiske vasking utfgres fortrinnsvis under omrgring.

Temperaturen ved den kaustiske vasking skal vanligvis ligge
i omradet 60° - 100°C.

Fglgende eksempler illustrerer oppfinnelsen. I disse eksemp-
ler er celletettheten uttrykkt som tgrrvekt gjer per liter kultur.
Eksempel 1

40 liter av et mineralnaringsmedium p& vannbasis med den 1
det fglgende angitte sammensetning, ble innfgrt i en gjeringsbeholder
best8ende av rustfritt stdl og som hadde en effektiv kapasitet pi 60 1.

For & holde temperaturen i gjeringsbeholderen konstant ved
3000 ble vann sirkulert gjennom en ringformet kappe mellom to konsen-
triske sylindere, hvorved den minste sylinderen var selve gjaringsbe-
holderen.

Det benyttede neringsmediet pd vannbasis hadde sammensetningen:

diammoniumfosfat 2 g
kaliumklorid 1.15 g
magnesiumsulfat, 7 H,0 0.65 g
sinksulfat 0.17 g
mangansulfat 1 H,0 ‘ 0.045 g

jern(II)sulfat 7 H,0 0.068 g
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gjerekstrakt 0.025 g
vannledningsvann _ 200 g
destillert vann til 1000 ml

20 liter podningskultur fra en 24 timers kultur av Candida
lipolytica p& blandede 09-Cls—n-paraffinhydrokarboner ble.deretter til-
satt slik at celletettheten ble omtrent 1 g/l.

1.03 liter tung gassolje (15 g/l gjzringsmedium) ble innfgrt
i gjeringsbeholderen, hvilket er tilstrekkelig for & bringe celletett-
heten til 2 g/1.

Kulturens temperatur ble innstilt ved 30 b lOC, mens pH~verdien
ble stilt til pH 4 og luftingen og omrgringen innstilt slik at luft-
ingsforholdet var 3 millimol O2 per liter medium og per minutt. En
automatisk pH-regulator tilsatte 10N ammoniakk.

Nir ammoniakkstrgmmen nddde 20 ml ble den satsvise tilsetning
av gassolje igangsatt med en hastighet som ble bestemt av de teoretiske
behov for kulturen under antagelse av et utbytte pé 10 %f

tgrrvekt av dannet gjar
ngdvendig gassolje

Denne tilsetning ble foretatt hver time til totalt 250 g/l gassolje

(100 x

) og en celledelingstid pd 3 timer.

var tilsatt, dvs. 17 liter.

Etter 8 ha vert 2 g/l ved begynnelsen ble celletettheten 18 g/l
etter 25 timer (ved slutten av eksponensialvekstfasen).

Egenskapene til den tunge gassoljen var fglgende:

Spesifikk vekt 15°C/4°¢ 0.876 g/cm’
Flammepunkt (Afnor) - >120°C
Blakningspunkt ’ +20°C
Laveste hellepunkt +18°¢C
Innhold av n-paraffiner 10 vektprosent
Sayboltdestillasjon:
| Bégynnelseskokepunkt ; ‘ 221°C
5 % 228°¢
50 % : 363°C
93 % 402°¢
Sluttkokepunkt : >405°¢
Rest ' 11 volumprosent
Tap 0 volumprosent

Fra gjzringsbeholderen ble det etter 25 timer fjernet en viss
mengde kultur fra hvilken 300 ml ikke-metabolisert gassolje ble opp-




127539

nddd ved sentrifugering ved +50°C. Denne resterende gassoljes -egen-
skaper var: '

Spesifikk vekt 15%/4°C . - .- .. 0.8939 g/emo
Flammepunkt (Afnor) - L >120°
Blakningspunkt . 0°c
Laveste hellepunkt S -16°¢
Innhold av n-paraffiner - 1.8 vektprosent
Sayboltdestillasjon:
Begynnelseskokepunkt 245%¢
5 % : 296°¢C
50 % | , 365°C
95 % . . : 402°¢
Sluttkokepunkt - >405°%
Rest 1 volumprosent
Tap 0 volumprosent

