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Butanolin valmistus jatkuvalla fermentointiprosessilla - Framstdllning
av butanol medelst kontinuerlig fermentationsprocess

(57) Tiivistelmd
Keksinndn kohteena on parannettu menetelmd

butanolin jatkuvaksi valmistamiseksi fermen-

toimalla hiilihydraatteja C. acetobutylicum:n
kanssa. Tdssd prosessissa yhdistetdidn jétkuva
ympin tuottaminen suuressa laimennusmddrdssd
ja fermentointiliemen palauttaminen aineksen
ldpi, joka adsorboi butanolia, jolloin yllé&-
pidetddn voimakas solutuotanto fermentointi-

reaktorissa pitki& ajanjaksoja.

(57) Sammandrag

Uppfinningen avser en f&rbdttrad process for
kontinuerlig produktion av butanol genom fer-
mentation av kolhydrater med C. acetobutylicum.

Denna process kombinerar kontinuerlig ymppro-
duktion med hdg utspiddningsmidngd och returne-
ring av fermentations?étskan genom ett mate-
rial som adsorberar butanol, varvid en kraf-
tig cellproduktion upprdtthdlls i fermenta-
tionsreaktorn f6r langa tidsperioder.
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Butanolin valmistus jatkuvalla fermentointiprosessilla

Keksinn6n kohteena on menetelmd butanclin tuottami-
seksi fermentoimalla hiilihydraattia C. acetobutylicum-kan-
nalla, adsorboimalla tuotettu butanoli butanolia adsorboivaan
aineeseen ja eristdmdlld butanoli desorboimalla se butanclia
adsorboivasta aineesta.

Hiilihydraattien fermentointia Clostridium acetobutyli-

cum:1lla (joka tdmdn jdlkeen lyhennetddn C. acetobutylicum'ksi

butanolin ja asetonin muodostamiseksi on esitetty US-patentti-
julkaisussa 1315585, Weizmann. T&td menetelmZd kdytettiin
monia vuosia asetonin ja butanolin valmistukseen, ja sivutuot-
teena saatiin tietty md&rd etyylialkoholia.

Lopulta mikrobiologiset prosessit korvattiin kemialli-
silla prosesseilla, jotka antavat samoja tuotteita k&dyttden
halpoja fossiilipolttoaineraaka-aineita. Kuitenkin asteittai-
nen kivi&ljypolttoaineen vdhentyminen, josta on ollut seurauk-
sena petrokemiallisten raaka-aineiden hinnan nousu, on herit-
tdnyt uudelleen eloon mielenkiinnon fermentointireaktioon,
jossa kdytetddn hiilihydraatteja, jotka ovat uusiutuvia raaka-
aineita.

Erds ongelma, joka kohdattiin aikaisemmassa kaupalli-
sessa butanolin tuotannossa fermentointiprosessilla, oli
pitkd aika ennenkuin mikro-organismi alkoi tuottaa hyvdksyttd-
vid mddrid butanolia. N&disséd prosesseissa kdytettiin tyypil-
lisesti emdviljelmdd, joka varastoitiin itidind. Fermentoin-
nin alullepanemiseksi itidt pantiin vesipitoiseen v&liainee-
seen, joka sisdlsi erilaisia ravinneaineita, altistettiin
ldmp&kdsittelylle ja siirrettiin sitten kolmen kasvuvaiheen
jdlkeen jatkuvasti suureneviin astioihin ennenkuin niitd
kdytettiin fermentointisdili®n ympp&ddmiseen. T&md prosessi
vaati n. 3 pdivdd ymppikehitystd varten sekd lisdksi 2 - 3
pdivdd fermentoinnin loppuunsaattamiseksi.

Toinen ongelma panosfermentoinnissa oli mikro-organis-
min epdstabiilisuus yli n. 1 paino-%:n butanolipitoisuuksissa.

Solut kuolevat nopeasti sen jdlkeen kun tdmd tuotteen vdke-
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vyystaso saavutetaan. Siten fermentointiliemestd saadaan
tuotetta ainoastaan alhaisissa pitoisuuksissa. T&llainen
prosessi vaatii suuren fermentointikapasiteetin tuottamaan
kdytdnn8llisid md&rid liuotinta ja on kallis liuot“imien
talteenottamiseksi fermentointiliemestd alhaisten vakevyyk-
siensd johdosta.

On todettu, ettd jos butanolifermentointi suoritettai-
siin jatkuvana menetelmind, voitaisiin voittaa joitakin
panoksittaiseen systeemiin liittyvid vaikeuksia. T&llainen
prosessi tekisi fermentoreiden kdytdn tehokkaammaksi poista-
malla tuottamattoman ajan panoksien vdlilld, kun fermentori
on tyhjennettdvd, puhdistettava, tdytettdvid, seriloitava ja
jéd&hdytettdvd. T&hin asti tdllaisten prosessien kdyttbkel-
poisuus on ollut vdh&inen johtuen viljelyn epdstabiilisuu-
desta, kontaminaatio-ongelmista tai butanolin vihiisesti
volumetrisestd tuotannosta.

