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{s4)  VERFAHREN ZUR GEWINNUNG VON BIOMASSE MIT VERMINDERTEM NUKLEINSAEUREGEHALT

(57) Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Gewinnung von Biomasse mit vermindertem
Nukleinsiuregehalt auf Basis n-alkanhaltiger Kohlenwasserstoffgemische und Hefen auf dem
Gebist der Biotechnologie. Das Ziel der Erfindung besteht in der Gestaitung eines Verfahrens zur
Gewinnung von Biomasse mit sinem verminderten Nukleinsiuregehalt, das eine breite und
ernahrungsphysiologisch ginstige Anwendung der Biornasse als Futtermittelkomponente in der
Tierernahrung ermdéglicht. Der Erfindung liegt hierbei die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren zu
entwickeln, das die Herstellung einer Biomasse mit vermindertem Nukleinsauregehait ohne
susatzliche technisch-8konomische MaRnahmen zur Qualitétssicherung erlaubt.
ErfindungsgemaR wird die Aufgabe so gelost, daR die im Fermentationsprozel gewonnene
Biomasse/Kohlenwasserstoffgemisch/ProzeBwasser/Luft-Suspension durch einen
nachfolgenden Aufrahmungsprozef von einem Teil des ProzeRwassers befreit wird und danach
bei Anwesenheit eines oberflachenaktiven Hilfsstoffes erwarmt und die eingestellte Temperatur
eine bestimmte Zeit bei einem erhdhten pH-Wert gegeniiber dem in der Fermentation gehalten
wird. Das unter dieser Kombination von MaRnahmen innerhalb des Gewinnungsverfahrens der
Biomasse gewonnene Endprodukt stellt eine wertvolle Futtermittelkomponente in der
Tiererndhrung dar.
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Titel der Erfindung

Verfahren zur Gewinnung von Biomasse mit verminderte
NukleinsZuregehalt

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betriffi ein Verfahren zur Gewinnung von

Blomasse mit vermindertem NukleinsHuregehalt, die durch
eine mikrobielle Konvertierung von n-alkanhaltigen Koh-
lenwasserstoffgemischen, ingbesondere Zrdsldestillaten

bzw, =-raffinaten mit Hefen gewonnen werden. Sie kann in
der mikrobiologischen Industrie angewendet werden

Charakteristik der»bekannten technischen LBsﬁngen

Wesentliche Qualitédtsmerkmale mikrobiell gewonnener Bio-
magge werden durch das eingesetztie Substrat, den einge=
setzten Produktionsstamm und durch die Zichtungsbedingungen
bei aseroben, nicht geschiitzten Fermentationsprozessen be=
gtimmt, Das betrifft solche charakteristischen Eigenschaf-
ten, wie den Rohprotein- und Vitamingehalt, den Spurenele=
mentegehélt und insbesondere den FukleinsZuregehalt. Bei
dem zuletzt genannten Merkmal ist davon ausgegangen worden,
daB erhthte Nukleinszuregehslte in mikrcbiellen Biomassen
aus ernéhrungsphysiologischen Aspekten bei ihrem Einsatz
als Tierfutterkomponente nicht giinstig sind. Mikroorganis-
men sind sufgrund ihres relativ hohen Phosphorgehaltes
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besonders gute Mukleinsiuretriger.

- Zur Erniedrigung des HNukleins@uregehaltes in Biomassen bietet

der Stand der Technik eine Vielzahl von Verfahren an, die
durch eine gezielte Nachbehandlung der Biomasse eine Herab-
setzung des Nukleinsduregehaltes bewirken. Hierbel wird die

Nukleins8ureentfernung mittels alkalischer Extrakiion mit A

und ohne Zerstdren der Zellen durch mechanische Einfllisse
sowie mit und ohne Temperaturerhdhung durchgefithrt. Das Ziel
solcher Operationen ist dabel meigtens die Gewinnung eines
EiweiBkonzentrates (Lovland, J. Harper, J. M. und Frey, A. L.
Lebensmittelwissenschaft und ~technologie 3, 131 bis 142
(1976). .

Diese Verfahren bedeuten die Einfithrung von zusdizlichen
MaBnahmen in das entsprechende Biomassegewinnungsverfahren
und stellen eine Skonomisch-technische Belastung dar.

