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The current world shortage of food presents an 

unparalleled challenge to the chemical engineer. 

The challenge is to develop a major new industry 

for the production of food material by chemical 

and controlled biochemical means. 

Ne Pherson (1). 



I. DOEL VAN HET ONDERZOEK EN LITERATUUROVERZICHT 

l.I. Inleiding. 

De meningen over de mate waarin in de ontwikkelingslanden honger 

geleden wordt, zijn nogal verdeeld. Dit komt omdat de opva~tingen 

ten aanzien van de hoeveelheid voedsel noodzakelijk voor het in 

stand houden van een goede gezondheid, uiteenlopen. 

Meer overeenstemming is er over de kwalitatieve gebreken van de voe­

ding. Algemeen wordt aangenomen, dat eiwittekorten in de voeding en 

de daarbij behorende deficiëntie-verschijnselen over de gehele we­

reld sterk verbreid zijn (2). In rapporten van de Food and Agricul­

ture Organization van de Verenigde Naties (3) (4) wordt aangegeven 

dat de eiwitvoeding van ruim twee miljard mensen erns gebreken 

vertoont. Een half miljard mensen zijn in één of andere vorm ziek 

ten gevolge van eiwitondervoeding. 

Het eiwitgebrek is zowel een kwalitatief als een kwantitatief pro­

bleem. Eiwitten afkomstig van verschillende voedingsmiddelen ver­

schillen in aminozuursamenstelling en daarmee in waarde voor groei 

en instandhouding van het menselijk lichaam. Beoordeling is moge­

lijk aan de hand van een hypothetische, ideale, aminozuursamenstel­

ling van eiwit (S) (6). De samenstelling van het ideale eiwit is 

gebaseerd op de behoefte van de mens aan essentiële aminozuren. Dit 

zijn aminozuren, die niet door het menselijk lichaam gesyntheti­

seerd kunnen worden. De essentiële aminozuren n: fenylalanine, 

isoleucine, leucine, lysine, methionine, threonine, tryptofaan en 

valine. In het algemeen heeft eiwit afkomstig van plantaardig ma­

teriaal een tekort aan methionine en lysine. Dierlijk eiwit en het 

eiwit van microbiologische oorsprong voldoen beter aan de ideale 

samenstelling en zijn daarom hoogwaardiger dan plantaardig eiwit. 

In de ontwikkelingslanden bestaat het eiwitpakket voor een groot 

deel uit plantaardig eiwit. 

Ook ten aanzien van de noodzakelijke hoeveelheid hoogwaardig eiwit 

zijn er verschillen van inzicht. De F.A.O. gaat uit van ideaal ei-
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wit en van een minimumbehoefte. De behoeften verschillen naar ge­

slacht, naar leeftijd en naar aard van het werk. Gemiddeld komt de 

F.A.O.norm ongeveer neer op vijf en dertig gram hoogwaardig eiwit 

per persoon per dag. De Voedingsraad (Nederland) heeft normen ge­

baseerd op de wenselijke hoeveelheid en gaat uit van gemengde voe­

ding. De Voedingsraadnormen komen neer op zeventig tot tachtig 

gram gemengd eiwit, waarbij êên derde tot de helft van het eiwit 

van dierlijke oorsprong dient te zijn. Men heeft geschat (7), dat er 

in 1970 in de ontwikkelingslanden een tekort van tien miljoen ton 

hoogwaardig eiwit zal zijn. Op basis van de huidige bevolkingsaanwas 

heeft men berekend, dat in het jaar 2000 ruim zes miljard mensen de 

aarde zullen bevolken, dat wil zeggen een verdubbeling ten opzichte 

van 1965-1970. De hoeveelheid eiwit verkregen op traditionele wijze 

- landbouw, veeteelt en pluimveeteelt, visserij kan toenemen. Het 

landbouwareaal kan nog uitgebreid worden. De gemiddelde opbrengst 

per hectare bouwland kan verhoogd worden. De visvangst kan geïnten­

siveerd worden en de verwerking tot een viseiwitconcentraat kan ter 

hand genomen worden. Tenslotte kan de biologische waarde van het 

plantaardige eiwit verhoogd worden door toevoeging van aminozuren. 

Deze toename van de produktie zal echter in het geheel geen .gelijke 

tred houden met de toename van de wereldbevolking. Voor het jaar 

2000 wordt daarom een tekort verwacht van dertig tot veertig miljoen 
ton hoogwaardig eiwit. Deze hoeveelheid zal op andere wijze geprodu-

ceerd dienen te worden. 

Verschillende oplossingen zijn voorgesteld. Eén der meest veelbelo­

vende voorstellen is de produktie van eiwit uit aardoliefracties 

met behulp van micro-organismen (8) (34), het B.P. proces. In prin­

cipe kunnen veel aardoliecomponenten (paraffinen, aromaten, nafte­

nen) dienen als koolstof- en energiebron voor micro-organismen. Voor 

een eventuele economische exploitatie komt vooralsnog slechts de 

groei van bepaalde micro-organismen op n-alkanen en olefinen in aan­

merking. Deze n-alkanen en olefinen kunnen verkregen worden uit 

aardolie door behandeling met moleculairzeven of door entparaffine­

ring van daarvoor in aanmerking komende aardoliefracties. Outparaf­

finering kan ook plaats vinden door groei van micro-organismen op 
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de aardoliefracties. De kosten van de traditionele outparaffinering 

worden dan vermeden. Hiertegenover staat dan een vrij kostbare na­

bewerking, het aardolievrij maken van het eiwitpreparaat. 

Uit een kilogram paraffine wordt ongeveer een halve kilogram eiwit 

verkregen. Het tekort voor 1970 kan dus opgeheven worden door de 

verwerking van twintig miljoen ton paraffine. De ruwe-aardolie-pro­

duktie zal in 1970 naar schatting anderhalf miljard ton bedragen. De 

samenstelling van de ruwe aardolie varieert met de vindplaats (pa­

raffinebasis-olie, asfaltbasis-olie, gemengdbasis-olie). Daarom is 

het ondoenlijk het gemiddelde gehalte aan in aanmerking komende pa­

raffinen te bepalen. Niettemin kan gesteld worden dat de jaarlijkse 

ruwe-olie produktie veel meer paraffinen bevat dan nodig is om het 

tekort te dekken. 

Champagnat (8) komt voor eiwit verkregen door microbiologische out­

paraffinering tot een fabricageprijs (zonder belasting en zonder 

winst) van f I,- per kg eiwit. 

McNab (9) heeft voor een proces waarbij uitgegaan wordt van n-alka­

nen verkregen via moleculair-zeven, een prijs berekend van f 3,50 

per kg eiwit. Voor eiwit afkomstig van andere bronnen komt tot 

de volgende prijzen: eiwit ~n aardnotenmeel f 1,20/kg eiwit in 

soyameel f 1,20/kg eiwit in katoenzaadmeel f I , eiwit ~n 

magere melkpoeder f 4,10/kg , eiwit ~n f 3,60/kg. Hierbij 

geldt, dat de biologische waarde van de verschillende eiwitten niet 

in rekening is gebracht. 

1.2. De aantasting van koolwaterstoffen door micro-organismen. 

De aantasting van koolwaterstoffen door micro-organismen is bekend 

sedert 1905. Reeds in de 19e eeuw realiseerde men zich dat methaan 

niet ophoopte in de atmosfeer, hoewel toch de hoeveelheid methaan, 

ontstaan bij de afbraak van organisch materiaal, aanzien! moest 

zijn. Methaan is weinig reactief, zodat verdwijnen langs chemische 
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weg onwaarschijnlijk was. Daar bij de oxydatie van methaan tot Cü2 

en H20 een aanzienlijke hoeveelheid energie vrijkomt, lag het voor 

de hand te onderzoeken of micro-organismen zich aan deze energiebron 

hadden aangepast. Kaserer (10) en Söhngen (!I) vonden in 1905, ge­

lijktijdig en onafhankelijk van elkaar, dat bacteriën in staat waren 

methaan te gebruiken als enige koolstof- en energiebron. In de lite­

ratuur van vóór 1905 wordt wel hier en daar melding gemaakt van 

koolwaterstofaantasting, 

breekt. 

Miyoshi (12), maar afdoende bewijs ont-

Het overzicht zal beperkt worden tot de aantasting van alifatische 

koolwaterstoffen, meer in het bijzonder tot de verzadigde alifati­

sche koolwaterstoffen, de n-alkanen. 

Het onderzoek is voornamelijk gericht geweest op het ketenproces of 

de ketenprocessen, de wegen waarlangs de verschillende koolwater­

stoffen afgebroken worden. Daarnaast heeft men nagegaan welke micro­

organismen in staat zijn kooh,;aterstoffen aan te tasten en welke 

koolwaterstoffen aangetast worden. Goede overzichten worden gegeven 

door Bushnell (13), Zo Bell (14), Beersteeher (15), Fuhs (16), Kes­

ter (17), Robinson (18), Castel (19), Foster (20), Zajic (21), Bric­

teux (22), van der Linden (23), Me Kenna (24), Sharpley (25), Hum­

phrey (26) en voor de Russische literatuur Shturm (27) en Pozmogova 

(28). 

In 1948 werd door Just aangetoond, dat vetproduktie door groei van 

bacteriën en gisten op koolwaterstoffen mogelijk was. Als koolwater­

stof werd toegepast technisch Kogasin (synthetische paraffine-olie, 

Fischer-Tropsch synthese), op semi-technische schaal tot 50 1. vat­

inhoud (29) (30) (31) (32) (33). In 1963 werd door Charnpagnat (8) 

(34) proces ontwikketd voor de produktie van eiwit, Naast de 

produkti~ van vet en eiwit als celbestanddelen kunnen sommige ver­

bindingen onder bepaalde omstandigheden in aanzienlijke hoeveelheden 

door de cellen worden afgescheiden, o.a. aminozuren (35) (36) (37) 

(38) (39) (40), vitaminen (41) (42) (43), enzymen (44) (45), nucleo­

tiden en nucleotide-derivaten (46), vetzuren en esters (47) (48). 

In hrt algemeen is het groeisubstraat tevens produktsubstraat. Het 

is echter ook mogelijk, dat groeisubstraat en produktsubstraat ver-
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schillend n (co-oxydatie). De mogelijkheid van co-oxydatie werd 

aangetoond door Leadbetter en Foster (49). Onder co-oxydatie wordt 

verstaan, dat een micro-organisme groeit op een koolwaterstof (het 

groeisubstraat) en tegelijkertijd een andere koolwaterstof (waarop 

het niet kan groeien) oxydeert. 

goedkope koolwaterstoffen om te 

(50) (51) (52) (53). 

Door co-oxydatie is het 

zetten in waardevolle 

mogelijk 

produkt en 

Deze zg. twee-component-koolwaterstof-systemen bieden zeer grote mo­

gelijkheden. Het is ook mogelijk een koolhydraat als groeisubstraat 

toe te passen (53). 

het onderzoek naar ketenprocessen Horden vaak stoffen toegevoegd 

die het ketenproces onderbreken. Een voorbeeld van zo'n stof is 

chloramphenicol. Deze onderbreking heeft dus tot gevolg, dat tussen­

produkten geaccumuleerd worden. Van deze methode kan men gebruik ma­

ken om nieuHe produkten te vervaardigen (54). 

1.3. De produktie van eiHit door groei van micro-organismen op n-al­

kaan (55) (56). 

Het proces wordt uitgevoerd met bepaalde bacteriën, gisten en schim­

mels. Het entmateriaal dient gek\Veekt te zijn op koolHaterstoffen 

als koolstof- en energiebron (57). Na het enten treedt een "lag 

phase" op. Deze "lag phase" kan verminderd worden (58) door entmate­

riaal te gebruiken, dat zich qua in de exponentiële groeipe­

riode bevindt. Volgens Laine (59) zou deze "lag phase" geëlimineerd 

kunnen worden door het entmateriaal in een vóórtrap te laten groeien 

op koolhydraten (melasse, moutextract, suiker, sulfietloog). 

Als koolHaterstaffen komen in aanmerking n-alkanen en olefinen met 

tien of meer C-atomen. Aromaten, naftenen en isoparaffinen Horden 

door de toegepaste micro-organismen nauwelijks of niet aangetast. De 

paraffinen Horden verkregen door behandel van aardoliefracties 

met moleculairzeven of door outparaffineren van aardoliefracties. 