Kdsite "volumetrinen tuottavuus", kuten sitid t&dssi
hakemuksessa kdytetdin, tarkoittaa tuotteen mddrdd, joka
tuotetaan jatkuvassa fermentoinnissa yksikk®i kohti fermen-
tointilientd aikayksikk®& kohti. Se ilmaistaan yleensd
grammoina litra/tuntia kohti, lyhennettynd g/l-h.

Erddn kuvauksen jatkuvasta butanolifermentointitutki-
muksesta ovat esittdneet Dyr et al. julkaisussa: Continuous
Culture of Microorganisms (prague Symposium), s. 210-227,
Prague: Chzechoslovakia Academy of Sciences (1958). Monivai-
heisen fermentointisysteemin avulla ja s#it&m#lli laimennus-
nopeus pystyttiin voittamaan joitakin viljelyn epédstabili-
suusongelmista, mutta ilmoitetun suurimman butanolipitoisuu-
den osoitettiin olevan volumetriseltd tuottavuudeltaan aino-
astaan n. 0,25 g/1l-h systeemissi.

Toinen menetelmd, jota on ehdotettu jatkuviin fermen-
tointeihin liittyvén veiljelyn epdstabiilisuusongelman
vdlttdmiseksi, on mikro-organismin itididen tai sellaisten
kasvamattomien solujen kdyttd, jotka on immobilisoitu geeliin
(Higgstrdm et al. International Application PCT/SE80/00231).
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Vaikka tdmd tekniikka aikaansaa menetelmdn jatkuvan fermen-
toinnin ylldpitdmiseksi verraten pitkiksi ajanjaksoiksi, se
kdyttdd kallista raaka-ainetta ja prosessia rikro-organismin
immobilisoimiseksi. Ilmoitettu volumetrinen butanolin tuo-
tanto tdll4d menetelmdlld on n. 0,33 g/l-h.

Nyt on keksitty uusi menetelmd, jolla vdltetddn panok-
sittaiseen prosessiin luontaisesti liittyvdt ongelmat, ja
joka sallii fermentoimisen suorittamisen jatkuvana prosessina
useampia pdivid ilman viljelmdn tuhoutumista. Lisdksi t&mid
prosessi voidaan helposti toteuttaa kdyttden raaka-aineita,
joita on helposti saatavissa maissin mdrk&javhatusteollisuu-
desta ja silld saadaan paljon suurempi volumetrinen butanolin
tuotto. Prosessi tarjoaa edelleen lisdpiirteend taloudellisen
keinon konsentroida ja talteenottaa fermentoinnissa syntynyttd
butanolia.

Keksint8 tarjoaa menetelmdn butanolin tuottamiseksi

jatkuvasti fermentoimalla hiilihydraattia C. acetobutylicum-

kannalla, adsorboimalla tuotettu butanoli butanolia adsorboi-
vaan aineeseen ja eristdmdlld butanoli desorboimalla se buta-
nolia adsorboivasta aineesta. Keksinn®6n mukaiselle menetel-
mdlle on tunnusomaista, ettd se kdsittdd vaiheet, joissa

C. acetobutylicum-kannan ATCC 4259 tai ATCC 39236
ymppid tuotetaan jatkuvasti erillisend reaktioastiassa lai-
mennysnopeudella noin 0,2 - noin 0,5/h;

ymppid jatkuvasti syStetdédn kdymisvdlaineeseen, jonka
pH pidetddn alueella noin 4,5 - noin 5,5 ja ldmpd&tila alueel-
la noin 34°C - noin 4OOC; ja

osa kdymisvdliaineesta jatkuvasti kierr&tetddn butano-
lia adsorboivan aineen 1ldpi nopeudella, joka on riittdvi ylla-
pitdmddn alle noin 1 paino-%:n butanolipitoisuuden kdymis-
védliaineessa.

Tdmdn keksinndn fermentointiprosessi kdsittdd hiilihyd-

raatin fermentoinnin C. acetobutylicum:n kannalla butanolin

muodostamiseksi. Lisdksi muodostuu pienempid md&drid asetonia

ja muita liuottimia. Yleisesti voidaan kdyttdd mitd tahansa
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C. acetobutylicum-kantaa, joka muodostaa ensisijaisesti buta-

nolia. Erds kdyttdkelpoinen kanta tdhdn keksinndn toteutta-

miseen on C. acetobutylicum-kanta ATCC 4259, jota on saata-

vissa kokoelmasta American Type Culture Collection, Rockville,
Maryland. Edullinen kanta kdytettdvédksi t&ssd keksinndssa

on C. acetobutylicum, ATCC 39236:n itidtdn kanta, joka on

yksityiskohtaisesti kuvattu otsikolla "Improved Strain of

Clostridium acetobutylicum and Process for Its Preparation”,

kdsittelynalaisessa patenttihakemuksessa, joka on jatetty
samanaikaisesti tdmdn hakemuksen kanssa.

