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VERFAHREN ZUR GEWINNUNG MIKROBIELLER BIOMASSE

{57)Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Erzeugung mikrobieller Biomasse durch kontinuiertiche Kultivierung von
Mikroorganismenkulturen im ungeschuetzten Prozef8 auf unterschiedlichen Kohlenstoff- und Energiequellen, insbesondere
auf Kohlenwasserstoffen, wie z. B. Erdoeldestillate, Raffinate und n-Alkangemischen. Der Erfindung liegt die Aufgabe

der Erhoehung der Produktivitaet und der Stabilitaet des Fermentationsprozesses im unsterilen Prozef3 zugrunde.
Erfindungsgemaef wird die Aufgabe dadurch geloest, daR gesignete Bakterienstaemme simultan mit dem
Hefeproduktionsstamm kultiviert werden.
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Titel

. Verfahren zur Gewinnung mikrobleller Biomasse

10
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Anwendungsgebiet der EﬂLlnaung

Die Brfindung betrifft ein Verfahren zur Gewlnnung nikro-
bieller Biomasse durch kontinuierliche Kultivierung defi-
nierter WMikroorganismen im ungeschutzten Prozel auf Sub-
straten, die verschiedenc Kohlenstoff- und Energiequellen,
insbesondere Kohlenwasserstoffe, wie Z.Be Brdoldestillate,
Raffinate und n-Alkangenische, enthalten.b

Die Erfindung ist einzuordnen in die IPK: C 12 B, 1/20¢

Charekteristik der bekannten technischen Losungen

Die Kultivierung von Hefen zur Gewinnung von mikrobieller
Biomasse auf Kohlenwasserstoffen als einziger Kohlenstofi-
und Energiéquelle im ungeschiitzten ProzeB ist bekannt.
Hierbei wird die Biomasse nach bekannten Verfahren erzeugl,
ZeBe auf der Grundlage von Brdolfrekiionen (Destillate,

- Raffinate) wnd/oder n-Alkangemischen im Kohlenstoffkebten-

20

. 25

ldngenbereich von 09 bis 035 (DD-PS 105 825) und als
Futtermittel in der Tierernshrung eingesetzt.

Es ist weiterhin bekannt daf fiir die schnelle und inten-
sive Verwertung von Kohlenwasserstozien und anderen mikro-

biell verwertbaren Kohlenstoffquellen der Zusatz von Wuchs~

stoffen (akzessorischen Substanzen) fir erforderlich ge-
halten wird, Hach DD-PS 50 543 erfolgt hierbel die Zugabe
von akzessorischen Substanzen durch Verwendung von Hefe=
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extrakt, Abrdllen der landwirtschaftlichen Produktion,
wie lelasse und Schlempe der F Fermentationsindustrie,
bzwe geringer Mengen wasserlosllcher allphatlscher,
Jeicht assimilierbarer Verbindungen, die entweder Pro-
5 dukte des mikrobiellen Stofiwechsels darstellen oder
diesem nahestehen, wie organische Siuren oder Zuckers
Die in geringen Mengen zugegebenen akzessorischen Sub-
stanzen 16sen bekanntlich eine Wachstumsforderung dex
Mikroorgenismen auses Sie intensivieren bzwe ermoglichen
10 die Umsetzung der Kohlenstoffverbindungen, z.B, der Koh-
lenwasserstoffe in Bibmasse, dienen aber selbst nicht
als Kohlenstoffquelle. Die Verwendung von externen Wuchs-
stoffen bei der Verhefung von Kohlonwasserstoffen im
technischien lafstab ist jedoch ein bedeutender liangel
15 der bekamnten Verfahren, Sie bedeutet zusitzliche teche
nische Aufwendungen und demit Skonomische Belastung des
‘Jeweiligen Verfahrens, AuBerdem stellen die Wuchsstoffe,
Wié Hefeextrakt oder die genannten anderen geeigneten
Suof;e, giinstige Nghrmedien fiir undefinierte Infektions-
20 keime dare A
Es 1st, wie bereits festgestellt wurde, bekamnt, daB
sich im ungeschiitzten kontinuierlichen Prozel eine bak-
terielle Begleitflora einstellt, die unkontrolliert den
ProzeSablauf und die Qualitdt des Endprodukies unginstig
25 beeinflussen kamm, Bs ist auch weiterhin bekannt, daf
~ zwischen der Produktionskultur und der Begleitflora viel-
fdltige, z.Ts auch symbiontische bzwe mutualistische
Wechselbeziehungen auftreten konnen (HARRISON, D.E.F.,
1978: Mixed culture in industrial fermentation processes,
30 Adve Apple. Microbiol, 24, 129 ~ 164).