Het is niet noodzakelijk de paraffinen te scheiden van de overige 

aardoliecomponenten. Indien geen scheiding plaatsvindt, Hordt de 
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aardoliefractie ontparaffineerd door directe behandeling met micro­

organismen. Bij outparaffineren van aardoliefracties kan gebruik 

worden gemaakt van gisten (60) en van bacteriën (61). Bij microbio­

logische outparaffinering verdient het soms aanbeveling de te behan­

delen aardoliefractie te scheiden in een paraffine-rijk en een pa­

raffine-arm deel (62). Alleen het paraffine-rij.ke deel wordt behan­

deld met micro-organismen, waarna behandeld en onbehandeld deel weer 

worden samengevoegd. Voor een goede groei moet de diameter van de 

oliedruppels kleiner zijn dan 30 ~. bij voorkeur kleiner dan 10 ~ 

(63). In ferment'atievaten van industriële afmetingen, SO tot 300m3, 

is dit door roeren niet op economische wijze te verwezenlijken, ech­

ter-wel door homogeniseren (64). Het homogeniseren van de olie kan 

plaatsvinden in de toevoer van de waterfase of in de toevoer van de 

lucht. Vaste paraffine kan eveneens als voeding gebruikt worden. In 

dit geval wordt de vloeibaar gemaakte paraffine verstoven in een 

vloeistof die een temperatuur heeft boven het smeltpunt van de par­

affine. Vervolgens wordt de vloeistof afgekoeld. Het effect van het 

verstuiven wordt bij vloeibare druppels teniet gedaan door coales­

centie, bij vaste deeltjes door agglomeratie. Dit kan tegengegaan of 

geheel voorkomen worden door gebruik te maken van emulgatoren. Coa­

lescentie of agglomeratievorming kan echter ook voorkomen worden 

door de olie vlak voor het verstuiven of homogeniseren te vermengen 

met micro-organismen, bij voorkeur met gistcellen. Bij een ladings­

gewijs proces verdient het aanbeveling de olie geleidelijk toe te 

voeren, in overeenstemming met de toename van de hoeveelheid gist 

(6S). 

De samenstelling van het cultuurmedium en de behoefte aan groei-

stoffen (66) zijn afhankelijk van het toegepaste micro-organisme. 

Het fermentatievat kan worden uitgevoerd als een geroerde tank of 

als een toren met zeefplaten. In het laatste geval stroomt het be­

luchtingsgas van onderen naar boven, het medium van boven naar onde­

ren, via hellende zeefplaten. Het medium wordt voortdurend ~erecir­

culeerd (SS). Volgens Laine (67) wordt bij de uitvoering van het 

B.P. proces te Lavera gebruik gemaakt van een zg. Lefran~ois- fer­

mentatievat (68). Deze Lefran~ois-fermentatievaten werken met ge-
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dwongen circulatie door luchttoevoer. De Lefran~ois-vaten in de B.P. 

raffinaderij te Lavéra zijn echter later voorzien van roerders, om­

dat de emulsievorming onvoldoende was. Een geroerd vat is dus nood­

zakelijk. In dit verband moet genoemd worden het werk van Blake­

brough (69) (70) met air-lift-fermentatievaten. Blakebrough komt bij 

vergelijking van air-lift- fermentatievaten en een geroerde tankre-

actor tot de conclus dat het air-lift-fermentatievat geschikter 

is voor groei van micro-organismen op gasolie dan een geroerde tank­

reactor. Uit zijn gegevens blijkt echter, dat in beide gevallen de 

groei zeer, zeer slecht is. De slechte resultaten zijn hoogstwaar­

schijnlijk een gevolg van een incompleet medium. Conclusies mogen, 

bij een dergelijk slechte groei, niet getrokken worden. 

De omstandigheden, temperatuur en pH, n afhankelijk van het ge-

bruikte micro-organisme. Het is noodzakelijk om de pH binnen enge 

grenzen constant te houden (71). In de zuurstofbehoefte van de mi­

cro-organismen kan worden voorzien door vortex-beluchting of door 

lucht in te leiden via een zeefplaat. De hoeveelheid lucht varieert 

van 5 tot 65 vol/vol/uur. (66) 

In het fermentatievat groeit de gist ten koste van de zouten, de 

groeistoffen en de koolwaterstoffen. 

Bij het optreden van infectie wordt de pH omlaag gebracht tot I à 

3 (55). De pH wordt op deze waarde gehouden gedurende 30 min. à 

5 uur. De omstandigheden en de duur van deze periode worden zo geko­

zen, dat meer dan 90 % van de verontreinigingen en minder dan 10 % 

van de gedood worden. 

Bij ladingsgewijsbedrijf wordt het proces beëindigd na bereiken van 

de stationaire fase. Bij continubedrijf wordt uiteraard voortdu­

rend afgetapt. Het verkregen mengsel gist / olie I waterige fase 

wordt gescheiden in een drietal fracties : gist, olie en de waterige 

vloeistof. De scheiding vindt plaats door afwisselende behandeling 

met oppervlakactieve stof en centrifugeren (72) (73). Toegepast kun­

nen worden zowel anionische, kationische als nonionische oppervlak­

actieve stoffen. Het effect van de behandeling wordt verhoogd door 

de pH op te voeren tot 7 - 9 en de temperatuur tot 600 C. De t­

pasta wordt afwisselend gewassen en gecentrifugeerd, teneinde de op-
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pervlakactieve stof weer te verwijderen. Indien bacteriën worden 

toegepast, heeft deze behandeling geen succes. Bacteriën en olie 

zijn op deze wijze niet te scheiden. Daarom wordt gefiltreerd en de 

filtratiekoek - het mengsel bacteriën/olie wordt behandeld met een 

oplosmiddel om de bacteriën olievrij te rnaken (65). 

Gist gekweekt op koolwaterstoffen heeft een hoger vetgehalte dan 

gist gekweekt op koolhydraten. De smaak van de is ranzig en pi­

kant. Zonder meer is de niet geschikt voor consumptie. Voor het 

deren van lipiden, esters, ketonen en vrije vetzuren uit de 

gistcellen wordt de nabelucht (74). Hiertoe 1vordt de gistpasta 

in een vers voedingsmedium belucht, bij afwezigheid van een kool­

stofsubstraat. Na de beluchting kan eventueel de behandeling met op­

pervlakactieve stoffen worden voortgezet. Door de nabeluchting is 

het gehalte aan vetbestanddelen en aardoliecomponenten aanzienlijk 

afgenomen. Niettemin dient door extractie het vet-en oliegehalte nog 

r,ereduceerd te worden (75) (76). De extractie en de daaropvolgende 

droging n gemakkelijker uit te voeren aan opengelegde cellen. 

Daarom 'ivordt de eerst geautolyseerd, dan wel gehydrolyseerd of 

geplasmolyseerd (77) (78). De autolyse wordt bemoeilij kt door aanw·e­

zigheid van oliebestanddelen op de gist (60). Een goede voorbehande­

ling met oppervlakactieve stoffen is dus noodzakelijk. Door centri­

fugeren of door filtreren worden twee fracties verkregen, een auto­

lysaat en de celwandbestanddelen. Zowel autolysaat (77) als celwand­

bestanddelen (78) worden geëxtraheerd met een polair oplosmiddel, 

gevolgd door extractie met een mengsel van een polair oplosmid­

del en een vluchtig n-alkaan. Het oplosmiddel wordt tèruggewonnen 

door destillatie. Uit het vetextract worden bestanddelen gewonnen 

als sterolen. Het overblijvende vetextract kan gebruikt worden als 

koolstofsubstraat voor mièro-organismen. 

Zowel autolysaat als celwandbestanddelen kunnen bij tempera-

tuur gedroogd worden, waardoor het eiwit zijn biologische waarde be­

houdt. 

In principe ontstaan bij de van micro-organismen op koolwater­

stoffen celmateriaal, C02 en H20. Er ontstaan echter ook nog andere 

stoffen, esters bv., die opgenomen worden in de oliefase. Door deze 
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stoffen gaat het troebelingspunt van de olie omhoog, hetgeen uiter­

aard ongewenst is. Om deze stoffen te verwijderen, dient de olie een 

nabehandeling te ondergaan. Ven-Jijdering kan geschieden door wassen 

met loog (79) of door hydrogeneren (80). Reeds eerder is opgemerkt, 

dat de aardoliefractie v66r het outparaffineren gescheiden kan wor­

den in een paraffinerijk en een paraffinearm deel. Alléén het paraf­

finerijke deel wordt microbiologisch ontparaffineerd. Gevonden is 

(62), dat na het bijeenvoegen van de beide fracties het troebelings-

punt dusdanig 

lijk is. 

is, dat nabehandeling van de olie niet noodzake-

Ter verbetering van de economie van het proces is continubedrijf aan 

te bevelen ( 81 ). 

1.4. Probleemstelling. 

Uit de octrooiliteratuur blijkt, dat de diameter van de oliedruppels 

kleiner dan 30 IJ, bij voorkeur kleiner dan JO IJ moet (63). 

Het de homogenisator bereikt men I IJ (64) en door gisttoevoeging 

wordt deze druppelgrootte gehandhaafd. Over de zin van deze afme­

tingen, over de functie van het grensvlak, \vordt niets vermeld. De 

functie van het grensvlak kan echter pas duidelijk worden, als het 

overdrachtsmechanisme bekend is. Nu n den-alkanen zeer slecht 

oplosbaar. Overdracht van het n-alkaan via oplossen in de \va terfase 

is dus omvaarschijnlijk. Een onderzoek naar de stofoverdracht en 

naar de functie van het grensvlak is noodzakelijk. 

In bijna alle octrooien komt de volgende zinsnede voor: "In tegen­

stelling met de gebruikelijke chemische werkwijzen, die voldoen aan 

de wet van de (chemische) massm.;erking, wordt de ven<ijderingssnel­

heid van de koolwaterstoffen met rechte keten practisch niet klei­

ner naarmate de hoeveelheid van deze koolwaterstoffen in het to­

tale koolwaterstofmengsel afneemt (behalve uiteraard in de eindfase 

van de verwijdering)". De juistheid van deze stelling moet worden 

nagegaan door een onderzoek naar de invloed van de n-alkaanconcen­

tratie. 
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Bij microbiologische entparaffinering is een mengsel van n-alkanen 

aanwezig. Monod (83) toonde aan, dat bij groei van micro-organis­

men op .een mengsel van koolstofbevattende substraten (in zijn ge­

val koolhydraat) diauxie op kan treden. Onder diauxie, triauxie 

etc. wordt verstaan, dat de micro-organismen de koolstofbevattende 

substraten niet gelijktijdig aantasten, doch na elkaar. Bij groei 

op een mengsel van n-alkanen is het dus van belang te weten of al­

le n-alkanen gelijktijdig verdwijnen, of dat de n-alkanen na elkaar 

verdwijnen. In het laatste geval is het van belang te weten, in 

welke volgorde d~ n-alkanen verdwijnen. Uit de octrooiliteratuur 

blijkt, dat een voorkweek op koolhydraten aanbeveling verdient. Het 

is d11s tevens van belang te weten of diauxie optreedt bij een meng­

sel van koolhydraten en koolwaterstoffen. 

l.S. Stofoverdracht en fasegrensvlak. 

Johnson (84) heeft op grond van diffusie-overwegingen gesteld: "De 

concentratie van opgelost alkaan in de waterige fase is dusdanig 

laag, dat geen redelijke groeisnelheden te verwachten zijn op n-do­

decaan en hogere n-alkanen, zelfs niet indien aangenomen wordt, dat 

de Michaelis- constante nul is". De bewijsvoering ontbreekt. Daar 

echter proefondervindelijk gebleken is, dat sommige micro-organis­

men zeer goed groeien op n-alkanen hoger dan n-dodecaan, heeft hij 

voor het onbekende overdrachtsmechanisme een hypothese opgesteld: 

"Groei vindt plaats aan het grensvlak, de lange alkaanketens worden 

een deel van het fosfolipid - micel van het celmembraan en er be­

staat een lyofobe weg van de buitenzijde van het celmembraan naar 

de plaats van het enzym, dat verantwoordelijk is voor de eerste 

trap van het oxydatie-proces". Voor n-alkanen lager dan n-dodecaan 

zou dus de groei kunnen plaats vinden via opgelost alkaan, voor n­

dodecaan en hogere n-alkanen door direct contact met het vloeibare 

alkaan. 
Het is redelijk te veronderstellen, dat een wijziging van over-

drachtsmechanisme tot uiting komt in grootheden, die de omzetting 
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bepalen, bv. groeisnelheidsconstante, zuurstofverbruik enz. Afwij­

kingen van het normale patroon van de genoemde grootheden zijn dus 

te venvachten. Uit de literatuur blijkt, dat inderdaad bij de n­

alkanen met 10 tot 14 C-atomen afwijkingen veelvuldig optreden. 

(51) (85) (86) (87) (88) (89) (90) (91). Merkwaardig genoeg wordt 

hieraan door de auteurs geen aandacht besteed. Alléén Harris (86) 

merkt op, dat de zuurstofconsumptie 

u-decaan. Hij tracht dit te verklaren 

een afwij vertoonde 

door aan te tonen, dat 

bij 

al-

leen u-decaan een ringachtige structuur zonder uitstekende methyl­

eindgroep kan aannemen. In het algemeen komt de afwijking juist bij 

hogere n-alkanen voor. - . 23 -. 

Af1vijkingen bij u-alkanen met 4 tot 8 C-atomen treden eveneens op. 

Deze afi·JÎjkingen zullen waarschijnlijk een gevolg zijn van de to­

xische eigenschappen van de lagere, vloeibare alkanen (92). 

Voor een goede groei van micro-organismen op koolwaterstoffen is een 

groot grensvlak koolwaterstof/cultuurvloeistof noodzakelijk. Door 

de koolwaterstof te dispergeren - door schudden, door inblazen van 

lucht of door roeren - wordt het grensvlak vergroot. Just (29) maak­

te gebruik van een sterke beluchting (tot 400 vol/vol/uur). Vóór 

Just werd echter nauwelijks gebruik gemaakt van agitatie. Alleen 

Tausz (93) in 1919 en Haag (94) in 1926 pasten schudcultures toe. 