Tissd keksinn®ssid kidytetty hiilihydraatti voi olla
mikd tahansa hiilihydraatti, joka voidaan fermentoida C. ace-
tobutylicum:n kantaa kdyttden. N&md hiilihydraattildhteet
sisdltivit liuenneita tdrkkelyksid ja sokerisiirappeja sekd
my8s glukoosia tai sakkaroosia puhtaassa tai raa'assa muodossa.
Fermentointivdliaineen tulisi sisdltdd myds ravinneaineita ja
muita kasvutekij&itd, joita tarvitaan kdytetyn mikro-organis-
min kasvattamiseen ja uudelleentuottamiseen.

Kun C. acetobutylicum kannat ovat ATCC 4259 tai ATCC

39236, on erds sopiva védliaine tdmdn keksinndn jatkuvan pro-
sessin toteuttamiseksi vesipitoinen liuos, jossa on alhaisen
D.E.:n (dekstroosiekvivalentti) omaavaa tdrkkelyshydrolysaat-
tia, johon on lis&tty pieni mddr& n. 0,5 - n. 2 paino-%, kui-
vapainosta laskettuna, maissin liotusliuosta. Alhaisen D.E.:n
(n. 5 D.E. - n. 20 D.E.) omaavia t#drkkelyshydrolysaatteja,
joita syntyy tdrkkelyksen osittaishydrolyysisséd, on helposti
saatavissa maissin jauhatusteollisuudesta. Samalla tavalla
maissin liuotuslientd, jota syntyy, kun maissia liotetaan
rikkidioksidin laimealla liuoksella, on saatavissa maissin
markdjauhatusteollisuudesta. Kun vdliaine, jota kdytetddn
jatkuvan fermentoinnin toteuttamiseen, kdsittdd ainoastaan
matalan D.E.:n omaavaa tdrkkelyshydrolysaattia ja maissin
liuotuslientd mikroorganismin kasvua parannetaan jaksottai-
sesti lisd&mdlli fermentoriin maissigluteenilietettd. Tdma

liete samoin kuin muut kaksi aineosaa ovat helposti saatavia
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raaka-aineita, joita saadaan maissin mdrkdjauvhatuksesta ja
muodostavat siten taloudellisen ja uusiutuvan lidhteen hiili-
hydraatille ja kaikille muille ravinneaineille, joita tarvi-
taan mikro-organismin kasvua varten.

Tdmdn keksinndn fermentointiprosessi pannaan alulle
ympddmédlld steriilid v&dliainetta ymppid tuottavaan reaktoriin

C. acetobutylicum:n ymppiviljelmidlli. Fermentoinnin annetaan

jatkua kunnes solujen hyvdin kasvuun on pddsty. Reaktoria
kdytetddn sitten jatkuvana reaktorina jolloir steriili v&li-
aine virtaa reaktoriin ja viliaine sekd solut virtaavat reak-
torista pois fermentointireaktoriin. T&114 +avalla syntyy
ymppid, ja se sydtetddn jatkuvasti fermentointireaktoriin,
jossa butanolin tuotanto tapahtuu.

Jatkuvaa ymppid tuottavaa reaktoria k&ytetdin laimen-
nusmddrdlld, joka estdid liuottimien kasautumisen vdliaineeseen
ja antaa voimakkaita viljelmdn terveiti soluja vdhdisessi
mddrin butanolille altistettuina. T&min keksinndn selityk-
sessd ilmaisu "laimennusaste" tai "laimennusmiiri" tarkoit-
taa arvoja, jotka saadaan jakamalla reaktorin ldpi tunnissa
virtaavan adliaineen virtausmidiri tilavuusyksikk®6ind reakto-
rin toimintatilavuudella mitattuina samoina tilavuusyksikkdi-
nd. Sen dimensio on 1/h.

Kayttdmdlld ymppid tuottavaa reaktoria laimennusmid-
rdlld n. 0,2 - n. 0,5/h muodostuu Jatkuvasti terveitd solija
vdhdisessd mddrin butanolille altistettuna ja ne kulkevat
reaktoriastiasta fermentointireaktoriin, jossa liuotintuotan-
to etenee. Fermentointireaktoria kdytet&didn my&s jatkuvalla
tavalla, mutta paljon pienemm&l14 laimennusmiirilli, kuin
astiassa, jossa ymppi tuotetaan.

