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{55} Bakterien, immobilisiert an Tragermaterial;
Langzeitstabilisierung des Verfahrens; hohe Produktivitat;
Rihrkesselbioreaktor; Festbettreaktor mit
Mikroorganismen riickhaltandem Material

(57) Die Erfindung betrifft ein Verfahren und Vorrichtung
zur Vergérung von kohlenhydrathaltigen Medien mit Hilfe
von Butanol, Aceton, Ethanol und/oder Isopropanol
bildenden Bakterien, wobei das Verfahren wenigstens
zweistufig ausgefihrt wird, wohei im ersten
Verfahrensabschnitt im wesentlichen die Bakterien
kontinuierlich kultiviert und im weiten, kontinuierlich oder
chargenweise gefuhrten Verfahransabschnitt im

wesentlit hen das Produkt gebildet wird. ErfindungsgemaB
werden die Bakterien im 2weiten Verfahrensschritt an
einem Trigermaterial immobilisiert. Als Tragermaterial
wird erfindungsgemaR offenporiges Sinterglase, Bimsstein
oder ein gleichwertiges Material eingeset-t, welches einen
hohen Si0,-Gehalt, eine offenporige Striktur, eine
Porengréfe von 20-200 um und eine
Wasseraufnahmefahigkeit von wenigstens 6,35 ml/cm'’
aufweist. Das Volumen des Tragermaterials zum
Gesamtarbeitsvolumen betragt 1:10 bis 1:1,1. la einer
Vorrichtung zur Ausfiihrung des e findungsgema?en
Verfahrens sind ein Rihrkesselbioreaktor und ein mit
Mikroorganismen riickhaltendem Material bestiickier
Reaktor hintereinander geschaltet. Fig. 1
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Verfahren zur Vergédrung von kohlenhydrathéltigen Medien mit Hilfe von Butanol, Aceton, Ethanol
und/oder Isopropanol bildenden Bakrterien, wobei das Verfahren wenigstens zweistufig
ausgefuhrt wird, wobei im erstan Verfahrensabschnittim wesentlichen die Bakterien kontinuierlich
kultiviert und im zweiten, kontinuierlich oder chargenwasise geftihrten Verfahrensabschnitt im
wesentlichen das Produkt gebildet wird, dadurch gekennzeichnet, daB dis Bakterien im zweiten
Verfahrensabschnitt an einem Trédger,naterial immobilisiert werden.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daR als Tragermaterial offenporiges
Sinterglas, Bimsstein oder ein gleichwertiges Material, welches einen hohen SiO, Gehalt, eine
offenporige Struktur, eine Porengréfie von 20-200 pm, vorzugsweise 50-100um, und eine
Wasseraufnahmiefahigkeit von wenigstens 0,35 ml/cm?® aufweist, eingesetzt wird, und wobei das
Verhaltnis des Volumens des Trdgermaterials zum Gesamtarbeitsvolumen 1:10 bis 1:1,1
verzugsweise 1:5 bis 1:1,6, betragt.

Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dal der Produktbildungsstufe
Medium abgezougen, das gebildie Produkt extraktiv, vorzugsweise in an sich bekannter Weise
mittels hoherer Altkohole oder hoherer Fettsduren, abgetrennt und die dadurch anfallende
produktarme Phase in die Produktbildungsstufe und/oder den ersten Verfahrensabschnitt
rickgefGhrt wird.

Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dal3 im zweiten Abschnitt Produkt,
voraugsweise kontinuierlich, pervaporativ aus dem Medium abgefihrt wird.

Veifahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daR fiir die pervaporative Produktentnahme
eine Pervaporationsmembran, insbesondere aus Silikonkautschuk, eingesetzt wird, wobei sine
Temperatur von 30°C-90°C, vorzugsweise 40°C-80°C, eingehalten wird, und wot i die
Dampfdruckerniedrigung pervanorationsseitig durch ein Trégergas, wie N,, H,, CO; oder eine
Mischung dieser Gase, oder durch Fermentationsgas bzw. durch Anlegen eines Vakuums erzielt
wird.

. Verfahren nach einem der Ansprliche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, da im zweiten Abschnitt

eine, vorzugswaeisa kontinuierliche, Produktabtrennung mittels Gasstrippen durchgefihrt wird.