Ziel der Erfindung

Das Ziel der Erfindung besteht in der Erhghung der Vachs-
tunsgeschwindigkeit der Hefen im Permentationsprozel bei
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gleichzeitiger Sicherung der Stabilitdt des Prozesses
mit wenigex Aulwand gegeniiber den bisher bekannten Ver-

fahren.

" Darlegung des Wesens der Erfindung
‘Die Erfindung stellt sich die Aufgabe, durch eine neue

Verfahrensfilhrung des Iu1t1V1erungsprozesses die fiir die
Intensivierung des Prozesses der Biomasseproduktion er-
forderlichen wachstumsstimulierenden Substanzen im Pro-
zeB selbst zu erzeugen, / ' ‘
Erllndungsgemaﬁ wird dle Aufgabe dadurch geldst, daB man
in einem ungeschiitzten Fermentationsverfahren Hefen auf
der B@sis Tliilssiger Kohlenwasserstoife simultan mit aus-
gewshlten Bakterien der Teile 7 und/oder 8 von Bergey's
Manuval of Determinative Bacteriology (1974) kultiviert.
Die ausgewshlten Bakterien assimilieren keine Kohlen-
wasserstoffe, so daB sie nicht als Substratkonkurrenten
auftretens Sie asgimilieren die Stoffwechsel- und Kooxi-
dationsprodukte des Produktionsstammes sowie die im
Prozel anfallenden Lyseprodukte und entfernen demit
gleichzeitig im ProzeB anzallende uwnd auf das Wachstum
der Hefen inhibierend wirkende Stoffe, Diese ausgewihl-

ten Bakterien produzieren wachstumsfOrdernde Substanzen

in solchen lengen, daB demit die Wachstumsrate der Hefen
entscheidend gesteigert wird, ]

ErfindungsgeniB wird das Verfahren wie folgt realisiert:
In ein bekanntes, fir die Kultivierung von Hefen euf
flLSSLﬁeﬂ Kohlenwasserstoffen geelénetes Kulturmediun
wird ein bekannter HeleprodunulonSSuamm und ein ausge-
wiahlter bzwe ein Gemisch ausgewshlter Bakberienstimme
eingeimpft, wobe1 sich das Verh#ltnis Hefe:Bakterien-
Zellen bei 10 bis 104 : 1 bewegb. Die Kultivierung er-
folgt kontinuierlich unter ungeschiitzten Bedingungen
nach bekennten Verfahren, Zur Konstanthaltung der Bak-
terienkonzentration im kontinuierlichen Kultivierungs-
prozeB werden die Bakterien und das limitierende Sub=~
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gtrat nach der Abtrennuhg der Hefebiomasse aus dem Fermen-
torablauf mit der widlrigen Phase zurlickgefithrt bzwe bei

einer Uberschreitung der erforderlichen Bakterienkonzentra-
tion im ProzeB durch eine kurzzeitige Absenkung des pH-er=-

tes nach bekannten Verfshren auf die gewiinschte Konzentra-

tion eingestellt.
Hit der Anwendung des erflncungsgemgﬁen Verfahrens wird
eine Wachstumsgeschwindigkeit der Hefe von/ = 0,32 h"ll

erreicht,

Demgegeniiber wird Bei einer Kultivierung von Hefen unter
Zusatz von Hefeextrakt eine Wachstumsgeschwindigkeit der
Hefen von/u = 0,28 11""1 erreicht‘und bei. einer Kulitivierung
von Hefen ohne Zusatz wachstumsfordernder SLDSuanzen nur
eine Wachstumsgeschwindigkeit von/ = 0403 h” errelchtg
Der Kultivierungsprozed verlauft stabil und es ist keine
Wachimpfung bzwe externe Zugabe von Wuchsstoffen erfor-
derlich und es vérrinvert-sioh somit der beil bekannten
Verfahren erforderliche Aufwand. |

In den nachfolgenden Belsplelen wird die erlndung ngher
erliuterte |

»

Beispiel 1
Brlenmeyerkolben (500 ml Fassungsvermogen) mit Beliftungs-

schikanen werden mit 100 ml einer mineralischen NEhrldsung
nach Reader beschickt und sterilisierts Der pH-Wert wird
auf 4,2 eingestellt, Iach Zugsbe von 15 g/l eines tech-
nischen n~Alkangemisches erfolgt das Beimpfen mit der He-
fe Lodderomyces elongisporus, Stamm IMET H 128 (0,1 g/l
HTS) und dem Stamm xB 27 =ZHMET B (0,02 g/1 BTS),