Oikea laimennusmddrd fermentointireaktorissa riippuu
hiilihydraatin pitoisuudesta fermentointivdliaineessa ja no-
peudesta, jolla vdliainetta kierretdin butanolia adsorboivan
aineen ldpi. Tehokasta fermentointia varten laimennus- ja
palautusmddrédt sédddetdln niin, ettid hiilihydraatti tulee pdi-
asiallisesti kokonaan kulutetuksi. Esimerkeissi laimennus-
mddrd pidettiin vakiona 0,03/h ja palautusmiirdi vaihdeltiin

hiilihydraatin pitoisuuden mukaan viliaineessa.
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On mahdollista toteuttaa jatkuva ymppituotanto kah-
dessa tai useammassa reaktioastiassa, joita kdytetddn sar-
jassa. Tdrked ehto on, ettd jokaista ndistd ymppid tuotta-
vista astioista tdytyy k&yttdd sellaisella laimennusmddrdlld,
ettd terveitd, voimakkaasti kasvavia soluja syntyy Jatkuvalla
tavalla vdhdisessd middrin butanolille altistettuina. Ympin-
muodostus sekd liuottimen tuottaminen suoritetaan ladmpdtilassa
vdlilld n. 34°Cc - n. 40°c ja pH:ssa n. 4,5 - n. 5,5. Reaktiot
saatetaan tapahtumaan anaerobisissa olosuhteissa kiyttden
vdliainetta, joka on steriloitu joko kuumassa tai muulla fer-
mentointialalla hyvin tunnetulla menetelmdlld.

Jatkuva fermentointireaktori on yhdistetty laitteeseen,
kuten kolonniin, joka sisdltdd ainetta, joka adsorboi butano-
lia. Lientd fermentointireaktiosta kierretddn tdmdn laitteen
ldpi ja takaisin reaktoriin jatkuvasti suuren osan butanolia
poistamiseksi fermentointivédliaineesta. Fermentointilientd
johdetaan adsorboivan aineen l&pi sellaisella nopeudella,
ettd butanolipitoisuus fermentointireaktorissa pysyy tasolla,
joka on alle 1 paino-%, edullisesti alle n. 0,8 paino-%.

Fermentointireaktoriin kytketyssd laitteessa kdytetty
adsorboiva aine voi olla mik& tahansa aine, joka adsorboi
butanolia hdiritsemdttd fermentointireaktiota. Aikaisemmissa
tutkimuksissa on todettu, ettd aktiivihiili adsorboi butanolia.
Sulzbacker, US-patenttijulkaisu 2474170, kdytti t&td ainetta
livottimien poistamiseen suodatetusta liemestd fermentoinnin
jdlkeen. Yamazaki et al. , Nippon Nogei Kagaku Kaichi, 32,
758-770 (1958) esittdvit, ettd aktiivihiilipussin ripustamista
panosfermentatioon voitaisiin kdyttdd parantamaan sokerin
muuttumista butanoliksi. Asken julkaisussa raportissa laitok-
sesta Massachusetts Institute of Technology (Alcohol Fuels
Prosess R/D Newsletter, sivut 38-39, Winter 1980) todetaan
kuitenkin, ettd hiili hdiritsee fermentointia ja on ei-toi-
vottava t&hdn tarkoitukseen.

Tissd on todettu, ettd rakeinen aktiivihiili on sopiva
butanoliadsorbentti tidssd prosessissa. Muita adsorbentteja

ovat molekyyliseulat ja adsorboivat hartsit. Erds erityisen
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sopiva adsorbentti on PCB Pittsburgh aktiivihiili, seulaluku
12-30 mesh (US-standardiseulakoko seula-aukoilla 1,68 mm -
0,59 mm), jota toimittaa Calgon Corporation, Pittsburgh,
Pennsylvania.

Fermentointiliemen jaksottainen virtausuunnan k&&nt&mi-
nen adsorbenttiainetta sisdltdvdn laitteen l&pi auttaa ylli-
pitdmddn hyvdd virtausta laitteen ldpi. T&114 tavalla suurin
osa soluista, jotka ovat kasautuneet adsorboivaan aineeseen,
palautuvat fermentointireaktoriin.

Fermentointiliemen vieminen adsorboivan aineen 1lé&pi
poistaa butanolin ja muut aineet, jotka ovat myrkyllisii C.
acetobutylicum:1lle. T&lld tavalla edistetdin tehokasta fer-

mentointia, jonka tuloksena on miltei tdydeliinen hiilihyd-
raatin fermentointi sinnoinkin, kun sit3d on ldsni viliainees-
sa niinkin suuressa méddrdssd kuin 15%. Adsorboivan aineen,
kuten aktiivihiilen kdyttd, butanolin ja muiden liuottimien
poistamiseksi fermentointiliemestd tarjoaa myds taloudellisen
keinon butanolin talteenottamiseksi. Kun hiili on kyll&stynyt
butanolilla, butanoli voidaan desorboida hiilestd asetonin tai
muiden h8yryjen avulla, kuten on esitetty US-patenttihakemuk-
sessa 327 849, joka on jétetty 7.12.1981.