. Verfahren nach Anspruch 6. dadurch gekennzeichnet, daB fiir die kontinuierliche

Produktabtrennung durch Gasstrippen ein Strippgas, wie Ny, Hy, CO, nder Mischungen dieser
Gase, bzw. Fermantationsgas eingesetzt wird, wobaei das Verhéltnis der Volumerstréme von
Flissigkeit zu Gas 0,05:1--1,6:1 und die Temperatur 30°C-50°C, vorzugs.veise 40°C-80°C, betragt.
Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichinet, dall der Zulauf an
Nahrlésung und/oder Zuckeridsung in Abhdngigkeit vom Produktgehalt des zweiten
Verfahrensabschnittes geregelt wird.

Vorrichtung, dadurch gekennzeichnet, daB ein Bioreaktor, vorzugsweise ein
Rihrkesselbioreaktor {4), und sin mit Mikoorganismen riickhaltendem Material bestlickter
Reaktor, vorzugsweise ain Festbettreaktor (7), hintereinandergeschaltet sind, wobei
gegebenenfalls an den Festhettreaktor (7) eine externe Schlaufe zur, vorzugsweise
kontinuierlichen, Produktabtrennung angeschlossen ist.

Vorrichtung nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daf innerhalb des Festbettreaktors ein
oder mehrere Leiteinrichtungen zur Erzielung einer Zirkutation innerhalb des Reaktors vorgesehen
sind.

Vorrichtung nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dad zur Erzielung der Zirkulation értlich
Gaseinbringainrichtungen oder Leitungen zum gerichteten Einstrémen von, vorzugsweise
riickgefihrtem, Medium vorgesehen sind.

Vorrichtung nach Anspruch 9, dadurch gek..nnzeichnet, dal in der externen Schlaufe zur
Produktabtrennung ein Pervaporationsme cul {13) angeordnet ist. )
Vorrichtung nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, daf3 in dem Pervaporationsmodul (13)
eine Membran (14}, insbesondere eine Silikonkautschukmembran, vorgesehen ist.

Vorrichtung nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daf in der sxternen Schlaufe zur
Produktabtre.inung eine Gegenstromstrippkolonne {44) angeordnet ist.

Hierzu 1 Seite Zeichnungen
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Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung t-ezieht sich auf ein Verfahren zur Vergérung von kohlenhydrathaltigen Medien mit Hilfe von Bakterien, welche
Butanol, Aceton, Ethanol und/oder Isopropanol bilden, wobei das Verfahren wesnigstens aweistufig ausgefiihrt wird, wobeiim
ersten Verfahrensabschnitt im wesentlichen die Bakterien kontinuierlich kultiviert und im zweiten kontinuierlich oder
chargenweise gefiihrtan Verfahrensabschnitt im wesentlichen das Produkt gebildet wird.

Charakteristik dez bekannten Standes dar Technik

Bei einem bekannten Varfahren dieser Art sina zwei herkémmliche Ziichtungsstufen vorgesehen, wobei man mit Hilfe der
DurchfluBrate bzw. mit Hilfe der Phosphatlimitierung den Verfahrensablauf so einstellt, da in der ersten Stufe
(Wachstumsstufe) die Bakterienkonzentration konstant hoch bleibt, d.h. da® sich ein Fliegleichgewicht (steady state) einistellt
und daR bereits ein Teil des Substrats zu Butanol; Aceton und/oder Ethanol umgecsetzt wird. In der zweiten Stufe soll dann eine
mdglichst hohe Ausbeute an den gewiinschten Garungsprodukten in moglichst kurzer Zeit erzielt werden. Wahit man in der
ersten Stufe eine zu hohe DurchfluBrate, so werden mehr Zellen ausgetragen als neue gebildet. Bei zu geringer DurchfluBrate
hingegen kann das Zellwachstum gegebenenfalls eingestellt werden.

Ein solches Verfahren hat den Nachteil, daB einerseits die erzielten Produktivititen noch nicht befriedigend sind, und da3
anderseits eine Langzeitstahilitdt der kontinuierlichen Kultur nicht gegeben ist, d.h. daB tber einen lingeren Zeitraum von
hundert Stunden und mehr keine konstanten Produktivititen erzielt werden kdnnen. Dies liegt darin, daR die gebildeten
Produkte, ndmlich Butanol, Aceton und/oder Ethanol bzw. Isopropanol fir die Garungsorganismen toxisch wirken, so daB bei
einer gewissen Konzentration der gebildeten Produkte entweder die Produktbildung eingestellt oder abar die Bak arienkulturen
erheblich geschidigt werden. Ein weiterer Nachteil des bekannten Verfahrens ist auch darin z1 erblicken, da halbwegs
befriedigende Resuitata nur mit Hexosen erzizlbar sind.