Men was zich echter wel bewust, dat voor een goede groei een groot 

grensvlak noodzakelijk was. Teneinde dit te bereiken, maakte men ge­

bruik van verschillende methoden: 

adsorptie van koolwaterstoffen op vaste stoffen als aarde, 

siliciumdioxyde, ijzerdioxyde (95), zand, kieselguhr, caseïne (96); 

verpoederd glas (97), glaswol (14) en (volgens octrooien uit 1965) 

zeolieten (98) en metaal- of kunststofgaas (99), 

emulgeren en vervolgens doen geleren door .toevoeging van 

arabischegom (14), klei (100), bentoniet (86), gom (101), 

verdelen van vaste paraffine in snippers, spanen, schaaf­

sel, dunne laagjes door kristallisatie (102) (103) (104) (105), 

toevoegen van vaste paraffine in gesmolten toestand, \vaar­

door na stollen een onregelmatig oppervlak ontstond (13), (93). 

Indien het fermentatievat niet te groot is, is het mogelijk door 
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sterk roeren een voldoend groot grensvlak te verkrijgen (63). 

fermentatievaten van industriële afmetingen kan men de koolwater­

stoffen verstuiven of homogeniseren en de emulsie stabiliseren (64). 

Micro-organismen bezitten een zekere affiniteit voor het Hater/olie 

grensvlak. De mate van affiniteit hangt af van het micro-organisme. 

Mudd (106) vond, dat bacteriën ophoopten in het grensvlak. Zuurvaste 

bacteriën (Mycobacteriurn) waren weinig stabiel in het grensvlak en 

\verden bijna kwantitatief in de oliefase opgenomen. Reed (107) con­

stateerde, dat zuurvaste bacteriën geheel opgenomen werden in de 

oliefase. Saz (108) stelde vast, dat teriurn kwantitatief naar 

het grensvlak migreerde. Volgens Raymond (109) heeft Nocardia een 

zeer sterke affiniteit voor het grensvlak, ter.vLjl de affiniteit van 

Pseudomonas en gisten veel geringer is. 
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2. MICRO-ORGANISMEN, CULTUURMEDIUM, MEETMETHODEN 

Voor het onderzoek werd gebruik gemaakt van de, uit een collectie 

afkomstige, : Candida lipolytica C.B.S. 599, Candida 

C.B,S. 94 en Candida intennedia C.B.S. 572. 

De reincultures >verden instandgehouden op het synthetisch medium 

volgens Wickerham (Difco's yeast morphology agar). Overenten vond 

éénmaal per maand plaats. 

De reincultures werden voorgekweekt op koolwaterstoffen, Deze (voor­

reincultures werden gehandhaafd in schudculture, op het 

Miller-medium. Elke 24 uur werd overgeënt. Bij het 

overenten bevonden de cultures zich in de exponentiële groeifase. 

het onderzoek werd steeds toegepast het Miller-medium (110), 

met groeistoffen, als volgt 

KH2P04 5.0 gr CuS04 5H20 80 pgr 

MgS04 7H20 2.5 gr KJ 200 pgr 

0.4 gr FeCl3 6H2o 400 pgr 

NH4Cl 7.0 gr MnS04 H20 800 pgr 

Gistextract (Difco) 0.2 gr Na21'1o04 HzO 400 pgr 

ZnS04- 7H2ü 800 )lgr 

~edestilleerd water tot l liter. 

Als koolwaterstoffen lverden toegepast : n-hendecaan tot n-nona-

decaan. De u-alkanen (merk Fluka) hadden een zuiverheid groter dan 

99 mol %. Een uitzondering vormde n-heptadecaan, dat een zuiverheid 

groter dan 95 mol % had. De n-alkanen werden opgenomen in vloeibare 

paraffine. De vloeibare paraffine, s.g. 0.883, was van het merk 

B,D.H. Voor het onderzoek naar de groei van gisten op van 

meer dan twee koolwaterstoffen, werd gebruik gemaakt van een Kuwait 

zware gasolie. Deze gasolie, kooktraject 2180 C tot 3490 C,bevatte 

17.4% u-alkanen, voornamelijk n-decaan tot en met n-eicosaan. Het 

percentage n-alkanen lager dan n-decaan en hoger dan n-eicosaan was 
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te verwaarlozen. 

Bij alle proeven werd als schuimbestrijdingsmiddel 0.5 gr Antifoam-C 

(merk Dow Corning) per liter cultuurvloeistof toegevoegd. 

Als maat voor de gistconcentratie werd gebruikt het gewicht van de 

drogestof per volume-eenheid cultuurvloeistof. De drogestofconcen­

tratie werd als volgt gemeten 

direct 

indirect 

- door klassieke drogestofbepaling. 

- door bepaling van de sedimenthoog-

te in hematokrietbuizen. 

- door bepaling van de gevormde hoe­

veelheid zuur. 

De bepaling van de sedimenthoogte en de bepaling van de gevormde 

hoeveelheid zuur werden geijkt tegen de klassieke drogestofbepaling. 

Voor de bepaling van de hoeveelheid n-alkanen werden twee methoden 

toegepast, qe gaschromatografische methode en de brekingsindexmetho­

de. De hoeveelheden van de verschillende n-alkanen in de Kuwait 

zware gasolie werden alleen langs gaschromatografische weg bepaald. 

2. I . Micro-organismen. 

2.1.1, Ophoping. 

Voor het verkrijgen van koolwaterstof-aantastende micro-organismen 

wordt uitgegaan van ophopingsculturen. Een cultuurmedium (al of niet 

aangevuld met groeistoffen) wordt ge~nt met een grondmonster, met 

rioolwater of met andere "bronnen" van micro-organismen. Verschil­

lende auteurs (111) (112) hebben aangetoond, dat de micro-flora van 

de grond verandert, indien de grond doordrenkt wordt met koolwa­

terstoffen. Het aantal micro-organismen daalt aanvankelijk, neemt 

dan toe en bereikt uiteindelijk een waarde, hoger dan normaal. Ande­

re micro-organismen hebben de overhand gekregen, Men kan daarom ook 

uitgaan van grondmonsters verkregen uit de nabijheid van oliebronnen 

of van aarde die met petroleum is voorbewerkt (10) (11) (29) (37) 

(88) (110) (113) (114) (115) (116) (117) (118) (119). 
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Gebleken is (I 20), dat steeds dezelfde soorten opgehoopt Horden, 

vooral soorten van de geslachten Hycobacteriurn, Nocardia en Pseudo-

monas. Finnerty (121) zouden soorten die geen koolwaterstof-

fen aantasten maar wel vetzuren, de overhand krijgen. Teneinde deze 

ongewenste selectie tegen te gaan, past hij "transfer enrichment" 

toe. Dit houdt in dat de cultures tijdens het ophopen vaker over­

geënt ••orden dan normaal gebruikei ijk is. Hierdoor zou ophopen van 

afbraakprodukten voorkomen worden, De methode ~s afgeleid van de 

"steady state enrichment" volgens Palroer (122). Het deze methode was 

Finnerty in staat om een groter aantal koolwaterstof-aantastende 

soorten te isoleren dan met de conventionele (statische) ophopings­

methoden. 
Gateliier (123) (124) 

media bacteriën, 

aan hoe door toepassing van selectieve 

dan wel schimmels opgehoopt kunnen \vorden. 

Door verschillende onderzoekers werd een zeer groot aantal koolwa­

terstof-aantastende geïsoleerd (41) (89) (125) (126) 

(127) (128) (129). 

In veel gevallen blijft identificatie van de geïsoleerde micro-orga­

nismen achterwege. Dit is op zichzelf niet verwonderlijk. Identifi­

catie van geÏsoleerde micro-organismen is het werk van specialisten. 

Wanneer echter Raymond (130) gegevens publiceert over een gist die 

"waarschijnlijk een Candida was" en Milier (110) spreekt over "een 

gist, gelijkend op Candida intermedia", dan kan men stellen dat dit 

op zijn minst uitermate bezwaarlijk is. 

2.1.2. Micro-organismen uit "collecties". 

Het is mogelijk uit te gaan van reincultures afkomstig uit bestaande 

collecties (40) (89) (125) (127) (131) (132) (133). Alleen Hopkins 

(103) had hiermee geen succes. Hicro-organismen afkomstig uit col­

lecties dienen voorgekweekt te worden op koolwaterstoffen. Champag­

nat (61) beschrijft het voorkweken. Voor gisten gebeurt dit als 

volgt : enten, 3 dagen bebroeden 30° C onder mechanische agita-

tie, overenten in vers medium, 3 dagen bebroeden, waarna de-
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zelfde be\•erkingen 4 à 5 maal herhaald worden. 

Gatellier (134) heeft aangetoond, dat sneller een goede groei ver-

wordt, indien aan de aardoliefractie een hoeveelheid ruwe 

aardolie wordt toegevoegd. Aangenomen moet daarom \vorden dat er in 

de rm•e aardolie bepaalde stoffen aanHezig n, die beter assimi­

leerbaar zijn dan de stoffen in de toegepaste aardoliefractie. 

Fredericks (135) heeft nagegaan hoe de groei verandert, indien over­

gegaan wordt op een andere koolwaterstof. Op grond van zijn resulta­

ten heeft hij een volgorde van assimileerbaarbeid opgesteld. 

Het voor~•eken volgens Champagnat duurt 18 tot 21 dagen. Daarom is 

nagegaan of een zo langdurige voorkweek noodzakelijk is. Uit tabel I 

dat Candida C.B.S. 599 en Candida trcpicalis 

C.B.S. 94 bij overgang van koolhydraatsubstraat op koolwaterstof­

substraat, binnen 24 uur een goede groei vertoonden. 

2.1.3. Keuze van micro-organisme voor het onderzoek. 

Teneinde de kostprijs van het eiwit zo laag mogelijk te houden, zal 

het noodzakelijk blijken om het proces uit te voeren onder niet a­

septische omstandigheden. Wel zal door geschikte maatregelen ge­

tracht moeten >vorden de kans op infectie te verkleinen. Onder deze 

maatregelen valt bijv. de ont van de fermentatievaten. De 

kans op infectie kan worden verkleind door de omstandigheden (tempe­

ratuur, pH) en de samenstelling van het cultuurmedium zodanig te 

kiezen, dat deze gunstig zijn voor de ont\vikkeling van de ge,•enste 

soort en ongunstig voor de van ongewenste soorten.Onder 

extreme omstandigheden - hoge temperatuur, lage pH - zullen slechts 

weinig soorten zich kunnen ontwikkelen. Bij voorkeur zal daarom een 

sooTt 'gekozen worden die zich onder extreme omstandigheden optimaal 

ontwikkelt. Daar zeer veel soorten groeistoffen hebben voor 

goede groei, zal bij voorkeur een soort gekozen worden die geen 

groeistoffen nodig heeft. 

Bij veel bacteriesoorten is toevoeging van groeistoffen niet noodza­

kelijk. Een nadeel is dat voor goede groei van bacteriën op koolwa-
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terstoffen de pH in het algemeen 6 à 8 dient te zijn. Dit pH-traject 

is gunstig voor veel bacteriesoorten, 

van infectie groot is. De afscheiding 

bacterie-mengsel is moeilijk. 

zodat de kans op het optreden 

van bacteriën uit een olie/ 

Voor gisten is in het algemeen toevoeging van groeistoffen noodzake­

lijk (136) (137) (138) (139). Voor goede groei op koolwaterstoffen 

dient de pH 3 - 5 te zijn. Dit is gunstig. De afscheiding van 

ten uit een olie/gist-mengsel is betrekkelijk eenvoudig. 

Na afwegen van de voor- en nadelen werd besloten voor het onderzoek 

gebruik te maken van gisten, meer in het bijzonder van giststammen 

afkomstig uit collecties. Onderzocht 1verden 12 reincultures, beho­

rende tot 8 soorten van het geslacht Candida -tabel 2-. De stammen 

waren afkomstig van het Centraal Bureau voor Schimrnelcultm;es, Afde­

ling Gisten, Delft (C.B.S.); van de National Collection of Yeast 

Cultures, Nutfield, England (N.C.Y.C.) en van het Northern Regional 

Research Laboratory, Peoria, Illinois, U.S.A. (N.R.R.L.). Voor toe­

passing bij het onderzoek 1verden tenslotte gekozen. : Candida _____ _c___c__ 

tica C.B.S. 599, Candida C.B.S. 94 en Candida intermedia 

C.B,S. 572. 

2.2. Cultuurmedîum. 

2.2.1. Groeîstoftoevoeging. 

In de literatuur worden een groot aantal cultuurmedia gegeven die 

geschikt zijn voor het isoleren van micro-organismen (13) (49) (61) 

(110) (123) (130) (140) (14!). In het algemeen bevatten deze media 

geen groeistoffen. Hildiers ( 142) heeft be't~ezen dat er voor 

naast anorganische zouten en een koolstofbron, nog andere stoffen 

nodig zijn. Deze onbekende stoffen noemde hij bios. Tegenwoordig 

kent men een groot aantal groeistoffen. Voor de gistgroei zijn be­

langrijk : biotine, pantotheenzuur, thiamine, riboflavine, nicotine­

zuur en para-aminobenzoëzuur. 