Poistovirtausta jatkuvatoimisesti fermentointireakto-
rista, joka virtaus sisdltdd pienid m&drid butanolia ja muita
livottimia, voidaan k&sitelld tavanomaisin menetelmin n#iden
mutanttien talteenottamiseksi.

Seuraavat esimerkit kuvaavat l&hemmin t&min keksinndn
suoritusmuotoja. Kaikki osat ovat paino-osia ja prosentit
ovat paino-prosentteja ellei nimenomaan toisin ole esitetty.

Liuotinvdkevyydet mddritettiin kdyttden suurtehoneste-
kromatografiaa (HPLC). Komponentit analysoitiin kromatografi-
sesti eluoimalla 0,006 N H2804:llé kationinvaihtohartsista
vetymuodossa. Eluoidut komponentit havaittiin differenti-
aalirefraktometrin avulla, merkittiin graafisesti tallenti-
meen ja mddritettiin kvantitativisesti k&dyttd#en elektronista
integraattoria. Kdyrdn alapuolella oleva alue, joka edustaa

kunkin komponentin pitoisuutta, on esitettyprosenttina
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kokonaispinta-alasta. Yhdistelmd on esitetty julkaisussa

" Analysis of Carbohydrate Mixtures by Liquid Chromatography”,

Am. Soc. Brew. Chem. Proc. 1973, sivut 43 - 46. Erotukset

tehtiin 0,3048 m:n HPX-87-kolonnissa vetymuodossa, jota saa-

daan firmasta Bio-Rad Laboratories, Richmond, California.

Jdljellejddnyt kokonaishiilihydraatti (RTC) fermen-
tointividliaineessa mitattiin fenolirikkihappomenetelmdlld.
Tamin ovat yksityiskohtaisesti selostaneet Dubois et al.,
"Colorimetric Method Determination of Sugars and Related
Substances", Anal. Chem. 28, 350-356 (1956).

Esimerkki 1

Kokoelmasta American Type Culture Collection, Rock-

ville, Maryland, saatiin kannan C. acetobutylicum ATCC 4259

viljelmd, ja sitd pidettiin itidita muodostavassa tilassa
peltomullan, hiekan ja kalsiumkarbonaatin seoksessa. Ymppi
jatkuvaa viljelyd varten kehitettiin 125 ml:n Erlenmeyer-
ymppdyspullossa, joka sisdlsi 75 ml vesipitoista valiai-
netta, jossa oli kuivana laskettuna 6-% 10 D.E. tdrkkelys-
hydrolysaattia (tuottaa firma Grain Processing Company,
Muscatine, Iowa, Maltring M-100:na) ja 0,75 %, kuiva-
aineesta laskettuna, maissin liotuslientd, jota tuottaa
firma Corn Products Unit of CPC International Inc.,
Englewood Cliffs, New Jersey, koodina E801). Vdliaineen pH
sisddettiin 6,6:een 4 N NaOH-liuoksella ennenkuin se steri-
loitiin kuumentamalla autoklaavissa 121 OCc:ssa 20 minuut-
tia. Ymppipullossa olevaa jddhdytettyd steriilid v&liainet-
ta ympdttiin 5 ml:lla saman vdliaineen sisdltdmdn vil-
jelmdn itididen kuumashokkikdsiteltyd suspensiota. Kuuma-
shokkikdsittely suoritettiin suspendoimalla ensin n. 0,5g
multa-itidsuspensiota 10 ml:aan ymppivdliainetta. Suspen-
sio pantiin sitten kiehuvaan veteen 90 sekunniksi ja jadh-
dytettiin nopeasti huoneen ldmpdtilaan. Ymppipulloa ympdt-
tyine vidliaineineen inkuboitiin anaerobisessa kammiossa 21
tuntia 35 “C:ssa.

Jatkuva fermentointi toteutettiin kolmivaheisessa

fermentointisysteemissid anaerobisissa olosuhteissa. Ensim-
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mdisen ja toisen vaiheen fermentorit olivat 2-litran New
Brunswick Bioflow, Model C-30 vakio astioita, Joissa

oli pohjasta kdytettdvdt magneettisekoittimet. Kolmannen
vaiheen fermentori oli 14 litran astia, jossa oli pohjasta
kdytettdvd magneettisekoitin. Kayttdtilavuudet ndissd kol-
messa fermentorissa olivat vastaavasti 725 ml, 1450 ml ja
9,5 1. Jokaista fermentoria sekoitettiin nopeudella 200
r/min. Fermentointia varten kdytetty vesipitoinen vidliaine
sisdlsi 7,5 paino-%, kuiva-aineesta laskettuna, 10 D.E.
tdrkkelyshydrolysaattia ja 0,75 paino-%, kuiva-aineesta
laskettuna, maissin liotuslientd, joka oli sdZdetty pH-
arvoon 5,0-5,1 4 N NaOH:1la. Fermentointi aloitettiin
ymppddmdlld ensimmdisen vaiheen fermentori 75 ml:lla ymp-
piviljelmdd sen ensin téyttdmisen jdlkeen kasvuvdliaineel-
la, jota ensin oli suihkutettu COz:lla (anaerobista laatua)
30 minuuttia ja sdddetty pH-arvoon 6,1-6,2 vidkevidllid ammo-
niumhydroksidilla. Ensivaiheen fermentointia pidettiin 37
OC:ssa 4 tuntia ymppddmisen jdlkeen ennen vdliaineen vir-
taamisen aloittamista ulos ja sisddn fermentorista.

