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(54) Verfahren zur Gewinnung von Einzellerprotein

(57) Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Gewinnung von mikros=
biellem EiweiB, vorzugsweise LEinzellerprotein auf der Basis von Kohlen-
wasserstoffen und Methanol. Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde,
durch geeignete MaB8nahmen und Einsatzprodukte die Stoffumwandlung so
durchzufiihren, da8 eine hdhere Ausnutzung der Einsatz=- und Hilfs-
produkte ermdglicht wird. Die Aufgabe wird dadurch geldst, da8 eine in
an sich bekannter Weise auf Erddldestillat bzw. Kohlenwasserstoffen
gezilichtete Biomasse extraktiv mit Methanol oder einem Methanol-=
Kohlenwasserstoffgemisch, wobei die Kohlenwasserstoffe im Siedebereich
von 40 bis 120 ©C liegen k&nnen, gereinigt wird und da8 dieses zur
Extraktion verwendete Methanol vom Extrakt bzw. dem Kohlenwasserstoff-
gemisch durch Zugabe von Wasser getrennt wird und zur Erzeugung einer
zweiten Biomasse als Substrat eingesetzt wird. Die bei der Auf-
konzentrierung der Biomasse anfallenden Stickstoffverbindungen, Nihr-
salze und Spurenelemente enthaltenden wiiSrigen Phasen werden ganz oder
teilweise als Einsatzwasser fiir die Biomassegewinnung genutzt. Gleich-
falls wird der im hydrophilen LOsungsmittel gelOste Extraktteil als .
Fermentationshilfsmittel zur zweiten Biomassegewinnung genutzt,
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a) Titel der Erfindung
Verfahren zur Gewinnung von Einzellerprotein
b) Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Gewinnung von
mikrobiellem Eiweifl, vorzugsweilse Binzellerprotein auf
der Basis von Kohlenwasserstoffen und Methanol,

Die Erfindung kann in Anlagen eingesetzt werden, in
denen Biomasse mittels LOsungsmittelextraktion unter
Verwendung von Methanol oder Losungsmittelgemischen,
deren eine Komponente Methanol ist, gereinigt wird.
Die Erfindung ist einzuordnen in die IPK C 124 13/06

¢) Charakteristik der bekannten technischen Ldsungen

Die durch Ziuchtung auf kohlenwasserstoffhaltigen Sub-
straten (z. B, Brddldestillatfraktionen im Siedebe-
reich des Dieselkraftstoffes oder reine n~Alkane) an-—
fallenden Bakterien oder Hefen enthalten nach ihrer
Frnte aus dem Fermentorablauf, der Anreicherung und
gegebenenfalls Trocknung immer noch unerwiinschte
Substratanteile, de h, Kohlenwasserstoffe und bio~

- gene lipophile Zellinhaltsstoffe, die vor Verwen-

dung dieser Biomassen als Futtermittel bzw, vor ihrer
Weiterverarbeitung, z. B. zur Herstellung von EiweiB-
isolaten, entfernt werden miissen, '

Die Entfernung dieser Substanzen kann nach ver-
schiedenen Verfahren erfolgen, die entweder nach dem
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Waschen und/oder Separieren der widssrigen Mikroorga-

‘nismensuspension oder nach dem Trocknen eine Extrak-—

tion beinhalten. v :

Es sind verschiedene Verfahren bekannt, in denen die
feste Biomasse nach dem Trocknen zur Entfernung der
Kohlenwasserstoffe und unerwiinschten lipophilen Stoff-
wechselprodukte mit Losungsmitteln extrahiert wird.
Als Extraktionsmittel dienen demgemdf vorzugsweise
Kohlenwasserstoffe oder polare Losungsmittel einzeln
oder in Mischung, '

Nach DD~AP 53 984, DD-WP 108 114, DD-WP 408 320 und
DD-AP 64 018 sind die zur Verwendung vorgeschlagenen
Losungsmittel neben Hexan, Heptan und leichten bis
mittleren Benzinfraktionen als unpolare Losungsmittel
bzw. Losungsmittelkomponenten vor allem die niederen
Alkohole C, bis 03; Aceton und Chlorkohlenwasserstoffe
als polare Losungsmittel bzw. Losungsmittelanteile be-
kannt. '