Gisten zijn in staat een V00rraad groeistoffen aan te leggen. Na 
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overenten in een medium dat alleen anorg?.nische zouten en een kool-

~ stofbron bevat, kunnen de gisten zich vermenigvuldigen dank zij hun 

voorraad groeistoffen. h'il men de noodzaak van groeistoftoevoeging 

aantonen, dan moet tijdens de proef enkele malen overge~nt worden in 

een vers medium. In dit geval kàn worden aangenomen dat de voorraad 

verbruikt is en dat groeistoffen, die eventueel bij de eerste enting 

meegekomen zijn, voldoende verdund zijn. Van de in de literatuur ge­

noemde media is gekozen het Niller-medium (11 0), omdat voor dit me­

dium de hoeveelheid spore-elementen nauwkeurig is aangegeven. Cham­

pagnat (61) voorziet in spore-elementen door toevoegen van kraanwa­

ter. 

In tabel 3 is de opbrengst aan drogestof bij groei op het t-Hller­

medium, bij verschillende concentraties gistextract, aangegeven. In­

dien geen gistextract wordt toegevoegd, is toch groei mogelijk. De 

groei is echter gering, zodat (bij 240 maal verdunnen) na drie over­

entingen de kolf "leeggespoeld" is. Uit de tabel blijkt dat reeds 

een zeer geringe concentratie - 0.002 % gistextract - voldoende is. 

Teneinde bij het onderzoek bij hogere celconcentraties groeistofli­

mitering te voorkomen, is gebruik gemaakt van een 10 maal hogere 

concentratie, dus van 0.2 gr gistextract per liter cultuurvloeistof. 

Daar de samenstelling van het gistextract niet bekend is, is nage­

gaan of toevoeging van vitaminen in bekende hoeveelheden goede re­

sultaten gaf. In tabel 4 is de opbrengst aan drogestof, bij groei op 

het Miller-medium, met als groeistoftoevoeging achtereenvolgens : 

biotine, vitaminen volgens Ter Karapetyan (143) (144) en gistextract 

gegeven. Hieruit blijkt dat in alle gevallen dezelfde eindconcentra­

tie bereikt wordt. Bij toevoeging van gistextract neemt echter de 

opbrengst in het begin sneller toe en daarom verdient gistextract­

toevoeging de voorkeur. 

2.2.2. Toevoeging chemische schuimbestrijdingsmiddelen. 

Bij de kweek van gisten in een medium met koolhydraten kan schuim­

vorming optreden (137) (145). De oppervlakactieve stoffen die de 
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schuimvorming veroorzaken, zijn in het 

(bijv. de ligninen in de sulfietloog) 

uitgangsmateriaal 

en/of ze worden 

aanwezig 

dens de 

gisting gevormd. De gistcellen dragen bij tot de stabilisering van 

de schuimlaag, daar ze zich door flotatie ophopen in het schuim en 

een soort "geraamte" vormen. De gist in de schuimlaag komt niet vol­

doende in contact met de voedingsoplossing en met de zuurstof, ter­

wijl de gevormde warmte slechts ten dele afgevoerd kan worden, waar­

door de temperatuur in de schuimlaag oploopt. Deze is slecht 

van kwaliteit en neemt niet meer aan het groeiproces deel, zodat de 

opbrengst laag is. 

cultiveren van de gist in schudkolven treedt dit verschijnsel 

heel sterk op, terwijl bovendien de schuimlaag zich bevindt tussen 

vloeistof- en gasfase en zo de overdracht van zuurstof verhindert. 

Er ontstaat een anagrobe toestand en de neemt sterk 

af. 

Bij het geroerde vat met keerschotten treedt flotatie eveneens sterk 

op. De gist (146) wordt boven de schuimlaag afgezet tegen de wanden 

van het vat. De schuimlaag bevindt zich als een practisch irnmo-

biele laag boven op de vloeistof. 

dat bij dit type de schuimhoeveelheid 

tenslotte het vat overschuimt. Daar bij 

het vat ,.;ordt ingebracht, heeft de 

zuurstofoverdracht. 

dient vermeld te worden, 

met de d toeneemt, zodat 

dit type de lucht onder ln 

geen invloed op de 

Voor fermentatoren van het "Vortex" type (en ook voor gemodificeerde 

"Vortex" systemen als de Waldhof , wordt gesteld, dat geen 

schuim optreedt, omdat door de Vertex werking het gevormde schuim 

ogenblikkelijk vernietigd •..rordt. Chain ( 146) heeft bewezen, dat wel 

degelijk een hoeveelheid schuim is, doch dat een station-

aire toestand bereikt wordt, waarbij schuimafbraak en schuimvorming 

met elkaar in evenwicht zijn. Het schuim is opgenomen in de vloei­

stof en vormt hiermede een stabiel geheel. Het flotatie-effect is 

waarschijnlijk gering of zelfs Chain heeft aangetoond, met 

behulp van schuimbestrijdingsmiddelen, dat de aanwezigheid van dit 

schuim in de vloeistof de van zuurstof sterk belemmert. 

Mechanische schuimbes - schuimbrekers, afzuigen via "Düsen", 



ultrasone trillingen etc. - zijn tot nu toe geen succes gebleken. In 

de worden chemische bestrijdingsmiddelen - antifaam agents, 

in de wel "gistingsvet" genoemd - toegevoegd. 

Bij de kweek van op koolwaterstoffen doen zich genoemde ver-

in versterkte mate voor. De schuimvorming is sterker, 

omdat de beluchting krachtiger moet zijn. De lucht -behoefte is 

groter, daar het n-alkaanmolecuul geen zuurstof bevat (147)(148) 

en omdat de in verband met de emulsievorming krachtiger 

moet zijn. De is sterker, omdat het soortelijk ge-

wicht van het /alkaan-complex lager is dan het soortelijk ge-

wicht van de 

Robinson 

stellen aan 

een theoretische beschouwing over de eisen te 

dingsmiddelen, terwijl Gaden (150), in een 

bijzonder goed overzicht, niet alleen de schuimbestrijding, doch ook 

de schuimvonning nagaat. Een overzicht van de verschillende in de 

handel zijnde schuimbestrijdingsmiddelen - fabrikaat, chemische sa­

menstelling- wordt gegeven door Goldschmidt (151). Ghosh (152) 

deelt ze in - op basis van olie, vetzuren, siliconen etc. - en gaat 

voor verschillende stoffen het schuimbrekend vermogen na. 

Corman (153) vond, dat toevoeging van 200 p.p.m. aan sulfietop­

lossing de zuurstofoverdracht (O.A.R.-oxygen absorption rate, mol./ 

liter uur) terugviel tot 12 %, tenvijl Deindoerfer (154) (30 p.p.m. 

opgenomen in 1000 p.p.rn. Carrier) in een fermentatiemedium een ver­

mindering tot 50 % constateerde. Deindorfer meende, dat door de 

schuimbestrijdingsmiddelen de filmweerstand toenam als gevolg van 

adsorptie aan het oppervlak van de luchtbellen. Nu is het vrij on­

aannemelijk, dat in een zo medium een dergelijke kleine 

toevoeging (p.p.m.) in staat is door adsorptie de weerstand veel te 

wijzigen. Aiba (155) - die met een zeep, natrium laurylsulfaat, in 

een l % NaCl oplossing werkte - vond bij toevoeging van 100 p.p.m. 

een daling van de zuurstofoverdrachtscoëfficiënt tot 25 %. Hij kwam 

tot de conclusie, dat de zeep een soort kalmerende invloed had op 

de oscillaties en andere bewegingen van het belop­

pervlak. Corman, Deindoerfer en Aiba werkten echter met niet-schui­

mende vloeistoffen. 
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Bij schuimende vloeistoffen heeft de toevoeging twee effecten tot 

gevolg. Er is een positief effect, de vernietiging van het schuim 

en een negatief effect, de verlaging van de zuurstofoverdracht. 

Helk effect in een bepaald geval doorslaggevend is, is zonder meer 

niet uit te maken. Bij schudkolven geeft toevoeging van schuimbe­

strijdingsmiddelen in het algemeen grote verbetering van de zuur­

stofoverdracht. Phillips (156) vond bij een geroerd vat met keer­

schotten een afname van de O.A.R. (tot 50 %) door toevoeging van 

schuimbestrijdingsmiddelen. Chain (146) vond bij "Vortex" aeratie 

(schuimende vloeistof), dat de O.A.R., na toevoeging, met een factor 

10 toenam. 

In tabel 5 is de groei met en zonder Antifoam-C (Dow Corning) weer­

gegeven. Duidelijk blijkt, bij afwezigheid van Antifoam, dat de gist 

zich na zekere tijd gaat ophopen in de schuimlaag (teruglopen van 

de gistconcentratie). De totale hoeveelheid gist- in vloeistof en 

in schuimlaag - is geringer dan bij toevoeging van Antifoam. 

In de literatuur zijn weinig gegevens te vinden over de concentra­

tie van gistingsvet. Dit is niet verwonderlijk, in aanmerking geno­

men dat het vet naar behoefte (met behulp van schuimdetectoren) ge­

doseerd wordt. Bovendien lopen de in de praktijk gebruikte voedings­

media sterk uiteen in schuimend vermogen. Ballis (157) noemt een 

concentratie van 1.5% betrokken op de opbrengst aan droge 

Reiff (137) geeft op 0.8 - 4 %, eveneens betrokken op de opbrengst 

drogestof. Champagnat (58) noemt 0.1 gew. %betrokken op de water­

fase. Gaat men uit van 30 gr. (drogestof) per liter en 2 

(gew) % Antifoam (betrokken op de drogestof), dan komt men tot een 

toevoeging van maximaal 0.6 gr/liter 

De invloed van Antifoam-C concentratie is nagegaan - tabel 6 -. In 

schudkolven, bij een gistconcentratie van 3 gr drogestof per liter, 

is 0.03 gr Antifoam-C per liter reeds voldoende. Bij fermentatie­

vaten - hogere gistconcentratie, sterke beluchting zal een hogere 

Antifoam-C concentratie nodig zijn. Aan het cultuurmedium is bij al­

le proeven 0. 5 gr. Antifoam- C per liter toegevoegd. Uit tabel 6 

blijkt, dat deze concentratie niet schadelijk is voor de gistgroei. 
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2.2.3. Koolwaterstoffen. Vloeibare paraffine als oplosmiddel voor 

n-alkanen. 

Bij de fermentatievaten, toegepast in dit onderzoek, vindt de tempe­

ratuurregeling plaats door koelspiralen. De glaswand boven het 

vloeistofniveau is op de omgevingstemperatuur, 20° C. Door opspat­

ten zal zich regelmatig n-alkaan afzetten tegen de glaswand boven 

het vloeistofniveau. Deze n-alkaan druppels zullen echter na korte 

tijd weer terugvallen in de vloeistof. Bij toepassen van n-heptade­

caan (smeltpunt + 22° C) en n-octadecaan (smeltpunt + 28° C) zal het 

opgespatte n-alkaan kristalliseren tegen het genoemde deel van de 

cylinderwand en dus blijvend onttrokken zijn aan de vloeistof. Daar­

om moeten deze n-alkanen opgenomen worden in een oplosmiddel. n-No­

nadecaan en hogere n-alkanen zijn vast bij de toegepaste fermenta-­

tie-temperatuur (30° C). Ook voor dezen-alkanen geldt dus, dat ze 

opgenomen moeten worden in een oplosmiddel (bij dit onderzoek is 

niet gewerkt met n-alkanen in vaste toestand). Het oplosmiddel mag 

niet toxisch en niet vluchtig zijn. Bovendien mag het oplosmiddel 

niet geschikt zijn als koolstof- en energiebron. Miller (110) (158) 

gebruikt als oplosmiddel het 2, 6, 10, 14-tetramethylpentadecaan 

(pristane). 

De volgende oplosmiddelen werden op hun bruikbaarheid onderzocht -

tabel 7 -

pristane 

vloeibare paraffine, lichte fractie, s.g. 0.830 - 0.870 

vloeibare paraffine, zware fractie, s.g. 0.865 - 0.890 

De onderzochte oplosmiddelen waren niet-toxisch en niet-vluchtig. Op 

pristane en op vloeibare paraffine, lichte fractie, was enige groei 

merkbaar. Op vloeibare paraffine, zware fractie, werd geen groei 

geconstateerd. Bij toepassen van n-alkanen in combinatie met de ge­

noemde oplosmiddelen zijn geen aanwijzingen gevonden voor het optre­

den van co-oxydatie. 

Als oplosmiddel - in het vervolg te noemen inerte olie - is daarom 

toegepast vloeibare paraffine, zware fractie s.g. 0.865 - 0.890, 

merk B.D.H. (Voor het gehele onderzoek is gebruik gemaakt van een 
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bepaalde batch, s.g. 0.883, zodat de samenstelling steeds dezelfde 

was). 

Teneinde de groei van Candida op de verschillende n-alka-
----------~~----

nen te kunnen vergelijken, moeten de omstandigheden dezelfde zijn. 