Es gind nur wenige Verfahren bekannt, wo durch geeignete
Wahl der Ziichtungs~ und Aufarbeitungsparsmeter der Biomasse
innerhalb des Gewinnungsverfahrens der Biomasse selbst eine
Reduzierung des Nukleinsduregehaltes bewirkt wird. Das be-
trifft die Zugabe von Hilfsstoffen mit Inhibiitorwirkung fiir
die Nukleins#urebildung im FermentationsprozeB. Auler der
zusdtzlichen Zugabe eines Hilfsstoffes ktnnen damit auch wei-
tere Nebenreaktionen bei der Biomassgezlichtung ausgeldst wer=-
den., ‘

ziel der Erfindunz

Ziel der Erfindung ist ein Verfshren zur Gewinrung von Bio=-
masse mit einem verminderten NukleinsZuregehalt, das eine
breife und ern&hrungsphysiologisch giinstige Anwendung der
Biomasse als Futtermittelkomponenté in der Tierermizhrung
erlaubt., ' |
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Darlegung deg Wesens der Erfindung

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren zu
entwickeln, das die Herstellung einer Biomasse mit vermin-
dertem Nukleinsduregehal? ermbglicht, ohne daB8 zusitzliche
technisch~5konomische Yafnahmen zur Qualitétssicherung der
Biomasse noiwendig sind und der Wertstoffgehalt an Eiweil
und Vitaminen voll erhalten bleibt.

Erfindungsgemél wird die Aufgabe so geldst, daB die im
PermentationsprozeB gewonnene Biomesse/Kohlenwassersitoff-
gemisch/ProzefSwasser/Iuft-Suspension durch einen anschlie-
Benden AufrahmungsprozeS von einem Teil des ProzeBSwassers
befreit und erwirmt wird und eine bestimmte Zeit bei die-
ser Temperatur gehalten wird und gleichzeitig der pH-Wert
der Suspension gegeniiber dem in der Fermentation erhsht
wird.

Die Anwendung von erhthten Temperaturen bewirkt bei Mikvoe
organismen einen grdBeren EinfluB auf den gesamten Stoff-
Wechselmechaqggpus, d. h. sowohl auf den Mineralstoffwechsel

" als auch auf den Zellstoffwechsel. Eine Beeinflussung von

Enzymsynthesen und -aktivitdten und die Synthese sowie der
Abbau von Aminos#uren und organischen Siuren ist festzu~
gtellen. Die Mikroorganismen erfehren eine Vielzahl von
Verénderungen physikalischer und chemischer Ars, Zs kommt
zu einer Beeinflussung des physiologischen Zustandes und
der chemischen Zusammensetzung der Biomasse. Dabei ist zu
berlicksichtigen, daB die Hikroorganismenzelle in der Lage
ist, Stoffe zu speichern und solche Stoffe bei Limitationen
zu nutzen. iUberraschenderweise wurde dabei gefunden, da8 es
bei diesen Vorgéngen graduelle Beeinflussungen bei Anwesen-
helt von oberflichensktiven Substanzen und je nach der Fih~
rung des Temperaztur- und Zeit- sowie pH~Niveaus des Mediums
gibt. Diese Permeabilit&t der Biomasse bei Erwdrmung unter
Anwesenheit von einem oberflichenaktiven Stoff und einer
pH-Wert~Verénderung kann durch die Vorgidnge einer Thermolyse,
Autolyse, enzymatischen Permeabilisierung und auBerdem der
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Permeabilisierung bei Einfluf eines Tensides erfolgen.

Der letztere EinfluB ist mit entscheidend fiir die vollkomme-

nere Permeabilit&ét der Biomasse. Nach der Erwirmung der Bio-

massesuspension ist die Biomasse merklich geschrumpft und de~
formiert. Piir die Qualitét der Biomasse als auch fir die an-

deren im System befindlichen Stoffe ist von grofer Bedeutung,
unter welchen konkreten Bedingungen das Verfahren arbeitet.

