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Fremgangsmate til fremstilling av et gjzrprodukt.

Foreliggende oppfinnelse vedrgrer en fremgangsmite til
fremstilling av et gjzrprodukt ved dyrkning pd hydrokarboner, idet
man samtidig kan f& en hel eller delvis fjerning av rettkjedede hydro-
karboner fra blandinger av disse med andre hydrokarboner.

N&r gjer dyrkes i nervar av et hydrokarbon,er det funnet
at gjazren kan vare forurenset av adsorberte hydrokarboner. Andre
materialer som er dannet i fermenteringsprosessen, kan noen ganger
vare tilstede, siledes kan gjzren vere forurenset av lipider.

Det er nd funnet at disse forurensninger eller en del av
disse under visse betingelser vil danne en naringskilde for gjzren
hvorved mengden av forurensningene kan reduseres. '
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Ifglge foreliggende oppfinnelse er det sdledes tilveiebragt
en fremgangsmite til fremstilling av et gjzrprodukt hvor en gjzr under
veksttrinnet dyrkes i narver av en hydrokarbonblanding bestdende helt
eller delvis av rettkjedede hydrokarboner, et vandig neringsmedium og
en gass inneholdende fritt oksygen, og deretter, om n¢dvendig, fra-
skilles héVedmengden avlikke.forbrukt hydrokarbon hvorved ‘det. oppnées
en gjar som bare inneholder en liten ﬁengde hydrdkarbon_gom'forufeh54
ning, og denne ffemgangsméte'ér kjennetegnet ved at gjizren deretter i
et rensetrinn\dyrkeé»i et vandig neringsmédium og i1 narver av en gass
inneholdende fritt oksygen uten tilfgrsel av hydrokarbonblanding,
hvorved det hydrokarbon som férurenser mikroorganismen, og biprodukter
som er dannet under dyrkingen, reduseres i mengde eller elimineres.

I foreliggende fremgangsméte anvendes det sdledes et rense-
trinn etter det normale veksttrinn. En slik.fremgangsméte.er spésielt
nyttig ndr rédmaterialet er en kompleks hydrokarbonblanding innehold-
ende bestanddeler som er metaboiisert‘i>forskjeilig utsfrekning, f.eks.
en petroleumfraksjon. Siden slike blandinger kan inneholde 90 % av
bestanddeler som er ikke-metaboliserbare under beﬁingeisene'i hoved-
dyrkningstrinnet, er et ytterligere rénsningstrinn ikke s&flig nyttig.

Ved det angitte rénsetrinnet fdr man fjernet lipider,
estere, ketoner og/eller fettsyrer, eller man f&r redusert mengden av
disse stoffer i gjzren.

" Hydrokarbonblandingen inneholder fortrinnsvis C10 eller
hgyere hydrokarboner, Det kan hensiktsmessig brukes en hydrokarbon-
fraksjon som er avledet fra petroleum,

Det er velkjent at visse petroleumfraksjoner, spesielt
gassoljer, inneholder rettkjedede hydrokarboner, hovedsakelig paraf-
finer, som er vokser, og som har en skadelig virkning p& fraksjonens
hellepunkt; dvs. ndr disse hydrokarboner fjernes- helt eller delvis,
senkes fraksjonens hellepunkt. Voksen fjernes i alminnelighet ved
bunnfelling ved hjelp av opplgsningsmidler, idet voksen -som opprinne=-
lig er tilstede i fraksjonen gjenvinnes som s&dan, dvs. uten omdann-
else til mer verdifulle produkter.:

A _Petroleumfraksjonene som koker under gassoljene, f.eks.
tunge naftener og kerosener, inneholder ogs&-fettqudede hydrokarbbner
gom er .potensielt verdifulle for omdannelse til andre produkter; men
hittil har en generell utnyttelse av-disse hydrokarboner blitt vanske-
liggjort p& grunn av n¢dvendighetenvav & gjenvinne disse hydrokarboner
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fra petroleumfraksjonene, i hvilke de befinner seg, f¢r de kan om-
dannes til andre produkter.