Daarom zijn de bij dit onderzoek toegepaste alkanen (n-hendecaan tot 

en met n-nonadecaan) steeds opgelost in de inerte olie. 

2.3. Meetmethoden. 

2.3.1. Bepaling van de gistconcentratie. 

Het aantal methoden om de concentratie van micro-organismen in een 

cultuurvloeistof te bepalen, is zeer groot (159) (160) (161). Ze 

worden onderscheiden in methoden ter bepaling van het aantal levende 

micro-organismen (kiemgetal) en methoden ter bepaling van de op­

brengst aan celmateriaal (totaalbepaling). Bij de totaalbepaling 

wordt geen onderscheid gemaakt tussen levende en dode cellen. Er 

zijn echter methoden bekend om het percentage dode cellen in een 

cultuurvloeistof te bepalen (162) (163) (164). 

De bepaling van het kiemgetal berust op kweken op 

(petri-schalen, rolbuis). Methoden, gebaseerd op de 

voedingsbodems 

totaalbepaling 

zijn o.a.: drogestof, ook bepaling stikstof, aminozuren, enzymen. 

microscopische telling (hemacytometer). 

troebeling (159) (165) (166). 

viscositeit van de suspensie (161). 

gewicht natte koek, via filtreren of centrifugeren (161). 

soortelijk gewicht van de suspensie (167) (168). 

sedimenthoogte in hematokrietbuizen (169). 

sedimentvolume (87) (121) (126) (170). 

Tegen alle methoden zijn bezwaren in te brengen : 

kiemgetal maakt geen onderscheid tussen grote en kleine 

cellen, evenmin tussen losse cellen en meercel­

lige klompjes, waarvan de cellen niet zijn te 

scheiden. 
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drogestof 

troebeling 

sedimenthoogte 

- maakt geen onderscheid tussen protoplasma en 

de reservestoffen van de cel. De combinatie 

drogestof/stikstofgehalte heeft als bezwaar, 

dat de verschillende stadia van activiteit van 

het protoplasma niet tot uiting komen. 

- is niet alleen afhankelijk van het aantal, maar 

tevens van de grootteverdeling. Toepassing ~ij 

aanwezigheid van koolwaterstoffen is onjuist, 

omdat de koolwaterstofdruppels bijdragen tot de 

troebeling. Zijn uitsluitend verteerbare kool­

waterstoffen aanwezig, dan kan de methode toe­

gepast ••orden als de koolwaterstoffen verbruikt 

zijn. Een voorafgaande bewerking - behandelen 

met oppervlakactieve stof, centrifugeren, was­

sen, centrifugeren, suspenderen - is vanwege 

conglomeraatvorming volstrekt af te wijzen. 

- is afhankelijk van de osmotische druk en van de 

vorm van de cel. 

Er worden echter ook methoden toegepast die met het metabolisme van 

de cel samenhangen : kooldioxyde-ontwikkeling, zuurstofconsumptie, 

nitraat- of sulfaatreductie, zuurvorming, methyleenblauwreductie 

enz. Deze methoden zijn tot nu toe meer als aanwijzing voor de cel­

activiteit dan als maat voor de celopbrengst gebruikt. De reden 

hiervan is dat het verband tussen de celhoeveelheid en de genoemde 

grootheden niet éénduidig is. Söhngen (171) gebruikte de co2-produk­

tie als maat voor de oxydatiesnelheid van petroleum. Ullmann (33) 

vond dat de COz-produktie evenredig was met de gistconcentratie. 

Zowel de Oz-opneming als de COz-afgifte hangen sterk af van de aan­

wezigheid van assimileerbaar substraat. 

Indien men zich de beperkingen bewust is, dan is het gebruik van de 

genoemde grootheden als maat voor de concentratie van de micro-orga­

nismen,zeer aantrekkelijk. De meeste grootheden : co2-ontwikkeling, 

Oz-consumptie, zuurvorming, zijn continu meetbaar zodat continure­

gistratie van de gistconcentratie mogelijk is. 
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2.3.1.1. Bepaling droge stof. 

Als fundamentele grootheid voor het bepalen van de groei van gist­

cellen werd gekozen de hoeveelheid droges tof. 

De drogestofbepaling werd als volgt uitgevoerd : 40 ml van de cul­

tuurvloeistof 1.verd geschud met 40 ml van een I % Teepoloplossing en 

gecentrifugeerd. De afgescheiden olie 1.-Jerd, onder de microscoop, on­

derzocht op gistcellen. Het sediment werd tweemaal gewassen met de 

1 % Teepoloplossing en tweemaal met gedestilleerd water. Vervolgens 

werd het sediment onder vacuum gedroogd bij 600 C en nagedroogd bij 

1050 C tot constant gewicht. 

2.3.1.2. Bepaling drogestof m.b.v. sedimenthoogte. 

Naast de drogestofbepaling bestond behoefte aan een snelle methode. 

De bepaling van de sedimenthoogte, een nauwkeuriger uitvoering van 

de sedimentvolumebepaling, is geschikt als snelle methode. 

De voor dit onderzoek gemodificeerde hematokrietbuis had een groot 

reservoir, inhoud ca. 10 ml. Hierdoor was het mogelijk bij lage 

gistconcentraties toch een grote nauwkeurigheid te bereiken. Het ca­

pillair had een lengte van 8 cm. (onderverdeeld in 80 schaaldelen)en 

een diameter van I mm. 

De bepaling werd aldus uitgevoerd. Het monster werd verdund met I % 

Teepoloplossing. Verdunning van 2 x tot 40 x, afhankelijk van de 

gistconcentratie. Na schudden werd 8 ml van het verdunde monster 

in het reservoir van de hematokrietbuis gebracht en gecentrifugeerd 

gedurende 10 minuten (inclusief aanlopen, exclusief uitlopen van de 

centrifuge). Toerental 3000 offi\V/min., relatieve centrifugaalversnel­

ling aan begin capillair + 500 g., aan eind capillair + 1500 g. 

De sedimenthoogte is afhankelijk van de vorm van de cel. Voor elke 

soort 1.-Jerd daarom een ijkkromme opgesteld. In fig. I is de ijkkromme 

van Candida C.B.S. 94 gegeven. Ten gevolge van gewijzigde 

omstandigheden of door mutatie kan de vorm van de cellen veranderen. 

Gedurende het onderzoek werden daarom de ijkkrommen regelmatig ge-
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controleerd. Hijziging van de ijkkrormnen tijdens het onderzoek is 

niet noodzakelijk gebleken. De verschillen tussen de controles waren 

gering en vielen binnen de meetfouten. 

2.3.1.3. Bepaling drogestof door titratie. 

In het algemeen ontstaat bij groei van gisten op koolwaterstoffen 

celmateriaal, C02 en H20. Andere eindprodukten zijn weliswaar aan­

getoond, maar deze hoeveelheden zijn uiterst gering. (Hierbij wordt 

afgezien van die gevallen, waarbij de gistcellen door speciale maat­

regelen andere produktengaan vormen). Door de assimilatie van het 

ammonium-ion wordt een corresponderende hoeveelheid waterstofionen 

vrijgemaakt. De hoeveelheid loog die wordt toegevoegd, om de pH op 

constante waarde te houden is dus een maat voor de groei van de 

gist. De hoeveelheid loog zal variëren met NH4-zout, met n-alkaan, 

met micro-organisme en met de omstandigheden. Het toepassen van deze 

methode is dus aan beperkingen onderhevig. 

In fig. 2 is het verband weergegeven tussen de toegevoerde hoeveel­

heid loog en de gevormde hoeveelheid drogestof. De grafiek geldt 

voor Candida lipolytica C.B.S. 599, gegroeid op het gemodificeerde 

Miller-medium en op n-hexadecaan als koolstofbron bij een tempera­

tuur van 30° C en een pH van 4.0. Elk meetpunt is verkregen door een 

ladingsgewijze proef (in fermentatievat) in een willekeurig stadium 

van de vergisting af te breken en de drogestofconcentratie te be-

palen. Voor elke combinatie gistsoortin-alkaan werd een ijkgrafiek 

opgesteld. Uit de grafiek blijkt, dat de hoeveelheid drogestof ge­

vormd recht evenredig is met de hoeveelheid loog toegevoerd. De 

evenredigheidsconstante is afhankelijk van de genoemde condities. 

2.3.1.4. De economische coëfficiënt. 

Onder de economische coëfficiënt (e.c.) wordt verstaan de gevormde 
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gewichtshoeveelheid drogestof per verbruikte gewichtseenheid kool­

stofsubstraat, dus 

kg drogestof gevormd 
e.c. kg koolstofsubstraat verbruikt 

Op dezelfde wijze kan men de gevormde hoeveelheid eiwit of de ge-

vormde hoeveelheid vet betrekken op de verbruikte hoeveelheid kool­

stofsubstraat. Men spreekt dan van eiwitcoëfficiënt resp. vetcoëffi­

ciënt. In de Angelsaksische literatuur wordt in plaats van de bena­

ming economische coëfficiënt de benaming "yield" (y) gebruikt. 

Bij de groei van gist op glucose wordt een economische coëffi­

ciënt van ongeveer 0.5 bereikt, terwijl in dit geval theoretisch een 

Haarde van ongeveer 0.6 mogelijk is. 

Daar de n-alkanen geen zuurstof bevatten, is te verwachten dat de 

economische coëfficiënt bij groei van gisten op koolwaterstoffen 

groter is dan bij groei op koolhydraten. Darlington (147), bij zijn 

berekening van de zuurstofbehoefte, pastzelfs.een economische coëffi­

ciënt van I .5 toe. 

In fig. 3 is het verband weergegeven tussen de hoeveelheid loog toe­

gevoerd en de hoeveelheid n-alkaan verbruikt, voor de meetpunten van 

fig. 2. In tabel 8 zijn alle waarden opgenomen, alsmede de waarden 

van de economische coëfficiënt. Hoewel de spreiding in de waarden 

van de economische coëfficiënt groot is, blijkt uit de metingen dat 

gedurende een ladingsgewijze proef de economische coëfficiënt con­

stant is. 

2.3.1.5. Bepaling van de groeikromme. 

Bij elke ladingsgewijze proef werden bepaald : de totale hoeveelheid 

drogestof gevormd (volgens 2.3.1.1 .), de titratie çurve en de sedi­

menthoogten op enkele tijdstippen. Uit de totale hoeveelheid droge 

stof gevormd en de totale hoeveelheid loog toegevoerd werd de even­

redigheidsconstante voor de desbetreffende proef berekend. Combina­

tie van de evenredigheidsconstante met de titratie-tijdkromme gaf de 

groeikromme. De tot drogestofconcentraties 

hoogten dienden als controle. 

omgewerkte sediment-
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2.3.2. Bepaling van de alkaan-concentratie en van de alkaan-belas­

ting. 

Normaal-alkanen zijn weinig reactief. Chemische bepalingsmetheden 

komen niet in aanmerking. In verband met de beschikbare meetappara­

tuur werden als fysische methoden alleen de refractometrische en de 

gaschromatografische methode toegepast. 

Bij het onderzoek zijn de n-alkanen opgenomen in de inerte olie of 

in de gasolie. De refractometrische bepaling is alleen mogelijk bij 

zeer eenvoudige systemen. Het is tevens noodzakelijk, dat de olie 

afgescheiden wordt. De methode kan worden toegepast indien grote 

monsters ter beschikking staan. Voor meervoudige n-alkaan-systemen 

en voor gasolie is de refractometrische bepaling alléén niet vol­

doende. In dat geval moeten, naast de brekingsindex, nog de densi­

teit en het moleculairgewicht bepaald worden. Van deze n-d-M metho­

de is, gezien de onnauwkeurigheid van de moleculairgewichtbepaling, 

afgezien. 

Het is onmogelijk om een representatief monster van een emulsie in 

de gaschromatograaf in te spuiten. De oliefase moet dus afgeschei­

den worden of de oliefase moet opgenomen worden in een, met de wa­

terfase niet mengbaar, oplosmiddel. Daar de monsters bij de ladings­

gewijze proeven in het algemeen klein zijn, is voor de gaschromati­

sche bepaling de oliefase steeds opgenomen in een oplosmiddel. 

2.3.2.1. Refractometrische bepaling. 

Het verband tussen brekingsindex en het n-alkaangehalte van de olie 

werd voor elk n-alkaan door ijken vastgesteld. Het monster werd be­

handeld met een I % Teepol-oplossing en gecentrifugeerd. De 

scheiden olie werd onderzocht met behulp van een Abbe-refractometer. 

De Teepol-behandeling bleek geen invloed te hebben op de brekings­

index. 
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2.3.2.2. Gaschromatografische bepaling. 

Langs gaschromatografische #eg is het mogelijk de gewichtspercenta­

ges van de componenten in een mengsel te bepalen. Er geldt (172) 

Ai/Oi 

waarin H 

A 

0 

gewichtspercentage 

piekoppervlak 

specifiek piekoppervlak 

i, k aanduiding componenten. 

De sommering dient plaats te vinden over alle componenten in een 

mengsel Voor het toepassen van de formule is het dus noodzakelijk, 

dat het specifiek piekoppervlak van elke component bekend is, ter­

wijl tevens alle componenten vluchtig dienen te zijn. Daar in het 

algemeen aan één van beide eisen niet zal zijn voldaan, is de for­

mule slechts zeer beperkt toepasbaar. 

