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{67) Die Erfindung betrifft ein Kultivierungsverfahr&n fiir Hefen auf n-Alkane enthaltenden Erdoldestillat- bzw.
Raffinatfraktionen. Sie kann in der Biotechnologie, vorwiegend in der Futterhefeindustrie, angewendet werden.
Erfindungsgemaf wird die Kultivierung der Hefen zur Erzielung einer hohen Produktivitat und einer stabilen
ProzeBbeherrschung so durchgefiihrt, indem die beim RegenerierungsprozeR des mikrobiclogisch entparaffinierten
Erdoldestillats bzw. Raffinats anfallenden sauren und alkalischen ProzeRwisser gemischt werden, die
emulsionsverursachenden, komplexbildenden und biozid wirkenden organischen Verbindungen durch
Phasentrennung abgetrennt und die so erhaltene wéaRrige Phase der vereinigten Waschwisser wieder in den
FermentationsprozeR zuriickgeivhrt wird. Durch die Abtrennung organischer Inhaltsstoffe, speziell Fettsduren und
Stickstoffheterocyclen aus den ProzeBmedien der Erdéldestillatregenerierung kénnen wesentliche prozeRtechnische
Vorteile in de.. Verfahrensstufen Fermentation, Separation und Erddldestillatregenerierung erreicht werden.
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Patentanspruch:

Kultivierungsverfahren fur Hefen auf n-Alkane enthaltenden Erdéldestillat- bzw, Raffinat-Fraktionen,
bei dem saure und alkalische ProzeBwaésser in den Fermentationsprozef zurlickgeflihrt werden,
gekennzeichnet dadurch. daR durch das Mischen der sauren und alkalischen ProzeRwassei im
Volu.nenverhiéltnis 1:30 bis 1:150 und Abscheiden einer Olphase aus dem Gemisch, ein CSV-Wert in
der Riickfihrwassermischung von 5g O,/ bis 9g O,/I eingestelit wird.

Anwendungsgebiet cler Erfindung

Die Erfindung betrifft ein verbessertes Verfahren zur Kultivierung van Mikroorganismen auf fitissigen Kohlenwasserstoffen, tnd
kann in entsprechenden industriellen Anlagen zur Erzeugung vo, mikrobiellen Biomassen genutzt werden,

Charakterisierung der bekannten technischen Lasungen

Verfahren zur Kultivisrung von Mikroorganismen, insbesondere Hefen, auf n-alkanhaltigen Erddldestillatfraktionen sind bekannt
(WP 105825). Dabei enthilt das teilentparaffinierte Erdo!destillat Stoffwechsel- und Thermolyseprodukte aus dem Kultivierungs-
bzw. Aufarbeitungsprozel zur Gewinnung von Biomasse.

Zur Verwendung des mikrobiologisch entparaffinierten Erddldestillats bzw. Raffinats als Treibstoffkomponente ist es
erforderlich, daBl die biogenen Inhaltsstoffe, die aus dem StoffwandlungsprozeR stammen, entfernt werden. Hierzu sind
Verfahren bekannt. GemaR WP 103921 werden beispielsweise verfahrensspezifische emulsionsverursachende und
emulsionsstabilisierende Stoffe mittels Fliissig-Fliissig-Extraktion mit Phosphorséure als Extraktionsmittel aus mikrobiell
behandelten Kohlenwasserstoffphasen entfernt. Darunter sind oberflichenaktive Substanzen, die dem ProzeB zugesetzt werden,
Stoffwechsel- und Reaktionsprodukte, Mikroorganismen sowie Aschebildner zu verstehen.

Die mit dem Extrakt beladene Ablaufphosphorsédure wird dem mikrobiellen ProzeB als Phosphorquells wieder zugefihrt.
Dieser Séureextraktion wird im allgemeinen eine Laugen- oder Wasserwische nachgeschaltet. Ein hierzu bekanntes Verfahren
wirdim WP 39288 beschrieben, in dem Fettsiuren als verunreinigende Bestandteils der einer Weiterverwendung zuzufiithrenden
Kohlenwasserstoffphase mittels einer Ammoniakwasserwasche entfernt werden, Das ammoniakalische Raffinationsmittel wird
als Stickstoffquelle in den FermentationsprozeB zuriickgefihrt.

Bei beiden Verfahren werden die sauren und basischen Raffinationsmittsl getrennt mit den aus dem mikrobiologisch
behandelten Erddldestillat extrahierten Inhaltsstoffen in den Kultivierungsprozef zurlickgefihrt und kdnnen dabei auRer einer
accessorischen Wirkung und derzusétzlichen stofflichen und energetischen Nutzung auchzu Erscheinungen fihren, die fiir den
Fermentations- bzw, Aufarbeitungsprozef, besonders bei langzeitiger Betriebsfiihrung von Nachteil sind. Dabei ist die Neigung
der riickgefihrten Medien zur Emulsionsbildung und weiteren prozeRtechnischen Beeintrichtigungen besonders
hervorzuheben.