Ved dyrkning av en gjer pd den ovenfor beskrevne mate i.
ne@rver av en petroleumfraksjon som delvis bestdr av reftkjedede hydro-
karboner og som har en gjennomsnittlig molekylvekt som tilsvarer minst
10 karbonatomer per molekyl, og i narver av et vandig nzringsmedium;
og i nerver av en gass inneholdende fritt oksygen, fir man pd den ene
side et mikroorganismeprodukt og pd den annen side en petroleumfrak-
sjon som har en redusert mengde fettkjedede hydrokarboner eller som
er fri for disse.

Fremgangsmdten ifglge oppfinnelsen er spesielt verdifull
for behandling av petroleumgass—oljefraksJonér som inneholder rett-
kjedede hydrokarboner 1 form av vokser, fordi det ved prosessen ifglge
oppfinnelsen oppnds en gassolje med forbedret hellepunkt mens voksene
‘omdannes til et_verdifullt produkt.

De rettkjedede hydrokarboner vil vanligvis vere tilstede
i blandingen som paraffiner; disse hydrokarboner kan imidlertid vere
tilstede som olefiner, og det kan ogsd brukes en blanding innehold-
ende rettkjedede paraffiner og olefiner.

N&r gjer dyrkes i narvaer av de ovenfor beskrevne bland-
inger under betingelser som fremmer gjzrveksten pd bekostning av de
rettkjedede hydrokarboner, blir de andre hydrokarboner, f.eks. iso=-
paraffiner, naftener og aromatiske forbindelser ikke metabolisert
eller den mengdé som metaboliseres er i ethvertfall meget liten.
Videre, til forskjell fra konvensjonelle kjemiske prosesser som styres
av massevirkningsloven, blir hastigheten med hvilken rettkjedede
hydrokarboner fjernes ikke vesentlig redusert ettersom mengden av
disse hydrokarboner i den totale blanding av hydrokarboner minsker,
(unntatt i de endelige fjerningstrinn).

Séledes kan den prosentvise omdannelse av rettkjedede
hydrokarboner som oppnds om gnsket holdes ved en verdi i nerheten av
100 % uten & ngdvendiggjgre et'meget uforholasmessig forbruk av kon-
takttid for & oppnd sméd forbedringer. Dessuten kan denne hgye pro-
sentvise omdannelsé i den kontinuerlige proséss oppnds uten & ty til
bruk av en lang reaksgonsbane. | v

Ved anvendelse av denne prosess under betlngelser som be-
grenser metabollserlngen av de rettkgedede hydrokarboner, er det mulig
8 operere med fjerning av bare en ¢gnsket mengde av dlsse hydrokarboner.
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Egnede rdmaterialer omfatter kerosen,; gassoljer og smgre-
oljer; disse kan vare uraffinerte eller kan ha gjennomgdtt en viss
raffineringsbehandling, men m8 i alminnelighet inneholde en mengde
rettkjedede hydrokarboner for & oppfylle oppfinnelsens formdl. Petro-
leumfraksjonen inneholder helst 3 - U5 vektprosent rettkjedede hydro-
karboner. .
Den anvendte gj=r er fortrinnsvis fra familien Cryptococ-
caccae og spesielt fra underfamilien. Cryptococcoidae; om gnsket kan
det imidlertid brukes ascosporogene. gjar fra familien Saccharomycoidae.
Foretrukne slekter av Cryptococcoidae~familien er Torulopsis (ogsé.
kjent som Torula) og Candida. Foretrukne gjzrstammer er: som fglger.
Det er spesielt foretrukket 4 bruke de spesielle kulturer med de
nedenfor nevnte deponeringsbetegnelser, idet disse refererer seg til
CBS-samlingen hos Centraal Bureau vor Schimmelculture, Eaarn, Holland
og INRA-samlingen hos Institut National -de la Recherche Agronomique,
Paris, Frankrike. :

Candida . lipolytica- ’ CBS 599
Candida- pulcherrima ’ CBS 610
Candida utilis CBS 890
Candida .utilis, Variati:major' .CBS 841
Candida tropicalis CBS 2317
Torulopsis colliculosa . CBS 133

. Hansenula anomala CBS 110 .