‘Bei zu langer Erwidrmung der Biomasse kommt es zu erheblichen

Verlusten an Biomasse und zur Beeinflussung der anderen Stoffe
im System. '

Bs wurde deswelteren Uberraschenderweise gefunden, daf bei

Vorliegen eines Systems Biomasse/Kohlenwasserstoffgemisch/
Prozefwasser/Iuft, erhalien durch die nichigeschiitzte, aerobe
Zuchtung einer Hefe auf einem Kohlenwasserstoffgemisch im
Siedebereich von 513 K bis 633 K und einer Teilentwisserung
der Sugpension durch einen nachfolgenden AufrahmungsprozeB
durch Zusatz eines Tensides beil gleichzeitiger Erwirmung der
Suspension auf 338 X bis 363 K, vorzﬁgsweise 353 X bis 358 K
und der Haltung der Temperatur Uber 5 bis 40 Minuten, vor-
zugsweise 10 bis 25 Minuten sowie einem pH-¥ert des Mediums
zwischen 5 und 6 ein erhdhier Austritt von Nukleinsiuren aus
der Biomasse in das ProzeBwasser erreicht wird, so da8 die im
Verfahren gewinnbare Biomasse einen verminderten Nukleinsiure-
gehalt sufweist. '

Das fihrt zu einer entscheidenden Qualititssteigerung der Bio-
masse und damit zur Verbesserung der Applikation des Produktes
als Futtermittelkomponenie aus ermzZhrungsphysiologischer Sicht.
Die technisch-tkonomischen Aufwendungen sind dabei gegeniiber
anderen zusdizlichen MaBnahmen im Verfahren zur Herabsetzung
des Nukleins#uregehaltes gering. Die in das ProzeBwasser ab-
gegebenen Nukleinsiuren dienen gleichzeitig als Substrat fir
eine den GesamtprozeB firdernde, sich auf einem bestimmten
Niveau befindliche bakterielle Begleitflora, indem diese ak-
zessorischen Substanzen fiir das Wachstum der Produktions-
kultur bereitstellt. Eine Stabilitdt der Wachstumsgeschwindig-
keit und der Wertstoffgewinnung, vor allem das Rohproteine
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und Vitamingehaltes der Biomasse, igt dabei festzustellen. -
An den nmachstehenden Beigpielen ist die Exrfindung nEher er-
lautert.

Beispiel 1

In einem Versuchsrihrfermentor mit einem Gesamtvolumen von
250 m3 und einem Arbeitsvolumen von 90 t werden in einen |
ungeschiitzten, aeroben und kontinuierlichen Prozefl Hefen des
Stammes Lodderomyces elongisporus ~IMET H 128 -auf einer Exrd-
ldestillatfraktion vom Siedebereich 513 X bis 633 K ge~
ziichtet., Der n-Alkangehalt im eingesetzten Erddldestillat be-

- trigt 16,5 Ma.~%, Die Fermentationstemperatur ist 306 K,

der pH~Wert betrigt 4,2, Die. spezifische Begasungsintensitit
betrigt 6300 m°/h, die Energieaufnahme 250 kW. Die Verweil-
zelt betragt 5 Stunden., Die Nghr- und Spurensalze werden in

~ Form von zwei Ldsungen in den FermentationsprozeB eingetragen.

Hierbei beinhaltet die 1. NEZhrlSsung eine 15 %ige Kaliume
chloridltsung, die 2., -NZhrlisung eine aus den Medien lMagne=-
siumsulfat, Kupfersulfat, Zinksulfat, Mangansulfat, Eisen-III-
chlorid, Phosphorsiure und Wasser besishende Salzldsung. Ent-
sprechend der im kontinuierlichen Prozef angestrebten Pro-
duktivitdt und den nachfolgenden spezifischen Verbrauchswerten
werden die notwendigen Dosiermengen an N2hrlSsungen zugegeben.
Spezifische Verbreuchskennziffern der N&hr- und Spurensalze:

Alement spezifischer Verbrauchswert
g Blement/kg Hefetrocksnsubstanz

P 18
K 20
Mg 0,94
Fe c,02
Cu 0,03
Mn 0,16

7n 0,22
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In das wifrige Rulturmedium wird zur Intensivierung des Fer-
mentationsprozesses ein Hilfsstoff von der Struktur eines
Propylenoxid-ethylenoxidaddukts in einer Konzentration von
600 mg/l wiBriges Kulturmedium zugegeben.

Es ergibt sich im FermentationsprozeB eine Produktivitit von
3,6 kg Hefeirockensubstanz/t.h.