Nach einer Kultivierungszeit von 24 h auf einer Schiittel-
maschine bei 30°C wird eine Hefebiomassekonzentration

von 6,4 cee 6,8 g/l erreicht, Lidngere Kultivierung fihrt
zu keiner signifikenten Erhthung des Wertes, Die Wachs-

tumsgeschwindigkeit betrigt 0,32 h™ 1,
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Béisgiel 2
Es wird wie im Beispiel 1 verfaohren. Anstelle des ausge-

wihlten Bakterienstammes wird Hefeextrakt (DIFCO yeast

extract) zu 0,2 % hinzugefiigte Nach den im Beispiel 1 an-
gegebenen Kultivierung sbedlngungen wird eine Hefebiomasse-
konzentration von 4,4 ees 4 6 g/1 und eine Wachstumsge-
schwindigkeit von O 28 h erreichte

Belsplel 3

- Bs wird wie im Belsplel 1 verfah%en. Dle hulturIOQung

10

erhdlt jedoch weder Hefeextrakti noch einen der ausge~
wihlten Bakterienstimme, Die nach den im Beispiel 1 ange-

- gebenen Kultivierungsbedingungen erzielte Biomassekonzen-

15,

20

tration betraﬂt 0,15 ees 0,20 g/, die Wachstumsgeschw1n—
dlgkelt 0,03 n~

Beispiel 4 _
In einem groBtechnischen Rihrfermentor mit einem Fassungs-

vermdgen von 250 n° bei einem Arbeitsvolumen von 90 §
wird in einem einstufigen kontinuierlichen Verfahren der
Hefestamm Lodderomyces elbngf5porus IMET H 128 auf einer
Erdéldestillat-Fraktion nit dem Siedeberéich 220 bis
350°C kultiviert. Der Paraffingehalt im Destillat betrigt
17,2 Masse~%o Die Rilhrleistung betrégt 200 kW, die Luft-
menge 6600 m3/h. Die Zusammensetzung des Hahrmealums,

" bezogen auf 1 m3, ist folgende:

25

30

Erdoldestillat , 120 kg
Phosphorsiure (75 %) T 540 ml
Kaliumchlorid 570 g
Magnesiumsulfat‘ | 250 g
Eisenchlorid 15 g
Mangansulfat - 16 g
Zinksulfat = ' - 16 g
Kupfersulfat . 1,8 g
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Zur Verbesserung des Stoflubergangsverhaltens wird dem
Prozell ein Hilfs stoff vom Charakter eines Propylen-
oxid-Athylenoxid~Addukts in einer Konzentration von 050
mg/l wiBrigen Kulturmediums zugesetzte o

Der pH-Wert wird mit konzentrierter Ammonisklosung ge-

regelts Der pP—Je"* betfdgu 441 O 1 und die Fermenta-

tionstemperatur 33°¢ I e Belmpft wird mit einer Sus-

pension des Stamnmes dederomyces~elongisporus IIET H 128
in einer ilenge, daf die Biomassekonzentration bei 1 bis

2 kg/m3 liegts Gleichzeitig wird eine Suspension, die

die Bakterienstimme xB 21 - ZIMET B und xB 27 - ZINMET
B zu gleichen Anteilen enthdlt, zugegeben. Die An-

fangskonzentration liegt bei 102 bis 103.Bakterienzelleh/
mle Die Verweilzeit betrigt 4 Stundens Der Fermentoraus-—
lavf wird in einem geeigneten AufrahmgefdB von ca. 60 %
des widBrigen Kulturmediums getrennt. Die Biomasseguspen~
sion wird durch Separation zweistufig bei unterschied-
lichen Bedingungen entslt und entwissert, wobei Hefe-~

- trockensubstanzkonzentrationen im Bereich von 10 bis

24 % erreicht werden, ,

Die abgetrennten waBrigen Kulturmedien aus der Aulrah~
mings- und der SepafauorSuuxe werden in unterschiedli-
chen Graden, vorzugsweise zwischen 20 und 60 % des ge-
samten Prozelwassers, kontinuierlich in den Fermentor
zuriickgefiihrt. Bel einer kontinuierlichen Ziichtung

Uiber einen 1én@eren Zeitraum und bei einer Rickfihrung
von 60 % des wdﬁglgen Kulturmedlumo betrigt die Anzahl

der Bakterien 10° bis 10 Aellen/ml Kulturmedium,
Im kontinuierlich zurlickgefihrten widBirigen Wedium gind
Tolgende Arten und Mengen von Stoffwechsel- und Lyse~

produkten enthalten:

- Fettsturen " cae 150 bis 200 mg/l ProzeBwasser
~ Polysaccharide - 900 bis 1500 mg/l Glukose/l
~ Nukleinsiuren 300 bis 850 ng/l '