. Mycoderma .gancoillote . INRA, STV 11.

Av de ovenfor nevnte er Candida lipolytica spesielt fore-

trukket. ' ' ‘ |
'Dyrkingen utfgres " sem nevnt 1 nazrver av et vandig

neringsmedium, men om ¢nske€ kan man‘benyfte visse faste haringsstoffer.
I hvert tilfelle m& det tilveiebringes en gass inneholdende

fritt oksygen. - '

Et egnef nzringsmedium for gjzr har sammensetningen:

Diammoniumfosfat 2 g
"Kaliumklorid : ’ - 1.15 g
Magnesiumsulfat, 7H20 ‘ " 0.65 g
Sinksulfat ' ' 0.17 g
Mangansulfat, 1H,0 0.045 g
Ferrosulfat, T7H,0 R B 'A 0.068 g
Vannledningsvann ‘ _ 200 ml
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Gjerekstrakt 0.025 g v
Destillert vann (for & fylle opp til 1000 ml).
Mikroorganismer og spesielt gjer har, ndr de dyrkes direkte

o

pd hydrokarbonblandinger, noen ganger vanskelig for & vokse, og det
er noen ganger n¢dvendig 2 bruke et podningsmateriale av en mikro-
organisme som tidligere er tilpasset vekst pd hydrokarbonfraksjonen
som det er meningen & bruke. Videre kan mikroorganismen, selv om den
dyrkes 1 narver av et vandig mineralsaitholdig medium inneholdende de
riktige neringselementer, ha Vanékelig for & vokse fordi hydrokarbon=-
fraksjonen ikke inneholder de vekstfaktorer som forekommer i karbo-
hydrat-rdmaterialer med mindre disse vekstfaktorer tilsettes.

Veksten av gjeren fremmes ved tilsetning til kulturmediet
av en meget liten mengde gjerekstrakt (et industrielt produkt som er
rikt pd B-vitaminer tilveiebragt ved hydrolyse av en gjer) eller mer
generelt B-vitaminer og/eller biotin. Denne mengde er fortrinnsvis
av stgrrelsesorden 25 deler per million med hensyn til det vandige
fermenteringsmedium. Den kan vzre hgyere eller lavere i overens-
stemmelse med de valgte vekstbetingelser.

Veksten av gjeren finner sted pd bekostning av hydrokar-
bonene med mellomliggende dannelse av stoffer som har en sur virkning,
hovedsakelig fettsyrer, pd en slik mdte at pH-verdien i det vandige
mineralmedium progressivt minker. Hvis man ikke korrigerer dette,
stanses veksten temmelig raskt og konsentrasjonen av mikroorganismen
i mediet, dvs. celletettheten, gker ikke lenger, og det dannes sdledes
en sdkalt stasjoner fase. 4

Det vandige naringsmedium holdes derfor fortrinnsvis ved
en ¢gnsket pH-verdi ved trinnvis eller kontinuerlig tilsetning av et
vandig medium med hgy pH-verdi. N&r man benytter gjer og spesielt nir
Candida lipolytica anvendes, hcldes pH-verdien i naringsmediet vanlig-
vis i omrddet 3 - 6 og fortrinnsvis i omridet 4 - 5. Egnede alkaliske
materialer for tilsetning til vekstblandingen omfatter natriumhydrok-
syd, kaliumhydroksyd, dinatriumhydrogenfosfat og ammoniakk, enten fri
eller i vandig opplgsning. '

Den optimale temperatur for vekstblandingen vil variere i
overensstemmelse med den type gj®r som benyttes og ligger vanligvis i
omréddet 25°'til 3500. Ved bruk av Candida lipolytica er det fore-
trukne temperaturomridet 28° - 32°%. o A