Koko seos, joka virtasi ensimmidisestd fermentorista, vie-
tiin toisen vaiheen fermentoriin, joka oli sitd ennen tdy-
tetty 850 ml:lla samaa steriilid vdliainetta kxuin ensimmii-
seen fermentoriin lisdtty. Tuoretta steriilid vdliainetta
lisdttiin myds toisen vaiheen fermentoriin samalla nopeu-
della kuin poistovirtaus ensimmdisen vaiheen fermentorista
kulki siihen. Poistovirtaus toisen vaiheen fermentorista
johdettiin kolmannen vaiheen fermentoreihin. Xaikkien fer-

© + 1 ©C:seen. Ensi-

mentoreiden ldmpdtila sdddettiin 37
vaiheen fermentoria sdddettiin lisddmidlld ammoniumhydrok-
sidia niin, ettd pH ei laskenut alle 5,0:n ja toisen vai-
heen fermentoria sdddettiin lisd&mdlld 4 N NaOH niin, ettd
sen pH ei laskenut alle 5,0:n. pH-arvoa ei sdddetty kolman-
nen vaiheen fermentoreihin. Kun kolmannen vaiheen fermen-
torit oli tdytetty haluttuun tasoon (9,5 1) poistovirtauk-
sella toisen vaiheen fermentorista, annettiin viljelylie-
men virrata samalla nopeudella kuin se tuli toisen vaiheen

fermentorista. Virtausnopeudet sdddettiin niin, ettd ensim-
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mdisen ja toisen vaiheen fermentoreiden (jotka tuottivat
ymppid) , laimennusnopeudet olivat n. 0,45/h ja kolmannen
vaiheen fermentoreissa n. 0,031/h. N&m3 virtausno-
peudet tekivdt mahdolliseksi toisen vaiheen fermentorin
sytttdd kahta kolmannen vaiheen fermentoria.

Vdliainetta yhdessd kolmannen vaiheen fermentoris-
sa tdydennettiin lisddmdlld joka 24. tunnin kuluttua 10-
%:sta vesipitoista lietettd, joka sisdlsi 25 g, kuiva-ai-
neena laskettuna, maissigluteenia. Tdm3 liete siidettiin
pH-arvoon 5,2 4 N NaOH:1lla ja steriloitiin ennen lisii-
mistd.

Jaksottaisten vdliaikojen jédlkeen liemindytteitd
kummastakin kolmannen vaiheen fermentorista lingottiin
sakkojen poistamiseksi ja niiden pd&113 olevat nesteet
analysoitiin. Taulukossa I esitetyt tulokset osoittavat,
ettd butanolia syntyy kummassakin fermentorissa ja etti
fermentori, joka sisdltdd lisittyd gluteenia, sisdltii

jonkinverran vdhemmdn jddmihiilihydraattia yhteensi.
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TAULUKKO I

Jatkuva fermentointi
(kolme vaihetta)

Fermentori, johon Fermentori, johon ei
on lisdtty gluteenia cle lisdtty gluteenia
Aika RTCa) Butanoli RTCa) Butanoli
(tuntia) pH (mg/ml) (g/100 ml) pH (mg/ml) (g/100 ml)
21 4,8 67,3 0,01 4,6 59,3 0,02
27 4,5 61,6 0,03 4,2 62,7 0,05
48 4,8 54,6 0,40 4,8 43,3 0,10
71 5,0 39,5 0,74 4,9 48,3 0,53
93 5,1 31,0 0,92 5,0 48,2 0,70
99 5,0 26,7 0,97 5,1 39,3 0,73
117 4,9 24,3 1,01 5,1 35,2 0,80
123 4,9 21,6 1,01 5,1 34,4 0,88
141 4,7 26,0 0,88 5,1 32,8 0,93
146 4,7 28,2 0,83 5,1 30,2 0,93

a) RTC = jdljellejddnyt kokonaishiilihydraatti.