Zwei moderne Verfahren zur Entfernung von Kohlenwassér—
stoffen und biogenen lipophilen Zellinhaltsstoffen
durch Extraktion der getrockneten Biomassesuspension
beruhen darauf, daB entweder Mischungen aus Kohlen—
wasserstoffen und Methanol oder reines Methanol als
Extraktionsmittel angewendet wird. Die Verwendung

‘dieses Losungsmittels bzw., Losungsmittelgemisches

fiihrt zu einer nahezu vollstdndigen Entfernung der ge-
nannten Fremdstoffe aus der getrockneten Biomasse.

Den bekannten Verfahren zur Reinigung getrockneter
Biomassen ist gemeinsam, daB nach der Extraktion eine
destillative Aufarbeitung der Miszella erfolgt und die
reinen Losungsmittel wieder in den ProzeB zurlickge-
fiihrt werden. Dadurch tritt eine starke energetische
Belastung des Gesambprozesses aufe Speziell die
polaren Losungsmittelbestandteile, die fur eine effek-
tive Reinigungsoperation unbedingt erforderlich sind,
begitzen hohe Verdampfungswédrmen, die zum Beispiel

bei Methanol etwa das Dreifache der Verdampfungs-
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wirme von Kohlenwasserstoffen betrigh.

Weiterhin treten hohe Verluste an Salzen und Wasser;
l6slichen Zellinhaltsstoffen aufe.

d) Ziel der Erfindung

Ziel der Erfindung ist es, ein eﬁergetisch ginstigeres
Verfahren zu schaffen, bei dem eine bessere Ausnutzung
der Roh- und Hilfsgtoffe erfolgt und eine Verminderung
von Abprodukten und Verlusten einﬁritt;

e) Darlegung des Wesens der Erfindung

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, durch geeig-

~ nete MaBnahmen und Einsatzprodukte die Stoffumwandlung

so durchzufiihren, daB eine hdhere Ausnutzung der Ein-
satz~- und Hilfsprodukte ermdglicht wird.

Erfindungsgemd8 wird die Aufgabe dadurch geldst, daB
in einer ersten Stufe eine in an sich bekannter Weise
auf kohlenwasserstoffhaltigen Substraten geszlichtete
Biomasse gereinigt, aufbereitet und mit Methanol oder
einem Kohlenwasserstoff-Methanol-Gemisch extrahiert
wird und das zur Extraktion verwendete Mebthanol oder
die hydrophile Komponente des Kohlenwasserstoff-Metha-

nol-Gemisches in einer zweiten Stufe einer Fermentation

unterzogen wird, indem die methanolhaltigen Wisser in

. einer solchen Menge einem Fermentor mit oder ohne

mechanischer Turbulenzerzeugung zugefiihrt werden,

daB der Methanolgehalt 5 Ma.-% nicht ibersteigt und
die fiir das Wachstum notwendigen, teilweise enthalte-
nen Kationen wie Natrium, Kalium, Ammonium, Msgnesium,
Calcium, Eisen, Zink, Mangan und Anionen wie Phosphat,
Sulfat, Nitrat und Chlorid im erforderlichen Umfange
erginzt werden, Der Permentor wird wahlweise unter
sterilen oder unsterilen Bedingungen mit der methanol-
verwertenden Kulbtur beimpft. Gleichzeitig konnen die
im Methanol geldsten Extraktbestandteile als Fermen~
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tationshilfemittel dienen. Bei Zufuhr von Luft, sauer-—
stoffangereicherter Luft oder Sauerstoff und bei einer
Temperatur von 20 - 450 ¢ entsteht eine Biomasse mit
oinem Rohproteingehalt von mindestens 50 Mao.-% .