Oksygenopptaket er essensielt for gjerens vekst. Oksygenet
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tilveiebringes i alminnelighet som luft. For 5'oppreftholde en hgy
veksthastighet bgr luftén, som. gir oksygen, vere tilstede i form av
fine bobler under omrgring.- Luften kan innfgres gjennom en sintret
overflate., Et intimt gjénnomluftningssystem kjent som "hvirvelgjen-
nomluftning" kan imidlertid brukes. - o '

Det er funnet at ved bruk av gjer fra stammen Candida lipo-
lytica i en fremgangsmite ifglge oppfinnelsen, hvor gjennomlufting
bevirkes ved hjelp av "hvirvelgjennomlufting", oppnds en hgy vekst-
hastighet hvorved utviklingstiden ligger i omrddet 2 til 5 timer og
cellekonsentrasjonen gkes med en faktor p& opptil 12 pd 2 dager.

- I porsjonsvis operasjon vil mikroorganismen innlédningsvis
vokse med en lav celletetthetsgkning. (Denne vekstperiode kalles
"latensfasen"). Etter dette vil veksthastigheten gke til en hgyere
veksthastighet, og denne periode kalles "eksponensialfasen" og der-
etter vil igjen celletettheten bli konstant (den "stasjonzre fase").

Et forrdd av mikroorganismen for & starte neste porsjon
fjérnes fortrinnsvis fgr slutten p& eksponensialfasen. Veksten vil
i alminnelighet bli stoppet fgr den stasjonzre fase.

P& dette trinn separeres mikroorganismen fra hovedmassen
av den ubrukte hydrokarbonblanding.

Ifglge en metode for behandling av produktet sepaferes
fgrst stgrstedelen av den kontinuerlige vandige fase, og dette ut-
fgres fortrinnsvis ved hjelp av sentrifugering eller dekantering.

Den separerte vandige fase inneholder i alminnelighet en stgrre kon-
sentrasjon ikke-nzringsdyktige ioner enn det som kan tolereres i re-
sirkuleringsstrgmmen, og ndr dette er tilfelle, kan bare en del av
den gjenvundne vandige fase resirkuleres. Det vil sdledes 'vanligvis
vere mulig & separere ca. 96 vektprosent av den vandige fase som er
tilstede i produktet, av hvilket, pad samme prosentbaéis, ca. 20 vekt-
prosent vil bli kassert. Resirkuleringsstrgmmen tilfgres supplerende
mengder av de ngdvendige nzringselementer og returneres til fermen-
teren, og om gnsket kan de supplerende materialer tilfgres til fermen-
teren som en separat strgm. A

Ved & sentrifugere produktet fra fermenteren (fortrinnsvis
etter den beskrevne dekantering) gjenvinnes tre fraksjoner, Disse er
i rekkefglge av gkende spesifikk vekt:

(1) en oljefase inneholdende mikroorganismeceller, ,
(2) en vandig fase inneholdende spor av oljer og mikroorganis-
mer, oOg

-
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(3) en mikroorganisme -"krem" bestiende av mikroorganismer, som’
har en mengde olje fastholdt til cellene, sammen.med vandig
* fase, : ’ :

Fraksjon (3) vil deretter bli blandet med et vandig nar-
ingsmedium, som -kan vere det samme som eller forskjellig fra det van-
dige naeringsmedium benyttet i veksttrinnet, oglholdes i kontakt med
en gass inneholdende fritt oksygen, hvorved hydrokarbonet som for-
urenser mikroorganismen reduseres i1 mengde eller elimineres.

Stgrstedelen av den kontinuerlige vandige fase blir igjen
fortrinnsvis fraskilt med resirkulering av en del av den gjenvundne
vandige fase, som beskrevet; resirkuleringen kan enten vere til vekst-
trinnet eller til rensetrinnet som beskrevet. -

Ved & sentrifugere produktet fra fermeﬁteren, fortrinnsvis
etter separering av stgrstedelen av den vandige fase ved dekantering,

oppnés:
(1) en vandig fase inneholdende spor av mikroorganismer,

(2) en mikroorganisme-krem,

: Om ngdvendig kan denne krem videre behandles for fjerning
av spor av olje, som kan vare festet til cellene. For dette formdl
kan mikroorganismekremen vaskes med en vandig opplgsning av et over-
flateaktivt middel og deretter med vann. Til slutt kan gjezren tgrkes
under betingelser som er egnet for dens senere bruk som en matvare,