300 ml av den ikke-metaboliserte gassoljen og 300 ml av en
.20 vektprosent alkoholopplgsning av kaustisk kaliumkarbonat ble inn-
fgrt i en 100 ml's kolbe med rund bunn som var forsynt med en tilbake-
l¢gpskjgler, og blandingen ble kokt under tilbakelgp i 2 timer. Den be-
handlede gassolje fjernes ved dekantering. Gassoljens blakningspunkt
var senket fra 0°C til -16°c,

Eksempel 2 : ' .

Det i eksempel 1 angitte forsgk ble foretatt med en gassolje
fra en kontinuerlig dyrking av Candida lipolytica.

3 liter av en kontinuerlig dyrking i en 5-liters gjarings-
beholder ble tilfgrt 300 ml/time av et medium som inneholdt 10 % av
en tung gassolje, som var emulgert i 90 % av det i eksempel 1 angitte
mineralmedium. Den tilfgrte gassoljes egenskaper var fglgende:

Spesifikk vekt 0.875 g/cm?
Laveste hellepunkt +17°C
Blakningspunkt +20°¢
Svovelinnhold 1.6 vektprosent
Innhold av n=-paraffiner 12 vektprosent
' Flammepunkt (Afnor) 135°¢C
Sayboltdestillasjon:
Begynnelseskokepunkt 139°C
L 5 ¢ . 304°C
50 % ' . 362°C

95 % 398°¢
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Sluttkokepunkt A >400°¢

Rest - ) 1 volumprosent
Tap 0 volumprosent

Ved automatisk tilsetning av 10N ammoniakk ble pH-verdien
holdt ved pH 4 : 0.1. Temperaturen ble holdt ved 30°C og luftingen
og omrgringen ble utf¢rt'p§ en slik mdte at luftingsforholdet var 3
millimol oksygen per liter og per minutt.

Etter noen dager ble celletettheten stabilisert ved 10 : 1
g/l og tilstrekkelig med kultur ble deretter fjepﬁet for & oppnd 300
ml resterende gassolje ved sentrifugering ved +5°C. Den ikke-meta-
boliserte gassoljes egenskaper var fglgende:

Spesifikk vekt 15°c/4°c 0.891 g/cm?
Laveste helfepunkt -89
Blakningspunkt +20°¢
Svovelinnhold 1,86 vektprosent
Innhold av n-paraffiner 1.6 vektprosent
Flammepunkt (Afnor) - 147°%C
Sayboltdestillasjon: ‘ -
Begynnelseskokepunkt 260°¢
5 % 306°C
50 % 364°¢C
95 % 398°C
Sluttkokepunkt >400°¢
Rest 1 volumprosent
Tap 0 volumprosent

Denne ikke-metaboliserte gassolje ble behandlet ved kaustisk
vasking pad den mate som er beskrevet i eksempel 1. Gassoljens blak-
ningspunkt ble senket fra +20°C ti1 -6°c.

Patentkray

Fremgangsmite til & senke blakningspunktet for et ved dyrking
av en mikroorganisme oppn8dd hydrokarbonrestprodukt, som har et nedsatt
innhold av eller er fritt for rettkjedede hydrokarboner og som er ut-
vunnet ved dyrking av mikroorganismer i narver av en naringsmedium-
vannopplgsning, en gass inneholdende fritt oksygen og et hydrokarbon-
ristoff, som bestdr av en blanding av rettkjedede hydrokarboner -og
andre hydrokarboner og hvis rettkjedede hydrokarboner fortrinnsvis har
en midlere molekylvekt tilsvarende minst 10 karbonatomer per molekyl,
karakterisert v e d at hydrokarbonrestproduktet utsettes
for en kaustisk vasking.

Anfgrte publikasjoner:
Fransk patent nr. 1297619
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