Nach der Ernte kann die Zellmasse abgetrennt, weiter-
verarbeitet und zum Zwecke einer gemischten Produkt-
qualitit mit der Biomasse der ersten Stufe gemischt
werden, wahrend die fliissige Phase ganz oder teilweise
in den ProzeB zurickgefihrt wirde

Das fiir die zweite Fermentation zur Erginzung bendtigte
Wagser kann gegebenenfalls aus der ersten Stufe des
Verfahrens (Aufrahmung, Separation) herangefiihrt werden,
da dieses bereits teilweise die fir die gegebenenfalls

erforderliche Ergénzung der fiir die Fermentation erfor-

derlichen Ndhr~ und Spurensalze enthédlt.
Die Abtrennung des Methanols nach dem Extraktionsprozel

 in der ersten Stufe erfolgt durch Brechung der erhalte-
‘nen Extraktphase mit Wasser, wobei die wassrige Phase

das nahezu gesambte Methanol enth&lt und anschlieBend
direkt in einen FermentationsprozeB eingebracht wird,

in welchem das Methanol als C-Quelle dient. Je nach
eingesetzten Mikroorganismus besteht die MOglichkel®
diese methanolhaltige wissrige Phase als Substral oder
Substratanteil zu verwenden. |

Fine andere Variante der Erfindung besteht in der
Extraktion mit Methanol-Kohlenwasserstoff-Gemischen

in der ersten Stufe, wobei die Kohlenwasserstoffe im
Siedebereich von 40 — 120° C liegen konnen und die
Kohlenwasserstoffkomponente wiederaufbereitet wird.
Dabei wird die aus der Extraktion ablaufende Miszella
destillativ in Extrakt, der aus dem Prozef ausgeschleust
wird, und in‘die Kohlenwasserstoffkomponente des Losungs—
mittels, die wieder zur Extraktion zuriickgefihrt wird,

_ getrennt, Die Hauptmenge des eingesetzten Methanols

geht aufgrund der héheren ALfinitdt an die Biomasse.
Nach einer mechanischen ILosungsmittelabtrennung, wobeil .
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das Lbsungsmiftelgemisch wieder den ExtraktionsprozeB

zugefiihrt wird, erfolgt die thermische Losungsmittel-

abtrennung. Die entstehenden Briiden werden in der er-
sten Stufe kondensiert, mit Wasser gebrochen und die
wefrige von der Kohlenwasserstoffkomponente des
Losungsmittels freie das Methanol enthaltende Phage

der zweiten Stufe zugefiihri.

Als Mikroorganismen fiir die zweite Stufe, kénnen Bak-
terienstamme der Arten Methylomonas methanolica, Pseu-
domonas methanica, verschledene Vertreter der Gattung
Pseudomonas, Corynebakterien verschiedener Spezies,
Mischkulturen methanolverwertender Bakterien, auch in
Mischung mit nichtmethanolverwertenden Bakbterien, obli-
gat methylotrophe Bakterien sowie methanolassimilierende
Hefen eingesetzt werden, |

d) Ausfiihrungsbeispiel

Die Erfindung soll nachstehend anhand von zwei Aus-

- fihrungsbeispielen naher erliutert werden.

Beigpiel 1

In einem kontinuierlich arbeitenden Rihrwerkskolonnen-
extraktionsapparat von 150 mm Durchmesser und 6 m
Lénge werden pro Stunde 25 kg sprihgetrocknete Bio-
masse, die durch Ziichtung von Candida tropicalis auf
kohlenwasserstoffhaltigem Substrat (Leichtdl mit einem
n-Alkangehalt von 16,8 Ma.~%) erhalten wurde, im Gegen—
strom im Verh&ltnis 4 : 4 mit Benzin vom Siedebereich
50 = 80°C extrahiert, im Gleichstrom werden 5 kg/h
Methanol dosiert., Nach der Losungsmittelaustreibung
werden die anfallenden Briiden gemeinsam mit der Mis-—
zella mit der gleichen Menge Wasser versetzt, wobedl
sich die Mischung in 2 Phasen teilt. Die schwere Phase