Produktet som oppnéds pd& slutten av veksttrinnet kan om
gnsket viderebehandles uten tilsetning av hydrokarbonblanding, men med
kontinuerlig blanding (i et rensetrinn) med en gass inneholdende fritt
oksygen, hvorved forurensninger i mikroorganismen reduseres i mengde V
eller elimineres. Mikroorganismen kan gjenvinnes etter rensetrinnet
som beskrevet tidligere.

Prosessen kan drives kontinuerlig eller porsjonsvis.

Under kontinuerlig drift vil det i alminnelighet vzre ngd-
vendig & tilveiebringe separate fermenteringsapparater eller separate
soner 1 samme apparat for vekst og rensetrinn. _

Foretrukne metoder til bruk ved dyrking av mikroorganismen
og til gjenvinning av produktet er beskrevet i britiske patenter nr.
914 567, 1 021 697, 1 021 698, 1 049 065, 1 059 881, 1 059 882,

1 059 883, 1 059 884, 1 059 885, 1 059 887, 1 059 888, 1 059 889,
1 059 890, 1 095 182 og 1 095 183, samt 1 fransk patent nr. 1 0lg 929,

‘ '~ Oppfinnelsen er illustrert.ved fglgende eksempler. I alle
disse eksempler er celletettheten uttrykt som tgrrvekt av gjer per
liter kultur.
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Eksemgel 1

40 liter av et vandig naringsmedium med den nedenfor an-
gitte sammensetning ble innfgrt i et fermenteringsapparat av rustfritt
st81 med en effektiv kapasitet p& 60 liter.

For 4 holde temperaturen i apparatet konstant ved BOOC ble’
vann sirkulert i en kappe dannet av mellomrommet mellom to konsen-
triske sylindere, idet den minste var selve fermenteringsbeholderen.
Det vandige n@ringsmedium hadde sammensetningen:

Diammoniumfosfat ’ 2 g
Kaliumklorid '1.15 g
Magnesiumsul fat , TH,0 0.65 g
Sinksulfat 0.17 g
Mangansulfat, 1H,0 0.045 g
Ferrosulfat, 7H20 0.068 g
Gjzrekstrakt 0.025 g
Vannledningsvann » 200 g

Q

Destillert vann for 4 fylle opp til 1000 ml.

20 liter av et 24 timers podningsmateriale av Candida lipo-
lytica pd blandede 09 - Cl6 normale hydrokarboner ble deretter tilsatt,
slik at celletettheten var ca. 1 g tgrrstoff per liter, .

1.03 liter tung gassolje, dvs. 15 g/l, ble deretter til-
satt, idet denne mengde var tilstrekkelig til & f3 en celletetthet p&
2 g/l.

Temperaturen i kulturen ble holdt -ved 3%0° 1.190, pH ved 4
og gjennomluftingen og omrgringen var slik at det ga 3 millimol 0, per
liter medium per minutt. 10 N ammoniakk ble tilfgrt ved hjelp av en
automatisk pH-regulator. ‘

, Nar ammoniékkstr¢mmen nddde 20 ml ble tilsetningen av gass—
olje pdbegynt under forutsetning av et utbytte fra gassolje pé&

(100 x dannet tgrr gj=zr) -
(t1ilfgrt gassolje)

timer. Denne tilsetning ble utfgrt hver time inntil 200 g71l, dvs.
13.8 liter, var blitt tilsatt.