Voor twee componenten in een mengsel van meerdere componenten geldt 

Wi Ai/Oi 

Wj Aj/Oj 

Indien nu het gewichtspercentage van één der componenten bekend is, 

is het gewichtspercentage van de tweede component te berekenen, aan­

genomen, dat Oi en Üj bekend zijn. De component waarvan het ge­

wichtspercentage bek~nd moet zijn, dient aan het monster te worden 

toegevoegd en ~vordt "inwendige standaard" genoemd. Een bijkomend 

voordeel is, dat de concentratie van de standaard zo goed mogelijk 

gelijk gemaakt kan worden aan de te verwachten concentratie van de 

te bepalen component. Afwijkingen ten gevolge van niet-lineariteit 

van de detektor kunnen aldus geëlimineerd worden. Bij de bepaling 

van meerdere componenten kan het soms nuttig zijn voor elke compo­

nent een aparte "inwendige standaard" toe te voegen. Dit is het ge­

val als er grote verschillen zijn in concentratie en als de compo­

nenten ver uiteen liggen. 

Van de oplosmiddelen die beproefd werden, bleek tolueen zeer goed te 

voldoen. De inwendige standaard werd opgenomen in het oplosmiddel. 
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2.3.2.3. Apparatuur. 

Voor het gaschromatografisch onderzoek werd gebruik gemaakt van een 

F en M-gaschromatograaf en van een Becker-gaschromatograaf. 

Gegevens F en H- gaschromatop.;raaf .model 500. 

kolom 

drager gas 

instelling 

2 meter, 4 mm. 0 inwendig, vulling apiezon JO % op gas­

ehrem 60/80 mesh, vulgewicht 8.4 gram. 

helium, overdruk aan ingang 1.5 atm., snelheid (uit 

luchtpiek) 0.05 m/sec. 

temperatuur, brugstroom en gevoeligheid afhankelijk van 

de te bepalen componenten. 

Gegevens Beeker-gaschromatograaf type 1433 VTH. 

kolom 4 meter, 4 mm. 0 , vulling apiezon 10% op gas­

ehram 60/80 mesh, vulgewicht 16.0 gram. 

drager gas 

instelling 

waterstof, overdruk aan ingang 2 atm., snelheid (uit 

luchtpiek) 0.10 cm/sec. 

brugstroom 250 mA, temperatuur en gevoeligheid afhanke­

lijk van de te bepalen component. 

2.3.2.4. Gaschromatografische bepaling bij enkelvoudig systeem. 

Als inwendige standaard werd een n-aikaan gekozen met I of 2 C-ato­

men meer of minder dan de te meten component. Voor elke n-alkaan 

combinatie werd de verhouding der oppervlakken door ijken 

vastgesteld. In tahel 9 zijn enkele resultaten weergegeven. 

Bij de gaschromatografische bepaling wordt de hoeveelheid n-alkaan, 

in het fermentatievat, bepaald. Aan de monstername dient de 

nodige aandacht te worden besteed. Bij monstername met de injectie­

spuit bleek de olie, ten gevolge van ontmenging, grotendeels in de 

spuit achter te blijven. Het was noodzakelijk de extractie ~n de 

spuit te doen plaatsvinden. De procedure was als volgt : injectie­

spuit wegen, monster nemen (grootte van het monster ongeveer één­

vierde van de inhoud van de spuit), wegen, extractievloeistof in­

trekken (hoeveelheid ongeveer éénvierde van de inhoud van de spuit), 



wegen. Gewichten van monster en extractievloeistof zijn nu bekend. 

De extractievloeistof bevat de inwendige standaard in bekende con­

centratie. De extractie moet met de nodige voorzichtigheid worden 

uitgevoerd. Bij sterk schudden vormt zich namelijk een bijzonder 

stabiele emulsie. 

In tabel JO zijn enkele resultaten van monstername en extractie op­

genomen. De concentratie bepaald via monstername en extractie vol­

doet binnen 5 % aan de werkelijke waarde. 

Indien meerdere n-alkanen ~•aren opgelost in de paraffine-al ie, werd 

in het algemeen ook van meerdere inwendige standaarden gebruik ge­

maakt. De procedure week in dit geval echter niet af van die bij 

aanwezigheid van slechts één u-alkaan. 

2.3.2.5. Gaschromatografische bepaling bij gasolie. 

Bij de kwantitatieve bepaling van n-alkanen in een inerte oliefase 

mag deze inerte oliefase geen stoffen bevatten met retentietijden, 

die van dezelfde orde van grootte zijn als van de te bepalen compo­

nent. De basislijn - het gaschromatogram van de inerte oliefase -

moet in het beschouwde gebied dus vlak zijn. Aan deze voorwaarde is 

voldaan bij vloeibare paraffine. Bij de bepaling van de n-alkaan 

concentratie in gasolie is aan deze voorwaarde echter niet voldaan. 

In de inerte oliefase van deze gasolie komen een groot aantal stof­

fen voor met retentietijden van dezelfde orde van grootte als van de 

n-alkanen. De basis lijn is zeer grillig van vorm - fig. 4 A. Om de 

n-alkaanconcentratie te bepalen moet het chromatagram van de in-

erte oliefase - de basislijn afgetrokken worden van het chro-

matogram van de gasolie. De bepaling vraagt dus tw~aal inspuiten, 

nl. inspuiten van een hoeveelheid van de gasolie en inspuiten van 

een overeenkomstige hoeveelheid van de inerte oliefase. Nu is echter 

inspuiten van overeenkomstige hoeveelheden practisch uitgesloten. 

Bij hoeveelheden in de orde van grootte van enkele ul worden grote 

fouten gemaakt • 

Schenck (173) heeft aangetoond, dat het mogelijk is de concentraties 
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van de n-alkanen te bepalen bij éénrnalig inspuiten. Het monster 

wordt gaschromatografisch gedetecteerd, door een moleculairzeef 

geleid, waarbij de n-alkanen weggenomen worden en opnieuw gedetec­

teerd. De methode vraagt een tweetal identieke detectiesystemen. Te­

vens is een onderzoek naar het al of niet volledig wegnemen van de 

n-alkanen door de moleculaire zeef noodzakelijk. 

Toepassing vraagt dus een zeer uitgebreid vooronderzoek. Daarom is 

van de methode afgezien. Voor de fout ten gevolge van het inspuiten 

werd gecorrigeerd door de inerte fase een aantal malen in te spuiten 

en hieruit dat chromatagram te kiezen, dat zo goed mogelijk aan­

sloot. 

De toegepaste gasolie bevatte de n-alkanen van n-decaan tot n-doco­

saan. Voor een goede bepaling moeten meerdere inwendige standaarden 

worden toegevoegd. Dit nu is bij gasolie onmogelijk. De grillige 

vorm van de basislijn maakt toevoeging van meerdere inwendige stan­

daarden zinloos. De bepaling is uitgevoerd met slechts één inwendige 

standaard. Tussen de pieken van n-octadecaan en n-nonadecaan is de 

basislijn betrekkelijk vlak. fig. 5. De gekozen inwendige standaard­

methyl palmitaat - heeft een retentietijd tussen die van de genoem­

de n-alkanen, fig. 4B en 6· 
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3. ONTWERP EN BESCHRIJVING VAN DE APPARATUUR 

Het inleidende onderzoek bruikbaarheid media, toe te passen micro­

organismen, invloed gistextract enz. - werd uitgevoerd in schudkol­

ven. Voor het eigenlijke onderzoek werd gebruik gemaakt van ferrnen­

tatievaten. 

De schudkolf - 300 ml. erlenmeyer - was voorzien van een keerschot. 

Dit glazen keerschot, lengte 80 mm., breedte 12 mm., was aan de bo­

dem vastgesmolten. De afdichting van de schudkolf bestond uit drie 

lagen verbandgaas, • 7. 

Het fermentatievat, inhoud 1200 cc., bestond uit een glazen cylinder 

en roestvrijstalen bodem en deksel. Het vat was voorzien van een 

dubbele turbineroerder. De luchttoevoer vond plaats via een enkele 

uitstroomopening onder de turbineroerder. De opstelling was voor­

zien van pH regeling en temperatuurregeling, fig. 8. 

3.1. De schudkolf. 

In het algemeen wordt voor schudkolven gebruik gemaakt van erlen­

meyers of van rondbodemkolven. De kolven zijn afgesloten met een 

wattenprop en voldoen goed voor anaërobe cultures. Voor aërobe 

cultures n ze vaak minder geschikt. De zuurstofoverdracht is 

tamelijk slecht. Dit is enerzijds het gevolg van een gering uit­

wisselend oppervlak, anderzijds het gevolg van de weerstand van de 

wattenprop. Ter verbetering van de werking van schudkolven heeft men 

inkepingen en keerschotten aangebracht (146) (153) (174). Zo bewees 

Dale (174), dat bij acht inkepingen de zuurstofopname 0.2 mMol/liter 

min. bedroeg, bij 30 inkepingen onder overigens g~lijke omstandighe­

den 5.3 mMol/liter min. Gaden (175) heeft aangetoond, dat éên keer~ 

schot voldoende is. De verbetering door toepassen van meerdere keer­

schotten is miniem. Falch (176) heeft een wegwerpbare schudkolf, een 

kunststofteträeder, ontworpen. Door de vorm wordt de zuurstofover­

dracht verbeterd. 

Corman (153) vond voor een schudkolf met 72 inkepingen, dat de zuur-
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stofopname 1.6 rnMol/liter min. bedroeg met wattenprop en 5.1 rnMol/ 

liter min. zonder wattenprop. Schultz (177) heeft de zuurstofover­

dracht nagegaan als functie van het stopgewicht van de wattenprop .. 

Zowel de invloed van een keerschot als de invloed van de kolfafdich­

ting is nagegaan- tabel 11. Uit de metingen blijkt, dat de invloed 

van het keerschot bijzonder groot is. Zonder keerschot is de groei 

zeer gering. De wijze van afdichten heeft geen invloed op de groei. 

Het keerschot bevordert zowel de zuurstofoverdracht als de emulsie-

vorming. 

Schudkolven met· ingelast keerschot zijn zeer kwetsbaar. Het aanbren­

gen van twee inkepingen bleek slechts een gering effect te hebben. 

In het algemeen past men 8 tot 70 inkepingen toe. Dit is, mede met 

het oog op het schoonrnaken van de kolven, niet aantrekkelijk. Bij 

het onderzoek is daarom gebruik gemaakt van schudkolven met ingelast 

keerschot. Als afdichting werd toegepast drie lagen verbandgaas. 

De schudmachine, roterende beweging, werd steeds ingesteld op 140 

slagen per minuut, de amplitude bedroeg 4.2 cm. 

3.2. Het fermentatievat. 

Het fermentatievat is schematisch weergegeven in . 9. De diarne-

ter van het vat bedroeg 8.6 cm., de hoogte + 20 cm. en de inhoud+ 

1200 cm 3 • De cylinderwand was van glas, de deksel en bodem van 

roestvrijstaal. Het vat was voorzien van vier keerschotten. De 

breedte der keerschotten was 0.85 cm. In het vat was een dubbele 

turbineroerder aangebracht. Elke turbineroerder, diameter 4.3 cm., 

was voorzien van acht bladen. Elk blad had een lengte van 1.1 cm. 

en een hoogte van 0.85 cm. Keerschotten, turbineroerder en as werden 

uitgevoerd in roestvrijstaal. 

Oorspronkelijk was het vat uitgevoerd met één turbineroerder. On­

danks de toevoeging van een chemisch schuimbestrijdingsmiddel vorm­

de zich bij hogere gistconcentraties een stabiele schuimlaag. Een 

tweede turbineroerder werd daarom, als mechanische schuimbreker, ge­

monteerd. 



3.3. De opstelling. 

De principeschema's van de gebruikte opstelling zijn weergegeven in 

fig. 9. 

3.3.1. pH regeling. 

Voor de pH-regeling werd gebruik gemaakt van een Radiometer titrator 

TTT I. Als pH-electrode werd een gecombineerde Radiometer- electrode 

GK 2021 C toegepast. De loog (100 gr. ~lH40H per liter, ~ 2.875 N) 

werd toegevoegd via een, door de pH-meter bediende, magneetklep. 

3.3.2. Temperatuurregeling. 

Teneinde de temperatuur constant te houden, was in het fermentatie­

vat een koelspiraal opgenomen. De koelspiraal was verbonden met een 

thermostaatbad, geregeld door een in hèt fermentatievat aangebrachte 

contactthermometer. 

3.3.3. Zuurstofregeling. 

Daar de ademhalingsenzymen opgenomen zijn in het waterige protoplas­

ma, kunnen micro-organismen alleen opgelost zuurstof gebruiken. 