Kun jatkuvaa fermentointia oli kest&nyt 146 tuntia,
johdettiin osa kolmannen vaiheen fermentoinnin fermentointi-
liemestd, joka sisdlsi lisdttyd gluteenia, yl&spdin aktiivi-
hiilen 1dpi (n. 2,1 kg), jolloin aktiivihiili oli sylinteri-
mdisessd ruostumattomassa terdskolonnissd, jonka pituus oli
122 cm ja sisdinen l&dpimitta 7,29 cm. Johtamisnopeus oli n.
720 ml/h kolonnin l&pi, jolloin poistovirtaus kolonnin ylé&-
pddstd palautettiin fermentoriin samalla nopeudella. Ko-
lonnissa k&dytetty hiili oli PCB Pittsburgh aktivoitua hiil-
td, seulaluku 12-30 mesh (US-standardiseulakoko seula-au-
koin 1,68 mm - 0,59 mm), jota tuottaa Calgon Corporation,
Pittsburgh, Pennsylvania. Joka 2 tunnin kuluttua hiiliko-
lonnin l8pi virtaavan fermentointiliemen virtaussuunta
kddnnettiin 12 minuutiksi ja johdettiin nopeudella 50 ml/
min kaikkien kolonnin pohjalle aukkumuloituneiden solujen
palauttamiseksi fermentoriin. Kun kolonnissa oleva hiili

kylldstyi butanolilla, kolonni korvattiin tuoretta hiilti
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sisdltidvilli kolonnilla. Toista kolmannen vaiheen fermento-
ria kdytettiin ilman hiilikolonnia. Tulokset on annettu
taulukossa II, jossa esitetty aika on se, joka kului alku-
perdisen fermentoinnin aloittamisesta.

Ndmid tulokset osoittavat, ettd fermentointiliemen
kierridttidminen hiilikolonnin ldpi on tehokas v&hentdmddn
butanolin vdkevditymistd liemeen. Tulokset osoittavat li-
siksi, ettid fermentointi fermentorissa, jossa liemi kier-
ridtetddn hiilikolonnin lipi, kdyttdi hiilihydraatin paljon
tdydellisemmin kuin fermentoinnissa fermentorissa ilman
hiilikolonnia, silloinkin kun kumpaakin fermentoria

kdytetddn samalla laimennusasteella.
TAULUKKO II

Jatkuva fermentointi
(kolme vaihetta)

Fermentori, jossa Fermentori, jossa ei
on hiilikolonni ole hiilikolonnia
Aika rrc?) Butanoli rrc?) Butanoli

171 7 21,3 0,35 5,0 24,6 1,06
195 /5 12,6 0,46 4,8 22,3 1,00
220,5 4,7 2,2 0,43 4,7 35,7 0,71
260 4,7 1,9 0,38 4,9 22,4 1,01
290,5 5,2 1,5 0,56 4,8 25,0 0,97
332 4,9 1,7 0,43 4,9 24,2 0,92
356 5,0 2,5 0,39 4,9 24,2 - 0,99
a) RTC = Jjdljelle jddanyt kokonaishiilihydraatti

b) fermentointiliemen virtaus hiilikolonnin l&pi alkoi.

Jatkuvaa fermentointia suoritettiin menestykselli-
sesti 40 pdividi. Kun fermentoreihin syodtetyn vdliaineen
hiilihydraattipitoisuus oli noussut 10 - 15%:iin, nostet-
tiin virtausnopeutta hiilikolonnin 1&pi n. 840 ml:aan/h ja

vastaavasti 1500 ml:aan/h. 15 %:n hiilihydraattipitoisuu-

(tuntia) pH (mg/ml) (g/100 ml) pH (mg/ml) (g/100 ml)
4,
4
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della hiilikolonniin kytketty fermentointi kulutti yli 90 %
hiilihydraatista, mik3# osoittaa n. 0,9 g/l~-h volumetristd
tuottavuutta, samalla kun fermentointi ilman +4t4 kolonnia
kulutti ainoastaan n. 30 % hiilihydraattia volumetrisen
tuottavuuden ollessa 0,3 g/l-h.

Esimerkki 2

Esimerkin 1 yleinen menetelmi toistettiin, paitsi
ettd jatkuva fermentointi suoritettiin kaksivaiheisessa
fermentointisysteemissid ja tdrkkelyshydrolysaatin pitoi-
suus vdliaineessa nostettiin 10%:ksi. Ensimmiisen vaiheen

fermentori oli 2-litran standardi New Brunswick Bioflow,

Model C-30 vakioastia, jota kdytettiin kdyttdtilavuudella 1450

ml, ja toisen vaiheen fermentori oli 14 litran astia, jota
kdytettiin 9,5 litran k&yttétilavuudella. Laimennusmiiri
ensivaiheen fermentorissa pidettiin 0,23:ssa/h, kun taas
laimennusmddrd toisessa vaiheessa oli 0,031/h. Toisen vai-
heen fermentointiin lis&ttiin 10-%:sta maissigluteenilie-
tettd nopeudella n. 20 ml/h. Fermentointilienti

ainoassa toisen vaiheen fermentorissa kierritettiin esi-
merkissd 1 kuvatun hiilikolonnin ldpi. Kolonniin johdet-
tiin n. 900 ml/h, jolloin kolonnin ulosvirtausta palau-
tettiin 600 ml/h fermentoriin ja loppu hyl&ttiin. Butanoli-
pitoisuus ensivaiheen fermentorissa ei koskaan ylittdnyt
0,05 g/100 ml. Hiilikolonnista tulevassa poistovirtaukses-
sa oli hyvin v&hdn butanolia. Taulukossa III annetun toi-
sen vaiheen fermentorin liemen analyysit osoittavat, ettd
jatkuvaa prosessia voidaan kdyttdd kdyttden ainoastaan yhti
ymppikehitysvaihetta.
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Taulukko III