Ved 4 g8 ut fra en celletetthet pd 2 g/l ble det etter 25
timer ved slutten av eksponensialvekstfasen oppnddd en tetthet pé

= 10 vektprosent og en celledelingstid p& 3

15 g/l. Denne verdi forble konstant under den stasjonzre fase fra 25
til 40 timer. I lgpet av denne periode manglet gjerenkarbonrimateri-
ale, idet andre elementer var tilstede i1 overskudd. Denne periode
artet seg som en utsultingsfase.
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Gjzren ble gjenvunnet etter 25 timer og etter 40 timer ved-
sentrifugering og vasking ved +5°C, Den ble deretter tgrket ved hjelp
av lyofilisering og analysert. Det totale lipidinnhold (fraksjon opp-
lgselig i heksan) var 18 % ndr gjeren ble gjenvunnet etter 25 timer,
og 3 % nir den ble gjenvunnet etter 40 timer. '

Eksempel 2 "
' Et lignende forsgk ble utfgrt som beskrevet i eksempel 1

med unntagelse av at gjaren ble gjenvunnét fra kulturvesken etter 25

timer og deretter plassert i 60 liter friskt mineralmedium uten hydro-
karbon i samme gjeringskar. Blandingen ble derétter.omr¢rt i 10 timer
under de samme kulturbetingelser (temperatur 3000, pH, gjennomlufting
3 millimol O
pd 15 g/l i begynnelsen, og forble konstant gjennom hele forsgket.

2Aper liter/time). Celletettheten var av stgrrelsesorden

Selv om gjzren pd tgrr basis inneholdt 20 vektprosent total mengde
lipider i det ¢gyeblikk den ble innfgrt i det nye mediet, inneholdt
det etter utsultingsbehandlingen ikke mer enn 8 vektprosent.
Eksempel 3 '

Et lignende forsgk som beskrevet i eksempel 1 og 2 ble ut-
fgrt ved bruk av gjeren fra kontinuerlig fermentering, men i dette
tilfelle var det ngdvendig & arbeide med vasket gj®er i et friskt me-
dium,. fordi man i den kontinuerlige prosess ikke kan oppnd en av-
tappingsvaeske som er helt fri for assimilerbart karbonsubstrat.

Dyrkningen ble foretatt i et 60 liters gjzringskar og sta-
bilisert ved tilfgrsel av 0.1 1/time av totalt mineralmedium + gass-
olje per liter kultur i gjeringskaret.

Etter at driftsbetingelsene var fastsatt (spesielt tempera-
turen ved 30°C og pH-verdien p& 4), ble gjezren fjernet fra en del av
kulturen ved séntrifugering ved +5°¢, ‘Etter vasking ble den fgrt inn
i et 20 liters gjeringskar inneholdende 15 liter av det mineralmedium
gsom er angitt i1 eksempel 1, for & gi en celletetthet p& 20 g/liter.

pH-verdien ble automatisk stilt til b, temperaturen til
30°C og luftstrgmmen og omrgring ble stilt slik at det ble tilfgrt 3
millimol oksygen per liter kultur per minutt. Behandlingen forégikk
i 10 timer. Celletettheten forble 20 g/liter i hele forsgket. Gjzren
ble analysert for & finne dens fettinnhold ved begynnelsen og slutten
av prosessen. En merkbar nedgang i fettinnhold ble observert, fra
15'til 5 vektprosent pd8 tgrrstoffbasis.
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Patentkrayv

Fremgangsmdte til fremstilling av et gjzrprodukt hvor en
gijer under veksttrinnet dyrkes i1 nerver av en hydrokarbonblanding be-
st&ende helt eller delvis av rettkjedede hydrokarboner, et vandig ner-
ingsmedium og en gass inneholdende fritt oksygen, og deretter, om ngd-
vendig, fraskilles hovedmengden av ikke forbrukt hydrokarbon hvorved
det oppndes en gjer som bare inneholder en liten mengde hydrokarbon
som forurensning, karakterisert ved at gjeren der-
etter i et rensetrinn dyrkes i et vandig nzringsmedium og i narvar av
en gass inneholdende fritt oksygen uten tilfgrsel av hydrokarbon-
blanding, hvorved det hydrokarbon som forurenser mikroorganismen, og
biprodukter som er dannet under dyrkingen, reduseres i mengde eller

elimineres.

Anfgrte publikasjoner:

Fransk. patent nr. 1297033, 1297619
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