- Dlwelﬁv0“0¢ndungen 250 bis 650 mg W /1
. Orgo
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Beim Ziichtungsprozefl betrdgt die Produktivitit

3,8 kg t/he Der Produktionsstamm verh#lt sich unter den

gewshlten Bedingungen sehr stabil, ein Nachimpfen der
Kultur mit frischer Hefe ist micht erforderlich, Die
Biomgssesuspension wird in einem Sprﬁhtrockner'getrock-
net, mit einem selektiven Extraktionsmitfelgemisch von
Lipiden und von nichtbiogénen'Bestandteiien befreite
Der Rohproteingehalt der gewomnehen Hefe betrdgt 65 %,
der Restkohlenwasserstoffgehalt 0,1 %a

10 Beispiel 5 o | .
_In einem Rihrfermentor von 30 1 wird der Hefestamm

15

20

23

Lodderomyces elonglspOfus IMET H 128 bei einem pH-Jert
von 4,2, einer Temperatur von 32 bis 34° G und einer
Iuftzufuhr von 3,6 1/l.min gezilichtet, Als Substrat dient

ein n-Alkangemisch der Kettenlinge Cq bis Cyy, vorzugs—~

weise C12 bis 018 aus einem Erdol der Erdﬁliiitung
"Preundschaft?, Die Siedelage der zugrunde gelegten
Destillatfraktion betrigt 230 bis 360°C,

Der Laboratoriumsrithrfermentor wird mit dem Hefestamm -
in einer wiBrigen Suspension der Konzentration von 1 bis
2 g/kg engeimpft. AuBerdem enthilt die Suspension den
Bakterienstamm xB 21 - ZIMET B ~ in einer Anfangskon-
zentration von 102 bis 104 Bakterienzellen/ml.

Das Verfehren wird mit einer Verweilzeit von 5 h durch-

gefilhrt. Die Menge an n~Alkengemisch im Kulturmedium

betrigt 3,6 Masse-%.

30

Das wdlrige, anorganische Nghrmedium enth&lt in Form
von NH,OH, H

1,08, H3P0,, KC1 und Sulfaten:

N 2500 mg Zn © 8 mg
P,05. 1400 mg ia 8 mg
K 650 mg Cu 1,2 mg
ilg 55 mg - Hy0 auf 11

Fe 10 mg
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Der Energieeintrag betrigt 10 W/kg. Fermentorinhalt, Die

Hefetrockensubstanzkonzentration betridgt 14 bis 17 g/1,

die Produktivitét 3, 0 kg/teh und dle husnutzung der
n-Alkane 95 %, :

Die Aufkonzentrierung des Permentorauslaufes erfolgt

Uber eine sogenannte Aufrahmrinne, wobei ein Wasserasb-

-gcheidegrad von 70 % erreicht wird. Das abgetrennte

Prozefiwasser wird ohne Sterilisation in den Fermenta-
tionsprozeB kontinuierlich zurlickgefithrt, Hierbei zelgt
sich in Abh#ngigkeit vom Rickfibrungsgrad und von der
Dauer des Prozesses eine stabile Ausschiittung von
Stoffwechsel- und Lyesepirodukten und entsprechende Bak-
terienentwicklung, Die Stabilitit und Aktivitat der
Produktionskultur ist dadurch gewihrleistet, Bin Nache~
impfen des Hefestammes entfillt, Nach einer konventio=-
nellen’Aufarbeitung der Biomassesuspension wird eine
Biomasse mit einem Rohproteingehalt von 60 % und einenm
Kohlenwasserstoffgehalt von 0,1 % erhalten,
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Brfipdunzsanspruch

Te

Verfahren zur Gewinnung mikrobieller Biomassen durch ,
kontinuierliche Kultivierung von Hefen im ungeschiitzten
Prozel auf der Basis flissiger Kohlenwasserstoffes als
einziger Kohlenstoff- und Energiequelle 'in . Gegenwart
einés freien Sauerstoff aufweisenden Gases, dadurch
gekenﬁzeichnet,idaﬁ die Hefen simultan mit den Bak-
terienstémmen xB 21 - ZINET B und/oder xB 27 - ZINET B
kultiviert werden. ’

Verfahren nach Punkt 1, dadurch gekennzelchnet, daf
die simultan zum Proau*tloncstamm kultivierten Bak-
terien mit der wiRrigen Thase in den Fermentations-
prozefd zuriickgefihrt und somit auf dem wirksamen

Konzentrationsniveau gehalbten werdeno

Verfahren nach Punkt 1 und 2, dadurch gekennzeichnet,
daB die Konzentration der bakteriellen Simultankultur
durch zeitweilige Anderung des pH—mertes im Fermentva-

tionsmedium eeregelt erd.
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