Es ist weiterhin bekannt, daB Erdéldestillate baw. -raffinate Trager basischer Inhaltsstoffe sind, die fungizide, bakterizide,
insektizide und algizide Wirkungen aufweisen kdnnen, und dariiber hinaus die Féhigkeit besitzen, mit vielen Schwermetallen
Komplex- und Doppelsaize zu bilden (ROEMPPS Chemielexikon, z. B. Chinolin), wodurch die Mikroorganismen einerssits durch
fiir sie giftige Verbindungen im Wachstum beeintrdchtigt bzw. abgetdtet werden, andererseits ihr Wachstum durch Mangel an
Néahr- bzw. Spurenelementen behindert wird. Eine Abtrennung der Stérkomponenten st6Rt jedoch insofern auf Schwierigkeiten,
da diein der fliissigen Kohlenwasserstoffphase vorliegende Konzentration dieser Verbindungen eine wirtschaftliche Entfernung
nicht moglich macht.

Es ist ein Verfahren zur Aufarbeitung von Ablaufphosphorséure, die bei Reinigungsprozessen der Futterhefeproduktion anfallt,
bekannt (WP 248791}, welches durch Zugabe vor. basischen Verbindungen, vorzugsweise von Natronlauge, eine Reinigung der
Saure erreicht, wobei die entstehende PhosphatlGsung in anderen Bereichen der Volkswirtschaft eingesetzt wird.

Damit wird jedoch keine Losung des komplexen Anliegens der Effektivitidtserhéhung im Gesamtverfahren der
Kohlenwasserstoffkonvertierung beilangwéahrendem RickfihrungsprozeB von wiflrigen ProzeBmedien in den
Fermentationsprozel erreicht und technologische Beeintrachtigungsn, wie Emulsionsneigung und hohe arganische Belastung
des ProzeRwassers nicht beseitigt bzw. zurlickgedréngt.

Ziel der Erfindung
Ziel der Erfindung ist es, im Verfahren zur mikrobiellen EiweiBsynthese auf Basis fliissiger n-alkanhaltiger

Kohlenwasserstoffgemische die Effektivitdt des Fermentationsprozesses einschlieBlich der nachfolgenden Aufbereitungsstufen
bei Riickflihrung von ProzeBwaéssern zu verbessern.

Waesen der Erfindung
Der Erfindung liegt die Aufgabe 2ugrunde, die den Fermentationsproze und die nachfolgenden Aufbereitungsstufen negativ

beeinflussenden Inhaltsstoffe weitgehend aus dem Riickfihrwasser zu entfernen, ohne wesentliche Beeintrachtigung der
Wirkung der den Fermentationsprozef3 fordernden Substanzen.
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ErfindungsgemaB wird die Aufgahe dadurch geldst, daB im Kultivierungsverfahren fiir Hefe auf n-Alkane enthaltenden
Erdoldestillat- bzw. Raffinatfraktionen, bei dem saure und alkalische ProzeBwdsser in den Fermentationsprozef zurlickgefiihrt
werden, die sauren und alkalischen ProzeBwésser im Volumenverhiltnis 1:30 bis 1:150 gemischt werden und nach Abscheiden
einer Olphase aus dem Gemisch, ein CSV-Wert in der Riickfiihrwassermischung von 69 O,/ bis 9g O,/1 eingestelit wird

Es wurde gefunden, dafd sich im sauren ProzeBwasser oberflichenaktive Substanzen, wie zum Beispiel im Gesamtprozed
eingesstzte Tenside vom Charakter eines Polypropylenoxid-Polyethylenoxid-Mischpolymerisats, biogen gebildete Triglyceride
und basische N-Heterocyclen anreichern.

Ebenso wurde gefunden, daf die in den alkalischen ProzeBwassern vorhandenen sauren Komponenten bei Kreislauffiihrung
angereichert werden, wobei ein Teil emulsionsbildende, ein anderer Teil emulsionsstabilisierc de Eiganschaften zeigt.

Die Uberschreitung einer kritischen Konzentration an angereicherten Komponenten in den zuriickgefiihrten ProzeRwissern, die
zu einer Beeintrichtigung des Stoffliberganges in der Fermentation und der Phasentrennung in den nachfolgenden
Aufbereitungsstufan fiihrt, wird durch Einstellung eines CSV-Wertas im Bereich von 5 bis 9g O,/| bei Vermischung der sauren
und alkalischen ProzeRwisser und Abscheiden einer Olphase vermieden.

Die Erfindung soll anhand nachfolgender Beispiele ndher erlduter. werden.

Ausfithrungsbeisplele

Beisplel 1

In einem 2200m? Tauchstrahlfermentor mit einem Arbeitsvolumen von 1225m? werden in einem kontinuierlichen Verfahren
Hefen der Gattung Candida maltosa auf einer Erddldestillatfraktion vom Siedebereich 513 bis 633K geziichtet. Der n-Alkangehalt
im Erdéldestillat betrigt 14,1%; die eingesetzte Erddldestillatmenge 15,2%. Die Verweilzeit im Reaktor betragt 4,2h und der
pH-Wert des Fermentationsmediums liegt bei 4,1. Die Fermentationstemperatur ist 305K.