Zuurstof is tamelijk slecht oplosbaar in water. Bij 20° C lost in 

gedestilleerd wateT, in evenwicht met lucht, slechts 8.2 to-3 kg/m3 

op. Voor lage waarden van de concentratie van de opgeloste zuurstof 

is de groei afhankelijk van deze concentratie. Damaschke (179) heeft 

de invloed van de concentratie van de opgeloste zuurstof op de 

ademhaling van gist nagegaan. Bij een concentratie van 3 10-4 kg/m3 

wordt de ademhaling (uitgedrukt als het gewicht zuurstof ·dat per vo­

lume-eenheid en per tijds-eenheid geconsumeerd wordt door een I % 

gistsuspensie) afhankelijk van de concentratie. Beneden een concen­

tratie van 2 I0- 5 kg/m3 is de afname van de ademhaling recht evenre­

dig met de concentratie. De zuurstoflimitering vangt dus aan bij ~ 
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1/25 van de verzadigingsconcentratie. Hinzler (180) gebruikt als 

maat de partieel spanning van de opgeloste zuurstof. Uit zijn metin~ 

gen blijkt, dat bij een partieel spanning van 6 mm. Hg de ademhaling 

afhankelijk wordt van de partieel spanning. Daar de partieel span­

ning bij verzadiging 160 mm. Hg bedraagt (de partieel spanning van 

de zuurstof in de lucht) vangt de zuurstoflimitering aan, bij+ 1/25 

van de partieel spanning bij verzadiging. 

De oplosbaarheid van zuurstof wordt beÏnvloed door de concentratie 

van de opgeloste zouten. Daar echter de concentratie van opgeloste 

zouten gedurende een proef slechts weinig verandert (zouten zijn in 

overmaat aanwezig), is de partieel spanning van de opgeloste zuur­

stof een bruikbare maat. 

In het vooronderzoek werd gebruik gemaakt van regeling van de opge­

loste zuurstof volgens Siegel - zie fig. 9. Als zuurstofvoeler werd 

gebruikt een 11Clark" electrode. De electrode (fabr. Beckman) was 

verbonden met een Beekman pH meter model 76 I ox1gen adaptor combi­

natie. Met de electrode werd de partiëel spanning van de opgeloste 

zuurstof gemeten. Bij daling van de partiëel spanning van de opge­

loste zuurstof beneden de ingestelde waarde, werd door toevoeging 

van zuurstof aan de lucht de zuurstof/stikstof verhouding gewijzigd. 

De Siegel zuurstofregeling werd ingesteld op 10 mm. Hg partiëel 

spanning, hetgeen, gezien de resultaten van Damaschke en Winzler, 

voldoende was. Bij een gasbelasting van 11 10-6 m3 /s ( I vol./vol. 

min, zoals in de industrie gebruikelijk) bleek dat de regeling over­

bodig was, Suppletie van zuurstof vond niet plaats. Teneinde dit te 

verifiëren, werd de invloed van de luchtbelasting in continu culture 

nagegaan. In tabel 12 zijn de resultaten gegeven. Zelfs bij een 

luchtbelasting van 3.7 J0- 6 m3/s (droge stofconcentratie 14.5 kg/m 3, 

toerental 33.3/s) was de partiëel spanning van de zuurstof nog 35 
I 

111111. Hg, ver boven de kritische waarde/ De regeling is daarom geheel 

buiten werking gesteld. Alle proeven zijn uitgevoerd met een lucht­

belasting van 11 Io-6 m3/s. Bij deze luchtbelasting zal, zelfs bij 

veel lagere toerentallen, geen zuurstoflimitering optreden. 

De luchttoevoer vond plaats via een uitstroomopening onder de onder­

ste turbineroerder. 



3.3.4, Opvangen van verdampt n-alkaan. 

Van de toegepaste u-alkanen zijn n-hendecaan·en n-dodecaan enigzins 

vluchtig. Bij ladingsgewijze proeven verdween een deel van het u-al­

kaan door verdamping. Bij de bepaling van het n-alkaan verbruik 

moest voor de verdamping gecorrigeerd worden. Daartoe werd het uit­

stromende gas geleid door een tweetal glazen koelbuizen, De koelbui­

zen waren in een koelbak, temperatuur -40° C, ondergebracht, De eer­

ste koelbuis had een grote diameter - 2.5 cm. - om dichtgroeien met 

ijskristallen te voorkomen. Na afloop van de ladingsgewijze proef 

werd de hoeveelheid alkaan in beide koelbuizen gaschromatografisch 

bepaald. 

3.3.5. Opstelling bij toevoer van gasvormig n-alkaan. 

Bij enkele proeven werd het n-alkaan niet in vloeibare, doch in gas­

vormige toestand toegevoerd. Het gasvormige n-alkaan (gasvormig n­

hendecaan, n-dodecaan) werd meegegeven aan het beluchtingsgas. Ten­

einde condensatie te voorkomen, moest het beluchtingsgas onverzadigd 

zijn met n-alkaan. Dit werd bereikt door het beluchtingsgas te lei­

den door het vloeibare n-alkaan (in wasfles A - fig. 8 ) bij een 

temperatuur van 40 à 60° C en vervolgens te koelen (koeler B, 20°C). 

Het gas was dan, bij 20° C, verzadigd met n-alkaan. In afscheider 

C werd eventueel vloeibaar n-alkaan afgescheiden en vervolgens werd 

in een warmte-wisselaar D het gas opgewarmd tot de fermentatie tem­

peratuur. 

3.4. Condities. 

Gezien het grote aantal variabelen werden een aantal condities bij 

alle proeven constant gehouden. Deze condities werden gekozen aan de 

hand van hetgeen over Candida lipolytica uit de literatuur bekend 

is. Er is dus geen onderzoek verricht naar optimale omstandigheden. 

Het is zeer goed mogelijk, dat de.gekozen waarden niet-optimale om­

standigheden voorstellen. 



Deze condities waren als volgt : 

temperatuur 30° C. 

pH 4.0 

(bij ~schudkolf geen pH regeling) 

luchttoevoer 11 10-6 m3/s. 

(bij schudkolfcultuur geen gedwongen luchttoevoer.) 



4. GROEI VAN MICRO-ORGANISMEN EN KINETIEK 

4.1. Groei van micro-organismen. 

Bij de groei van micro-organismen kan men zes perioden onderscheiden 

- fig. I 0 - : 

a. de lagperiode A-B, dit is de periode die verloopt voordat de ver­

meerdering van de micro-organismen begint. In deze periode neemt 

in het algemeen de massa wel toe, maar er treedt nog geen verme­

nigvuldiging van het aantal cellen op. 

b. de overgangsperiode B-C. 

c. de exponentiële periode C-D. Dit ~s de groeiperiode waárin 

de logarit~me van het aantal micro-organismen of van de massa 

recht evenredig is met de tijd. 

d. de overgangsperiode D-E. 

e, de stationpaire periode E-F, gedurende welke periode het aantal 

micro-organismen of de massa constant blijft. 

f. de afbraakperiode F-G waarin het aantal levende micro-organismen 

afneemt. 

Voor de groei heeft een micro-organisme een groot aantal stoffen no-

- koolstof, stikstof, en andere elementen, soms groeistoffen, 

zuurstof. Tenzij alle stoffen in overmaat aanwezig zijn, zal de con­

centratie van één van deze stoffen bepalend zijn voor de groei. 

Hanneer men afziet van de lagperiode, kan de kromme beschreven wor­

den door naast de groei de afbraak van cellen in rekening te bren­

gen. De opname van de limiterende stof is een functie van het celop­

pervlak, de afbraak een functie van het celvolume. 

Voor het onderzoek zijn alleen de exponentiële periode C-D en de 

overgangsperiode D-E van belang. In deze perioden speelt in het al­

gemeen de afbraak nog geen rol van betekenis. De exponentiële pe­

riode kan beschreven worden met 

waarin 

N N 
0 

at e 

N het aantal micro-organismen per volume-eenheid op het 
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of met 

waarin 

dstip t. 

N het aantal micro-organismen per volume-eenheid op het 
0 

tijdstip t o. 

et constante (ln 2) /1, met 1 de gemiddelde generatie-

tijd. 

p Ctt 
e 

p concentratie droge- stof (micro-organismen) op het 

tijdstip t. 

p concentratie droge- stof (micro-organismen) op het 
0 

tijdstip t o. 

In de overgangsperiode D-E wordt de groei beperkt. De vermindering 

van de groeisnelheid kan het gevolg zijn van concentratielimitering, 

van de vorming van toxische produkten of van andere limiteringen. 

4.2. Kinetiek. 

De assimilatie is een complex van enzymatische reacties. De meeste 

enzym-gekatalyseerde reacties kunnen beschreven worden met de Mi­

chaelis-Menten vergelijking. Hierbij wordt er vanuit gegaan, dat de 

reactie verloopt via een intermediair enzym-substraat complex, aldus 

k3 
enzym + substraat enzym-substraat + enzym + produkt 

Indien aangenomen wordt, dat de eerste reactie een evenwichtsreactie 

is, zodat k3 << k2, kan worden afgeleid 

waarin 
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"' V 

"' V 

* V 
m 

K 
m 

c 

-1( 

V C 
m 

K + C 
m 

met K 
m 

reactiesnelheid 

K 

maximale reactiesnelheid 

Michaelis-constante 

concentratie van het niet-gebonden substraat. 



Voor de afleiding \vordt verwezen naar de biochemische leerboeken. 

De Michaelis-Menten theorie is een speciaal geval van de Briggs-Hal­

dane theorie. Bij deze laatste theorie \vordt er van uitgegaan, dat 

de eerste reactie geen evenwichtsreactie is. 

Indien v* = 1 v* dan is K = C, met andere woorden : Km' de Michae-
2 m m 

lis-constante, is numeriek gelijk aan de substraatconcentratie waar-

bij áe reactiesnelheid de helft is van de maximale reactiesnelheid. 

Indien C >> K dan is v"' v*. De reactiesnelheid is onafhankelijk 
m m 

van de substraatconcentratie - nulde orde reactie -. 

Indien Km >> C, dan is v* = v: C/Km. De reactiesnelheid is evenre­

dig met de substraatconcentratie - eerste orde reactie -. 

De vorm van de kromme is niet erg geschikt om na te gaan, of meet­

punten voldoen aan de vergelijking. Men kan de vergelijking echter 

omwerken. 

Uit "' V 

* V C 
m 

K + C 
m 

volgt 
"' V 

K 
m 

+­
"' C V 
m 

* Een grafiek van 1/v tegen 1/C staat bekend als het Lineweaver-Burk 

diagram. De grootheid v * kan bepaald •vorden uit het snijpunt van 
m 

de rechte met de ordenaat, Km uit de helling van de rechte. 

Uit 

Een 

"' V 

v"' C 
m 

K + C 
m 

. *; graf~ek van v C tegen 

"' V 

ook-
c 

* heet V 

* * V V m 

K K 
m m 

een Eadie-diagram. In dit 

kan * vm bepaald worden uit het snijpunt van de rechte met de abscis, 

de waarde Km weer uit de helling van de rechte. 

Bij de Michaelis - Menten theorie wordt uitgegaan van een homogeen 

systeem. Fysische limiteringen kunnen niet optreden. Opgelost sub-

straat en enzym overal met elkaar in contact. 

een groeiende culture kunnen wel fysische limiteringen optreden, 

De Michaelis - Menten theorie mag daarom niet zonder meer worden 

toegepast. Bovendien heeft men bij een groeiende culture niet te rna­

ken met een constante hoeveelheid enzym, maar met een zich vermeer­

derende hoeveelheid. In plaats van de reactiesnelheid dC/dt of de 
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groeisnelheid dP/dt dient de stofstroom per gewichtseenheid micro­

organismen~*= 1/P dC/dt of de groeisnelheidsconstante ~ 1/P dP/dt 

gebruikt te worden. 

Honod (83) heeft aangetoond, dat voor een groeiende culture de 

groeisnelheidsconstante ~. bij lage substraatconcentraties, afhangt 

van deze concentratie 

~ ( 
c 

K + C 
s 

\vaarin ~m = maximale >Vaarde van de groeisnelheidsconstante. 

Het verband is een type van "verzadigingskromme". De constante Ks 

wordt daarom wel aangeduid als "verzadigingsconstante" {181). 

Ks is numeriek gelijk aan de substraatconcentratie, waarbij de 

groeisnelheidsconstante de helft is van de maximale waarde. Gewoon­

lijk heeft Ks zeer lage waarden - van de orde van grootte van rog/li­

ter voor koolhydraten en ~g/liter voor aminozuren. 

De verzadigingscanstante Ks mag niet verward worden met Km' de Hi­

chaelis-constante. De ~Iichaelis-constante heeft een theoretische be-

tekenis, de verzadigingscanstante heeft slechts een 

betekenis. 

De "verzadigingskromme" kan ook geschreven worden als 

c 

K + C 
s 

empirische 

waarin * ~m maximale waarde van de stofstroom per gewichtseenheid 

micro-organismen. 

Een extreem voorbeeld van de toepassing van de "verzadigingsverge­

lijking" wordt gegeven door Proper (182). De groei van Colpoda stei­

nii, een protozo , op Escherichia coli als substraat, bleek te vol­

doen aan de "verzadigingsvergelijking" met Ks = 6.0 mg. droge stof 

(E.coli) per liter en ~m = 0.23 per uur. 
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5. STOFOVERDRACHT 

De stoffen die een micro-organisme nodig heeft voor de stofwisse­

ling, zijn opgelost in de waterfase en worden, vanuit de waterfase, 

opgenomen in de cel. De stoffen worden als het ware overgedragen van 

de waterfase naar de cel en men spreekt daarom van stofoverdracht, 

Sommige stoffen zoals zuurstof en koolwaterstoffen zijn zeer slecht 

oplosbaar. Dergelijke stoffen moeten eerst vanuit het gas of vanuit 

de vloeistof, waarin ze zich bevinden, overgedragen worden naar de 

waterfase. 