Das Vierphasengemisch Erdsldestillat/Biomasse/ProzefSwasser/
Iuft wird in einem geeigneten Trennappara$ einem Aufrahmungs-
prozel unterzogen, wobeli 60 % des ProzeBwassers abgetrennt
werden kann, Neben weiteren Stoffwechselprodukten, wie EiweifB-
bruchstiicken, Fettsduren, koHlehydrathaltigen Substanzen ent-
hélt das abgetrennte ProzeBwasser zuch 230 mg NukleinsZuren/
1 Prozefiwasser. Zur restlichen ErdoldesullWat/Blomasse/PﬂozeB—
wasser/luft-Suspension fiihrt man wisderum ca. 0,8 g des vor-
gtehend genannten Hilfsstoffes zu und erwirmt die Suspension
auf 353 K bis 358 K, wobei diese Temperatur 15 Minuten ein-
wirkt. Durch diese MaBnashme werden gleichzeitig Inhaltsstoffe
der Hefezellen, vorzugsweise Raliumionen, ausgeschieden, so
dafl ohne Zugabe weiterer Hilfsmitiel ein Anstieg des pH~Wertes
der Suspension zuf pH 5,8 erreicht wird. Unter diesen Be-
dingungen erfolgt eine bevorzugte Extraktion der Nukleinssuren,
und der Gehalt an Nukleins#uren im ProzeBwasser betirigt dann
810 mg/1.

Dieser Anteil entspricht einer Abnahme desg Nukleinsdurege=
haltes in der Hefebicmasse um ca. 20 %.

Die aufkonzentrierte Biomasse-Suspension wird durch Vekuume
eindampfung weiter angereichert und anschlieBSend in einem
Dlisensprithtrocknungsprozel getrocknet.

Durch eine extrakiive Reinigung der Hefetrockensubstanz in
einer Gegenstroﬁdrehscheibenextraktionsanlage bei 313 K mit%
einem Extraktionsmittelgemisch Benzin-Ethanol-Wasser

(80-19~1 Vol-%) werden die restlichen Kohlenwasserstoffs und
der gréfte Teil der Lipide aus der Biomzsse entfernt. Das
Extraktionsmittelgemisch wird durch eine zweistufige thermi-
gche Trocknung aus der Biomasse entfernt und ein Endprodukt
mit einem hohen Rohproteingehalt, einem verminderten Fuklein-
géuregehalt und einer hohen Verdaulichkeit erhalten.
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Charakteristische Kennzshlen der Biomasse, bezogen auf
Trockenprodukt (Ma.=%)

Aussehen: beige bis hellbraun Rohproteingehalt: 62,1

Besatz: ohne Lysingehalt: 7,8
Gefiige: nicht klumpig Methioningehalt: 1,5
Geruch: arteigen Nukleins&duregehalt: 7,2
Aschegehalt: 6,4 Phosphorgehalt: 1,3
Peuchtegehalt:8,2 biologische Wer=

tigkeit: 88
Beigpiel 2

Die Gewinnuﬁgsbedingungen fiir die aufkonzentrierte Bio=-
magsesuspension nach dem Aufrzhmungsprozel entsprechen
denen im Beispiel 1. Im Prozelwasser nach der Aufrahmung-
des Erdosldestillat/Biomasse/Prozeflwasser/Iuft-Gemisches
sind 260 mg Nukleinsdure/l ProzeBwasser. Der EinfluB der
Erwirmungstemperatur und ihrer Dauer bei Anwesenheit ei-
nes oberfliéchenzktiven Hilfsstoffes und einem gleichzeitig
angestiegenen pH~Weri in Form eines Xombinationsregimes
von MaBnahmen fir die NukleinsZureausschilttung zus der
Biomasse zeigt folgendes Untersuchungsbild. Hierbei wurde
eine durch Aufrshmung erhaltene aufkonzentrierte Biomasse-
suspension durch die Behandlung im Temperaturbereich 313 K
bis 363 K in einem Umlzufthermostaten beeinfluBt. Durch
Rihren wurde ein Temperatursusgleich und eine Homogenitit
der Versuchssuspension herbeigefiihrt. Das Aufgerahmie wure
de vorher mit 0,6 g Propylenoxidethylenozidaddukt/kg Auf-
gerahmies in Form einer 10 %igen Ldsung versetzi.

Durch weltgehend gleiche Versuchsbedingungen wurden Fremd-
einfliisse reduziert. Die Phasenzusammensetzung desg Aufge-
rahmten betrug 2,34 Na.-% Hefetrockensubstanz, 19,87 Ma.=%
Erdoldestillat und 77,79 }a.-% ProzeBwasser.
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Nach der Behandlung der Suspension in Abhdngigkeit von
der Temperatur und Zeit wurden die Prozefwdsser durch
Zentrifugation der Suspension bei 15 000 U/min und Fil-
tration lber eine G S5~Fritte zur Abirennung der Biomasse
gewonnen. In den ProzeBwidssern wurde der Nukleins&ure-
gehalt UV-gpektralphotometrisch bestimmt.