Jatkuva fermentointi
(kaksi vaihetta)

Aika rrc?) Butanoli
(tunti) pH (mg/ml) (g/100 ml)
48 4,4 114,5 0,20
76 4,9 88,0 0,61
100 4,9 73,9 0,86
124 4,9 56,0 0,79
170 4,8 25,5 1,23
220 5,0 54,8 0,93
262 4,9 30,9 0,86
286 5,0 11,1 0,98
310 5,1 4,9 0,93
316 5,1 7,2 0,93
337 5,0 4,1 0,88
358 5,0 5,4 0,80
a) RTC = jdljellejédnyt kokonaishiilihydraatti

Keksinn®én mukaisesti tarjotaan siis parannettu
jatkuva menetelmd butanolin tuottamiseksi fermentointi-
reaktiolla. Samalla kun keksint8d on kuvattu sen spesi-
fisten suoritusmuotojen yhteydessd, on ilmeistd, ettd
alaan perehtyneet voivat tehdd monia vaihtoehtoja, modi-

fiointeja ja muunnoksia edelld esitetyn selityksen valossa.
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Patenttivaatimukset

1. Menetelm& butanolin tuottamiseksi fermentoimalla
hiilihydraattia C. acetobutylicum-kannalla, adsorboimalla
tuotettu butanoli butanolia adsorboivaan aineeseen ja eris-
tdmdlld butanoli desorboimalla se butanolia adsorboivasta
aineesta, t unne t tu siitd, ettd se kdsittdi vaiheet,
joissa

C. acetobutylicum-kannan ATCC 4259 tai ATCC 39236
ymppid tuotetaan jatkuvasti erillisend reaktioastiassa lai-
mennusnopeudella noin 0,2 - noin 0,5 /h;

ymppid jatkuvasti syStetddn kdymisvdliaineeseen, jonka
pH pidetddn alueella noin 4,5 - noin 5,5 ja l&mpétila
alueella noin 34°C - noin 4OOC; ja

osa kdymisvdliaineesta jatkuvasti kierr&tetidin butano-
lia adsorboivan aineen ldpi nopeudella, joka on riittdvi
ylldpitdmddn alle noin 1 paino-%:n butanolipitoisuuden kdy-
misvdliaineessa.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t u n -
nettu siitd, ettd ymppid tuottava vaihe suoritetaan
kahdessa jatkuvatoimisessa reakticastiassa, joita kdytetdin
sarjassa.

3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmid, t u n -
nettu siitd, ettd butanolia adsorboiva aine on rakeinen

aktiivihiili.



10

15

20

25

16

72147

Patentkrav

1. Fo6rfarande f8r framstdllning av butanol genom att
kolhydrat fermenteras med en C. acetobutylicum-stam, den
producerade butanolen adsorberas i ett butanoladsorberande
material och butanolen isoleras genom deserption av denna
ur det butanoladsorberande materialet, k d nne t ec knat
ddrav, att det omfattar skeden, i vilka

en ymp av C. acetobutylicum-stammen ATCC 4259 eller
ATCC 39236 kontinuerligt produceras 1 ett separat reaktions-
kdrl med en utspddningshastighet av ca 0,2 - ca 0,5/h;

ympen inmatas kontinuerligt i ett fermentationsmedium,
vars pH upprédtthalls inom omradet ca 4,5 - ca 5,5 och tempera-
tur inom omradet ca 34°C - ca 40°C; och

en del av fermentationsmediet kontinuerligt cirkuleras
genom det butanoladsorberande materialet med en hastighet som
dr tillrdcklig f6r att upprédtthdlla en butanolkoncentration
mindre &n ca 1 vikt-% butanol i fermentationsmediet.

2. Forfarande enligt patentkravet 1, k @ nne t e c k-
n a t ddrav, att det ympproducerande skedet utfdrs i tva
kontinuerliga reaktionskdrl, som anvdnds 1 serie.

3. Forfarande enligt enligt patentkravet 1, k @& nn e -
t ecknat darav, att det butanoladsorberande materialet

dr granulerat aktivt kol.

Viitejulkaisuja-Anf&rda publikationer

Julkisia suomalaisia patenttihakemuksia:-Qffentliga finska patentansdk-
ningar: 824006 (B 01 D 15/00) (PL 2 § 2 mom. 3. virke).
Patenttijulkaisuja:-Patentskrifter: USA(US) 2 474 170 (260-593).
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