Die Nahr- und Spurensalze werden in Form von zwei N&hrsalzlésungen in den FermentationsprozeB eingefithrt, und zwar eine
Kaliumchloridlésung und eine Nahrsalzlosung, bestehend aus den Salzen Mangancarbonat, Magnesiurnsulfat, Kupfersulfat,
Zinksulfat, Eisen-Ill-Chlorid, Schwe‘elsdure und Wasssr.

Dem FermentationsprozeR wird ein Polypropylenoxid-Polyethylenoxid-Mischpolymerisatin einer Kanzentration bis zu 200mg/)
ProzeBwasser zugesetzt,

Die zugefiihrte Trinkwassermenge betrdgt 30m*/h.

Dis fiir das Hefawachstum notwendige Stickstoff- und Phosphorversorgung wird durch die Rickfithrung des Gemisches aus
sauren und basischen ProzeRwéssern der DK-Regenerierung sowie durch Zugabe von Phosphorsaure und Ammoniakwasser
gewdbhrleistet.

Die Aufkonzentrierung des Fermentorablaufes erfolgt durch sine Aufrahmung des Vierphasengemisches Erdoldestillat/
Biomasse/ProzeBwasser/Luft, wobei 80% des abgetrennten Aufrahmwassers in den Fermentor zuriickgefiihrt werden.

Die verbliebene Biomassesuspension wird mit dem vorstehend genannten Tensid versetzt und durch Fliehkrafttrennung in
Separatoren zweistufig bei einer Temperatur von 353-358K vom groBten Teil des Erddldestillates und von weiterem
ProzeRwasser bis zu einer Hefeirockensubstanzkonzentration von 21,8% aufkonzentriert, 70% des dabei anfzllenden
ProzeRBwassers werden in den Fermentor zuriickgefihrt,

Das abgetrennte Erdéldestillat wird in einem mehrstufigen RaffinationsprozeB wieder fiir seinen Einsatz als
Treibstoffkomponente gereinigt. Dabei wird mit Hilfe einer Wasserwéasche mit 20% Trinkwasser das im Fermentations- und
SeparationsprozeB zugesetzte Tensid auvf einen Gehalt von <250mg/l abgereichert. In einem anschliefenden
DrehscheibeextraktionsprozeB wird das Erdéldestillat im Gegenstrom mit 0,6 % 75%iger Phosphorsdure behandelt.

Die ablaufende Phosphorséure besteht im wesentlichen aus einem Gemisch von Phosphorsiure, Kohlenwasserstoffen,
oberflichenaktiven Substanzen, Zellresten, Mineralstoffen und Wasser sowie basischen Inhaltsstoffen des Erddldestillates.
Die im mikrobiologisch behandelten Erd6ldestillat bzw, Raffinat enthaltenen Fettsduren werden in der folgenden
Ammoniakwasserwische durch Mischen mit 2% 7%igem Ammoniakwasser in ihre wasserloslichen Ammoniumsalze
tberflhrt. :

Mit Hilfe einer z2weistufigen Wasserbehandlung (ED-Wasser-Verhéltnis 5:1) und einer Sterilisationsstufe (90 bis 120°C) wi-d das
Erddldestillat weiter gereinigt und an die Raffineria abgegeben.

Die Ablaufammoniak- und Waschwisser werden als alkalische ProzeRwisser gesammelt und mit dem aus der

Phosphors durewiische anfallenden sauren ProzeBwasser im Volumenverhiltnis 35:1 gemischtund einem Phasentrennbehalter
zugefithrt. or Abtrenngrad der Olphase erfolg soweit, daR der CSV-Wert des in die Fermentation zuriickgefiihrten
ProzeBmischwassers 5,2g O,/l betrégt. Unter diesen Bedingungen wird im FermentationsprozeR ein BiomasseausstoR von
385kg Hefetrockensubstanz pro Pumpe des Fermentors und Stunde erreicht.

Belsplel 2

Im Vergleich zu Bsispiel 2 wird ein weiterer Produktionsversuch unter den beschriebenen Arbeitsbedingungen durchgefiihrt. Die
alkalischen ProzeBwisser werden mit dem nius der Phosphorsidurewische anfallenden sauren ProzeBwasserim
Volumenverhiltnis 130:1 gemischt und einem Phasentrennbehilter zugefiihrt. Die Abtrennung der Olphase erfolgt soweit, daR
der CSV-Wert des in die Fermentation zuriickgefiihrten ProzeBwassers 8,7g 0,/ betragt. Unter diesen Bedingungen wird im
FermentationsprozeR ein BiomasseausstoR von 372kg Hefetrockensubstanz pro Pumpe des Fermentors und Stunde erreicht,
Unter vergleichbaren Fermentationsbedingungen wurde bei getrennter Riickfiilhrung der sauren und alkalischen ProzeRBwisser
in den FermentationsprozeR ein Biomasseaussto von 322 kg Hefetrockensubstanz pro Pumpe des Fermentars und Stunde
erreicht.
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