Die Ergebnisse sind in nachfolgender Tabelle wiederge-
geben. '

Im Vergleich sind die Nukleinsturewerte von demselben
Produkt aus dem technischen Versuch aufgefithrt.

Tabelle: Nukleinsduregehalt in Abhéngigkeit von der
Behandlungstemperatur und -zeit von Biomasse-
suspension

Probebezeichnung  Beharndlungs- NukleinsHure= pH~-Wert
bedingungen ehalt
h mg Nukleinsdure/
-1 ProzeBwesser)

Prozefwasser ‘
aus Aiufrahming 260 4,2

ProzeBwagser aus

Aufkonzentrierung

durch Wdrme/Zeit=-

Behandlung 8395 - 5,8

Aufgerahmte Bio~ 30 min = 3
massesugpension pH=Wert: 5,4

bis 5,8

313 K | " 410 4,6

323 K 462 4,8

333 775 5,2

343 K 826 5,6
) 353 X 889 5,8

363 K : 898 5,9

303 k=T
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Probebezeichnung Behandlungs~  Nukleinsduregehalt  pH-Wert
bedingungen (mg Nukleinsdure/
. 1 ProzeBwasser)

10 min - 821 5,2
© 20 min 905 5,8
30 min 912 5,9
- 40 min 914 54,9

Aus den Versuchsergebnissen ist die eindeutige Abhingigkeit
der FNukleins&ureausschiittung aus der Biomasse in Abhdngig-
keit von Temperatur und Zeit unter den Bedingungen einer den
Permeabilisierungsprozef unterstiitzenden Tensidzugabe vor
der Erwdrmung und einer pH=-WerterhtChung des Mediums sichtbar.

Beigpiel 3

Bed Anweﬁduﬁéﬂééfniﬁ Beispiel 1 angegebenen prinzipiellen
Fermentations-~, Aufarbeitungs~ und Reinigungsbedingungen
unter den Bedingungen der MaBstabsvergrifSerung bei Nutzung
eines zweigtggigen_Produktionstaucbstrahlfermentors mit
einem Bruttovolumen wvon 2200 m3 gowle einer Erwidrmungsiteme
peratur von 353 K bis 358 K der durch eine Aufrshmung vor-
entwisserten Biomassesuspension.ﬁber einen Zeitraum von 25
Minuten, werden folgende Nukleinsdurewerte in den abgetrenn~
ten Prozeflwdssern erhalien:

Prozefliwasser nach der Aufrahmung 215 mg Nuklein-

des Vierphasengemisches sdure/l Prozefl=-
wasser
Prozefiwasser nach der Erwire 910 mg Nukleine

mung der Bilomassesuspension sdure/l Prozef-
' wasser
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Das erzeugte Endprodukt weist folgende charakieristische
Kennzahlen auf:

Charakteristische Kennzahlen der'Biomasse, bezogen auf
Trockenprodukt (Ma.-%)

Aussehen:  beige bis hellbraun  Rohproteingehalt: 62,6

- Begatz: ohne : Lysingshalt: 7,4
Geflige: nicht klumpig Hethioningehalt: 1,4
Geruch: arteigen Fukleinsturegehalt:6,7

Phosphorgehalt: 1,1
biologische Wer~
tigkeit: 87
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Erfindungsanspruch

'

Verfahren zur Gewinnung von Biomasse mit vermindertenm
Nukleins@uregehalt, die durch Ziichtung von Hefen auf
n~alkanhaltigen Kohlenwasserstoffgemischen, insbesondere
Zrdtldestillaten bzw, -raffinaten erhalien wird und die
durch einen Aufrahmprozel vorentwissert warde, dadurch
gekennzeichnet, daf die vorentwisserte Biomassesuspension
mit einem nichtionogenem Tensid vom Typ Propylenoxid -~
Ethylenoxid - Addukt in einer Menge von 0,2 bis 1,2 g/&
Biomassesuspension versetzt, auf>338 K big 363 X erwdrmt
und diese Temperatur 5 bis 40 HMinuten gehalten wird,
wobel in bekannier Weise in einem pH-Bereich von 5 - 6
gearbeitet wird.
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