" enthdlt 15,2 Ma.~% Methanol, Diese wurde kontinuierlich

einem 600 ~Liter ~ Bioreaktor zugefiihrt, der eine -

methylotrophe Kultur enthdlt. Bei 35°C, einer Umdrehungs-

1

zahl des Rilhrers von 850 min™ 'y einem pH-Wert von 7,0
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und einer DurchfluBrate von 0,33 b~ wird der Gleich-
gewichtszustand aufrechterhalten, so daB bei einem
Zellausbeutqkoeffizienﬁen von 0,48 (g Trockenmasse
pro g,Methahol) und einer Produktivitdt von

745 g'l"1°h31 gearbeitet werden konnte. 50 % des
Separationswassers wurden nach Abtrennung der Mikro-
organismen in den Reaktor bei gleichzeitiger Redu-
zierung der Menge der eingefiihrten N&hrldsung zurlck-
gefiihrt, Nach dem Trocknen der Mikroorganismensus-
pension wurde ein Feststoff erhalten, der zu 71 %

aus Rohprotein, 3,8 % aus Fett und 3,4 % aus Asche
bestand. ' ‘ ' :

Beispiel 2
Im Extraktor nach Beispiel 1 werden 25 kg auf erddl-

destillathaltigen Substraten gezichtete Trockenhefe

im Verh#iltnis 41 : 4 mit Methanol extrahiert, Extrakt-
phase und Briiden werden vereinigt, kontinuierlich mit
15 kg/h Wasser versetzt und die ca. 65 % Methanol

- enthaltende schwere Phase einem Bioreaktor von 4 m3

Inhalt kontinuierlich zugefﬁhrt; Bei einer Durch-
fluBrate von 0,37 h”1 und einer Produktivitat von
7,2 g*1~1*n™1 wurde der Gleichgewichtszustand auf-
rechterhalten. Die Separationswidsser wurden zu 50 %
in den Reaktor zuriickgefiihrt,
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Erfindungsanspruch

1o

Verfahren zur Gewinnung von Einzellerprotein

gekennzeichnet dadurch, daf in einer ersten Stufe
in an sich bekannter Weise auf Erdoldestillaten
bzw. Kohlenwasserstoffen Biomasse geziuchtet und
extraktiv mit Methanol oder einem Methanol~Kohlenw
Wasserstoff;Gemisch, wobel die Kohlenwasserstoffe

- im Siedebereich von 40 -~ 120°C liegen, gereinigt

2,

3.

wird, danach das zur Extraktion verwendete Methanol
vom Extrakt baw. vom Kohlenwasserstoffgemisch durch
Wasserzugabe abgebtrennt und die dabei entstehende
Méthanol,nNéhrsalze sowie lipophile Bestandteile

}enthdltende wdssrige Phase einer zweiten Stufe,

bestehend aus Fermentation, mechanischer und ther-
mischer Wasserabtrennung zugefihrt wird und ganz
oder teilweise als Substrat der Fermentation dient.

Verfahren nach Punkt 1, gekennzeichnet dadurch, daB
ein Teil der in der ersten Stufe bei der Aufkonzen-
trierung anfallenden wissrigen organischen Stickstoff~
verbindungen sowie Nihr- und Spurensalze enthalten-
den Phase als Einsatzwasser fur die zweite Stufe
dient, wobei dieses Einsatzwasser in iiblicher Weise
durch erforderliche Nidhrsalze ergénzt werden kann
und daB die bei der Abtrennung der Mikroorganismen
aus der zweiten Stufe anfallenden wédssrigen Phasen
ganz oder teilweige in den ProzeB zuriickgefiihri
werden,

Verfahren nach Punkt 1 und 2y gekennzeichnet dadurch,

‘daB der im hydrophilen Losungsmittel gelbste Extralkt-

teil als Fermentationshilfsmittel in der zweiten
Stufe genutzt wird.
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4, Verfahren nach Punkt 4 bis 3 gekennieichnét dadurch,

daB die getrockneten Biomassen aus den zwel Stufen
gemischt werden.

- Hierzu 2 Blatt Zeichnungen -
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Figur 2
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