Ziel der Erfindung

Ziel der Erfindung ist die Bereitstellung sines verbesserten Verfahrens zur Vergarung von kohlenhydrathaltigen Medien.

Darlegung des Wesens der Erfindung

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren der eingangs genannten Art zu schaffen, mit welchem (iber einen
langen Zeitraum hindurch konstant glinstige Produktivititswerte erzielbar sind. AuBerdem soll auf Grund des Verfahrens erzielt
wardan, dall auch Ausgangsmaterialien eingesetzt werden kdnnen, dia nicht nur Hexosen beinhalten.

Erfindungsgeméf wird diese Aufgabe dadurch gelést, daB die Bakterien im zweiten Verfahrensabschnitt an einem
Tragarmaterial immobilisiert werden.

Bei einstufigen Verfahren ist es bereits bekannt, Bakterien zu immobilisieren, und zwarwerden bei diesem bekannten Vecfahren
Zellen in Ca-Alginat immobilisiert, wobei Glucose als Substrat eingesetzt wird. Bei diesen bekannten Verfahren konnten die
Produktivititen zwar gesteige.rt werden, jedoch konnten auch hier Giber eine langere Gérungszeit, z.B. von mehreren Wochen,
nur geringe Produktivitdten aufrechterhalten werden,

Das erfindungsgemaRe Verfahren ist hinsichtlich der DurchfluBrate sehr flexibel, da die lebensfahigen Bakterien in der zweiten
Stufe durch Adhdsion am Tridgermaterial fesihaften, wobei die DurchfluBrate im ersten Verfahrensabschnitt so auf den
Verfahrensablauf abgestimmt werdzn kann, daB in diesem ersten Verfahrensabschnitt nahezu ausschlieBlich Bakterien gebildet
werden, welche dann in die zweite Verfahrensstufe teilweise mitgenommen warden. In dieser zweiten Verfahrensstufe erhilt
man dann eine hohe Baktsrienpopulation, da sich die lebensfiahigen Bakterien an das Trégermaterial anheften, wogegen bereits
abgestorbene Bakterienzellon mit dem produktangereicherten Medium ausgeschwemmt werden. Es kann also mit einer so
hohen DurchfluBrate in der ersten Stufe gearbeitut werden, daBl die Konzentration an gebildeten Produkten nicht die
Toxizitatsgrenze tiberschreitet, so daB die Bakterienkultur im wesentlichen nicht geschadigt wird. Vorteilhafterweise kann als
Tragermaterial ein offenporiges Sinterglas oder Bimsstein oder ein gleichwertiges Material mithohem Si0,-Gehait, offenporiger
Struktur, einer PorengréBe von 20-200 pm, vorzugsweise 50—-100 pm und einer Wassaraufnahmefahigkeit von gleich oder
gréBer 0,35mi/cm? eingesetzt werden, wobei das Verhiltnis des Volumens des Trigermaterials um Gesamtarboitsvolumen
zwischen 1:10 bis 1:1,1, vorzugsweise 1.5 bis 1:6 betrdgt, wodurch sine besonders wirksame Vergérung erzielt wird,
insbesondere, wenn in dem ersten Verfahrensabschnitt unter Durchmischung des Reaktorinhalts eine DurchfluRrate von 0,08 bis
0,45 x h™', insbesondere 0,1-0,38h ", ein pH von 4,0-5,5, insbesondere 4,3 bis 5,1, vorzugsweise 4,5-5 und/oder eine
Temperatur von 38°C-40°C, insbesondere 33°C-38°C eingehalten werden, wobei im zweiten Verfahrensabschnitt aine
Durchflurate ven 0,14-0,4 x h™!, varzugsweise 0,25-0,35h ", ein pH von 3,0-5,0, insbesondere 4,0-4,8, vorzugsweise 4,2-4,5,
und/oder eine Temperatur von 27°C-40°C, insbesondere 30°C-37°C, vorzugswaeise 32°C-35°C, eingehalten werden.

Anstelle einer Immobilisierung konnten im zweiten Verfahrensabschnitt die Zellen mittels Mikrofiltration, vorzugsweise Cross-
flow-Mikrofis -ation, aus dem Medium abgetrennt und riickgefiihrt werden, wodurch die gleiche Wirkung wie durch
Immobilisierung erzislt wird.

Zusétzlich fihrt eine hohe Proruktkonzentration in der ersten Stufe (bei niedriger DurchfluBBrate) zu einer Degenerierung der
Bakterien, was zu einem Wechsel von der Produktbildung zur erneuten Saurenbildung iihrt, welcher Wechsel erfahrungsgeman
nicht mehr riickgdngig gemacht werden kann. Bei zv hoher Durchfiurate in der ersten Stufe kommt es andersaits zu einem
Auswaschen der Bakterien, so daf nach einiger Zeit nicht mehr geniigend Bakterien fiir den zweiten Verfahrensabschnitt
nachgeliefert werden.
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Es ist also die DurchfluBrate entsprechend den jeweiligen Gegebenheiten einzustellen,

In der Zeichnung sind schematisch verschiedene Ausfithrungsbeispiele der erfindungsgemaBen Vorrichtung dargestelit. Fig. 1
zeigt das Verfahrensschema, mit welchem das gebildete Produkt durch Pervaporation abgeschieden wird. Fig. 2 zeigt das
Verfahrensschema, bei welchem die Produktabtrennung durch Extraktion erfolgt. Fig. 3 gibt das Verfahrensschema wieder, bei
welchem das Produkt durch Strippen aus dem Medium ausgetrieben wird.

Bai allen drei Ausfiihrungsbsispielsn sind die gleichen Teile mit gleichan Bezupszeichen versehen. Mit 1 ist ein Yorratsgefal
bezeichnet, von welchem (iber sine Leitung 2 rnittels einer Pumpe 3 die Néhrlbsung in den ersten Verfahrensabschnitt, welcher
durch einen Rihrkesselbioreaktor 4 gebildet ist, eingebracht wird, Von dem Riihrkesselbioreaktor 4 wird das mit Biomasse
angereicherte Nahrsubstrat (iber sine Leitung 5 und eine Pumpe 6 der zweiten Verfahrensstufe zugefiihrt, welche durch einen
Festbettreuktor 7 gsbildetist. Von diesem Festbattreaktor 7 geht eine Leitung 8 aus, liber welche mittels einer Purnpe 9 das an
Produkt angereicherte Medium aus dem Festbettreaktor 7 abgeiiihrt wird.

Beim Ausfiihrungsbeispiel gemiB Fig. 1 wird das an Produkt angereicherte Medium Gber einen Warmetauscher 10 gefiihrt, in
welchem es gegen riickstromendas, vom Produkt bersits befreitem Medium aufgewirmt wird. Das aufgewarmte, an Produkt
reiche Meaium wird tiber die Leitung 11 einer Heizung 12 zugefiihrt und von dort einem Pervaporationsmodul 13 zugeleitet. In
diesem Pervaparationsmodul 13 befindet sich eine Membran 14, an deren einer Seite Medium und an deren anderer Seite ein
Trigergas ¢ 3fihrtwird. An dieser Membran 14 wird ein Produktaustausch vom Medium zum Gas vorgenommen, wobei das Gas
Gber eine Leitung 15 in das Pervaporationsmodul 13 eingebracht wird. Das vom Produkt befreite Medium wird Giber die
Leitung 16 und eine Pumpe 17 dem Warmstauscher 16 zuaefiihrt und Gber die Leitung 18 wieder in den Festbettreaktor 7
riickgefihrt. Uberschiissiges vom Produkt weitgehend befreites Medium wird Gber die Leitung 19 abgefiihrt. Ein Teil des
Mediums wird, wie in Fig. 1 strichliert eingezaichnet, (iber eine Leitung 20 und eine Pumpe 21 dam Rihrkesselbioreaktor 4
zugefiihrt. Das an Produkt angereicherte Gas wird aus dem Pervorationsmodul 13 {iber die Leitung 22 einer Kiihleinrichtung 23
2ugefiihrt, in welcher das gebildete ’rodukt kondensiert und Gber die Leitung 24 abgezogen wird. Das vom Produkt befreite Gas
wird (iber die Leitung 25 wieder dam Pervaporationsmodul 13 riickgefiihrt.

Beim Ausfiihrungsbeispiel gemaB Fig. 2 wird das Gber die Leitung 8und die Pumpe 9 aus dem Festbettreaktor 7 abgezogene mit
Produkt angereicherte Medium eirer Heizeinrichtung 30 zugefiihrt, von welcher es in einen Mischer 31 gelangt. In diesen
Mischer 31 wird Gber die Leitung 32 Extraktionsmittel und an Produkt angereichertem Medium einen Abscheider 33 (iber die
Leitung 34 zugeleitet. Im Abscheider 33 werden dann das mit Produkten beladene Extraktionsmittel und das vom Produkt
befreite Medium voneinander getrennt, wobei das mit Produkten angereicherte Extraktionsmittel {ibar die Leitung 35 und das
vom Produkt befreite Medium (iber die Leitung 36 abgezogen wird. Das vom Produkt befreite Medium wird dann Giber die
Leitung 37 in den Festbettreaktor 7 riickgefiihrt, Gberschiissiges Medium wird iiber die Leitung 38 abgezogen. Wie in Fig.2
strichliert angedeutet, kann auch vom Produkt befreites Medium tber eine Leitung 39 und eine Pumpe 40 in den ersten
Verfahrensabschnitt riickgefithrt werden.

Die Trennung zwischen Extraktionsmittel und Produkt kann in herkmmlicher Weise durch Destillation u. dgl. vorgenommen
werden,

Beim Ausfiihrungsbeispiel gemiRB Fig. 3 wird das Gber die Leitung 8 und di2 Pumpe 9 abgezogene, an Produkt angereicherte
Medium wieder einerrt Wirmetauscher 10 zugefithrt, von welchem es Giber die Leitung 41 einer Heizung 42 zugefithrt wird, von
wo es liber die Leitung 43 in eine Strippkolonne 44 gelangt. In dieser Strippkolonne 44 wird das an Produkt angereicherte
Mediumim Gegenstrom mit Gas behandslt, welches (iber die Leitung 45 und die Pumpe 46 in die Kolonne eingeblasen wird. Das
an Pror”uxt angereicherte Strippgas wird Giber die Leitung 47 einer Kiihleinrichtung 48 zugefihrt, in welcher die Produkte
kandensieren und {ber die Leitung 49 abgezogen werden. Das vom Produkt freie Gas wird wiader iber die Pumpe 46 und die
Leitung 47 in die Strippkolonne 44 riickgefiihrt. Das vom Produkt befreite Medium wird (iber die Leitung 50 und die Pumpe 51
dem Wirmetauscher 10 zugefihrt, in welchem das noch warme Medium gegen frisches, vom Festhettreaktor 7 kommenden
Medium gefihrt wird. Vom Warmetauscher 10 gelangt aas vom Produkt befreite Medium iiber die Leitung 52 in den
Festbettreaktor 7. Auch in vorliegendem Fall wird iiberschiissiges Medium tber eina Leitung 53 aus dem System abgezagen. Uie
strichliert eingezeichnete Leitung 54 und die Pumpe 55 dienen wieder zur Riickfiihrung von vom Produkt befreiten Meidum in
den ersten Verfahrensabschnitt, ndmlich in den Riihrkesselbioreaktor 4.

Ausfihrungsbeisplel
Das erfindungsgemiBe Verfahren wird nachstehend an Hand von Ausfithrungsbeispielen néher erlautert.
Beispiel 1

Als Nahrmedium *#ird ein Medium folgender Zusammensetzung genommen:
Xylose(wasserfrei) 609/

K;HPO, Ig/l
(NH4)2804 29/'
MgS0,-7H;0 0,19/l
NaCl 0,019/l
Na,Mo00,-2H;0 0,01 g/1
CaCl, 0,01 /1
MnSO, -H,0 0,01 :g/!
FeSO,-7H,0 0,015¢/I

Bintin 0,1mg/|
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Thiaminiumchlorid 0,002 g/!
p-Aminobenzoesdure 0,002/l

NazSzO4 0,035 g/'
Resazurin 0,001 g/i
Hefeextrakt 0,5g/1
Na¢OOCCH, 2,2¢g/l.

Als Garungsorganismus wird Clostridium acetobutylicum .ATCC 824 eingesetzt. Der Garungsarganismus wird in entsprechender
Verkultur herangezogen, bevor er in das erfindungsgeméaide Varfahren eingefiihrt wird.
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