Johnson (84) heeft gesteld, dat groei van micro-organismen op opge­

lost n-dodecaan en hogere n-alkanen niet mogelijk is (zie 1.5.). 

Hij komt hiertoe op grond van "diffusie-overwegingen" zonder de 

stelling, langs theoretische.weg of met behulp van experimenten, te 

bewijzen. 

Vele micro-organismen in staat n-dodecaan en hogere n-alkanen 

te gebruiken als koolstof- en energiebron. Hen kan zelfs stellen, 

dat voor vele micro-organismen de groei op n-dodecaan en hogere n­

alkanen beter is dan op n-hendecaan en lagere n-alkanen. Daarom 

heeft Johnson een hypothese opgesteld : "Bij groei van micro-orga­

nismen op n-dodecaan en hogere n-alkanen vindt de stofoverdracht 

plaats door direct contact tussen vloeibaar n-alkaan en cel." 

De aanname van stofoverdracht door direct contact tussen eea stof 

en een cel is ni~t nieuw. In het algemeen zijn de enzymen die bij de 

metabolische processen in de cel een rol spelen, aanwezig in het wa­

terige protoplasma. De cel kan de stoffen die deelnemen aan de meta­

bolische processen opnemen, indien deze stoffen opgelost zijn in de 

waterfase. Ook de zuurstof wordt op deze manier opgenomen. Bartho-. 

lomew (183) houdt echter op grond van indirecte bewijzen - voorkeur 

van de cellen voor het gas/vloeistof grensvlak, schuimflotatie van 

micro-organismen - een directe zuurstofoverdracht van luchtbel naar 

cel voor mogelijk. Bij schimmels (mycelium) of bij agglomeraten van 

cellen zou, door de insluiting van luchtbellen, de bijdrage van de 

stofoverdracht door direct contact zelfs belangrijk kunnen zijn. De 
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meningen over de mogelijkheid van overdracht van zuurstof door di­

rect contact lopen uiteen. 

Hoewel stofoverdracht door direct contact de mogelijkheid biedt om 

de groei op hogere u-alkanen te verklaren, zal eerst bewezen moeten 

worden, dat met stofoverdracht via opgelost n-alkaan de groei op ho­

gere u-alkanen niet verklaard kan worden. 

5.1. Stofoverdracht via opgelost n-alkaan. 

De snelheid van het n-alkaantransport van oliedruppel naar enzymop­

pervlak kan beschreven worden met de filmtheorie. Bij de filmtheorie 

wordt er van uitgegaan, dat zich een stationaire concentratieverde­

ling van de getransporteerde component heeft ingesteld in een lami­

nair gebied ter weerszijden van het grensvlak tussen twee fasen. 

Voor het grensvlak olie/water wordt aan de oliezijde een oliefilm, 

aan de waterzijde een waterfilm aangenomen. Voor het grensvlak water 

/cel wordt aan de waterzijde een waterfilm aangenomen. Aan celzijde 

moet men voorts rekenen met celwand en inwendige celweerstand. De 

dikte van de films kan van enkele ~·s tot enkele millimeters zijn, 

afhankelijk van de mate van turbulentie en van de fysische eigen­

schappen van de vloeistoffen. 

Daar aan het grensvlak twee films worden aangenomen, spreekt men van 

de tweefilm-theorie. Indien echter gebruik zou worden gemaakt van 

zuiver n-alkaan (in plaats van een n-alkaan/inerte olie mengsel), 

dan verv~lt de oliefilm. 

De weerstand tegen stoftransport zit, volgens deze theorie, geheel 

in de films. In de grote massa van de wat~rfase is geen weerstand 

tegen stoftransport aangenomen en dus is de concentratie van het u­

alkaan in de waterfase, cw, overal in de waterfase (buiten de film) 

dezelfde. Evenzo is de concentratie van het n-alkaan in de oliefase, 

Co, overal in de oliefase (buiten de oliefilm) dezelfde. 

De stofoverdracht van de oliedruppel naar enzymoppervlak valt uiteen 

1n twee trappen: 



a. overdracht van de oliedruppel naar de waterfase, 

b. overdracht van de waterfase naar enzymoppervlak. 

De stofstroom van druppel naar waterfase is 

van de waterfase naar cel. 

aan de stofstroom 

Het stoftransport door een film vindt plaats door diffusie. De drij-

vende kracht wordt gevormd door de concentratiegradi~nt over de 

film. De stofstroom \vordt gegeven door 

~ ID A öC I ö 

waarin ~ stofstroom kgls 

ID diffusiecoëfficiënt m2 1s 

A grensvlak m2 

öC concentratieverschil kglm 3 

ö filmdikte m 

De stofstroom kan ook geschreven worden als 

dSidt ID 0 öC I ó 2 

met dSidt omzettingssnelheid 

0 specifiek grensvlak m21m3 

De ID I ó kan men definiëren als de stofoverdrachtscoëffi-

ciënt K, zodat 

dSidt K 0 öC 

Voor overdrachtstrap a geldt 

waarin 

dSidt 

K 
a 

K 
a 

stofoverdrachtscoëffici~nt voor 

de stofoverdracht van olie- naar 

waterfase m/s 

0° grensvlak, betrokken 

op de oliedruppels 

3 
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I 
/ ,/ 

j 

l -,- t 

De stofoverdrachtscoäfficiänt 

stofoverdrachtscoäfficiänt kw 
a 

K is samengesteld uit de partiële 
a 
voor de waterfilm, de parti~le stof-

overdrachtsco~fficiänt k0 voor 
a 

oliefilm en de faseverdelingsco~f-

fici~nt ma' aldus 
,'lv' 

1/~ 
\ a 

\ f 

·~· 

waarin m 
a 

C0 I Cw terwijl C0 en Cw de concentraties 
ag ag' ag ag 

het opgeloste n-alkaan aan het grensvlak voorstellen, aan 

resp. waterzijde. 

5 

van 

olie-

Voor het twee- vloeistoffasen -systeem n-alkaan/water is m zeer 

groot. De n-alkanen n-hendecaan tot en met n-hexadecaan zijn bij 

30° C in elke verhouding mengbaar met de inerte olie. Voor de bepa­

ling van de orde van grootte van m kan de concentratie van het n-al­

kaan in de oliefase gesteld worden op 300 kg/m3• De concentratie aan 

het grensvlak is van dezelfde orde van grootte. De n-alkanen zijn 

zeer slecht oplosbaar in de waterfase. De verzadigingsconcentratie 

van n-hendecaan in water bij 300 C is 3.26 J0- 5 kg/m3 (zie Appen­

dix 1). De concentratie aan het grensvlak ~s van dezelfde orde van 

grootte. Voorn-hendecaan is m ongeveer 107 • 
a 

De term 1/m k0 is te 
a a 

verwaarlozen ten opzichte van I/kw, waardoor 
a 

K = kw • Voor de be­
a 

schouwing van de stofoverdracht van oliedruppel naar waterfase is 

alleen de waterfilm van belang, zodat 

dS/dt 6 

waarin de oplosbaarheid van het n-alkaan in water 

Voor overdrachtstrap b geldt 

dS/dt 7 

met stofoverdrachtsco~ffici~nt voor de 

stofoverdracht van waterfase naar 

enzymoppervlak m/ s 

specifiek grensvlak, betrokken op 

de gistcellen 
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De stofoverdrachtsco~ffici~nt ~ is samengesteld uit de parti~le 

stofoverdrachtscoëffici~nt ~ voor de wàterfilm, de stof-

overdrachtscoëfficiënt ~ voor de cel (celwand en inwendige van de 

cel) en de faseverdelingsco~ffici~nt in formule 

1/~ 8 

Indien nu de enzymatische reactie zeer snel is vergeleken bij het 

stoftransport dan reageert elk n-alkaan-molecuul, dat door diffusie 

het grensvlak water - cel bereikt, onmiddellijk weg. In dit geval 

mag gesteld worden 

dS/dt 9 

De overdrachtstrappen a en b moeten nu gecombineerd worden. 

dS/dt 
Uit 9 volgt 10 

Ingevuld in 6 dit 

dS/dt ( I c* 

of na omwerken 

dS/dt c* ( ------- 11 

Stellen we nu 

+ 12 
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dan 1.s dS/dt c* 13 

De omzettingssnelheid dS/dt is 

c*, de specifieke grensvlakken 

te berekenen, indien de oplosbaarheid 

0° en Oe en de parti~le overdrachts-

coëfficiënten kw en 
a 

w kb bekend zijn. 

De oplosbaarheid in water van de hogere n-alkanen kan door extrapo-

latie bepaald >vorden - zie Appendix 2 -. 

Voor het specifiek grensvlak 0 geldt algemeen 

waarin 

0 

B 

d 

6 B I d 

volumeconcentratie van de 

diameter van de deeltjes 

es 

m 

Voor het specifieke grensvlak betrokken op de oliedruppels geldt 

waar1.n volume oliedruppels per volume 

eenheid cultuurvloeistof 

d0 gemiddelde diameter van de olie-

druppel m 

14 

15 

In 6.5. wordt voor n-hexadecaan de gemiddelde.druppelgrootte be-

paald. Van de daar gevonden waarden kan 

een eerste benadering van 0. 

gemaakt worden voor 

Voor het specifieke grensvlak betrokken op de gistcellen geldt 

waarin volume gistcellen per volume 

eenheid cultuurvloeistof 

equivalente diameter van de gistcel m 

16 

Hierbij wordt onder equivalente diameter verstaan de diameter van 

een bol met dezelfde verhouding oppervlakte/inhoud als de gistcel. 

De stofoverdrachtscoëfficiënt wordt bepaald door de diffusiecoëffi­

ciënt en de filmdikte. Voor de berekening van de stofoverdrachts-
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coëfficiënt moet de diffusie door een film nagegaan worden. 

Hiertoe beschouwen we een bol in water. Het water strekt zich naar 

alle zijden oneindig ver uit. 

Zuivere diffusie wordt beschreven door 

ac ó 2c a2c a2c 
17 ID + -- + 

at ax2 ay2 a 

In de stationnaire toestand is ac 0 
ät 

Overgang op poolcoordinaten geeft 

d2c 2 dC 
+ -- 0 

dr2 r dr 

d dC 
0 

dr 

dC 
of c 

dr r 

De randvoorwaarden, voor diffusie van een bol naar de omringende 

vloeistof, zijn 

voor r 

voor r 

zodat 0 * en C 

is 

R is 
-cl 

:t 

Voor de stofoverdracht geldt 

dC 
-ID c* 

dr 

c 0 

c c* 

c 18 
00 

Hij nemen nu aan,· dat C001 de concentratie op grote afstand van de 

bol, gelijk nul is. 

Hieruit volgt 

dC klv 

c* 
k" cl 

dr ID ID r 

dC dC 
Voor is reeds afgeleid cl 

dr dr 
kl-I' kl<l 

dus cl r-2 cl r-1 of r 
ID ID 
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Voor het boloppervlak is r R, dus 2 met d 2 R. 
ID 

De dimensieloze groep 

kW d 

wordt het getal van Sherwood genoemd, 
ID 

dus Sh = 2. 
19 

ID 

De diffusiecol!.fficiënt voor de diffusie van n-alkaan in water kan 

bepaald worden met behulp van de relatie van Wilke (zie Appendix 2). 

Uit Sh = 2 kan, met de waarde van de druppeldiameter d en de diffu­

siecoëfficil!.nt, de waarde van de stofoverdrachtscoëfficil!.nt kw bere­

kend worden. 

Bij een geroerd fermentatievat, zoals is toegepast bij dit onder­

zoek, vindt het stoftransport niet alleen plaats door diffusie, maar 

ook door convectie. Bij stroming kan de stofoverdracht beschreven 

worden door de sommatie van diffusiebijdrage en convectiebijdrage. 

Voor een enkele bol geldt 

Sh A + B 
o.s 0,33 

Re Sc 

waarbij volgens Frössling (184) A 

en volgens Ranz (185) A 

2 

2 

B 

B 

0.60 

0.55 

In de gegeven relatie stelt Re voor het getal van Reynolds, waarbij 

Re vd/v en Sc het getal van Schmidt, met Sc v/ID. 

De toepassing van de vergelijking stuit op bezwaren. De hydrodynami­

sche condities in het geroerde fermentatievat zijn niet bekend. De 

snelheid v van de druppel t.o.v. de omringende vloeistof is, gemid­

deld over de tijd, nul. Maatgevend is de gemiddelde snelheidsfluctu­

atie van de druppel t.o.v. de omringende fase, doch deze snelheids­

fluctuatie is niet bekend, Men kan echter ••el stellen, dat deze 

fluctuatie gering is, waarschijnlijk in de orde van grootte van 

cm/sec. Daar de druppeldiameter d eveneens gering is (Jo- 4 tot 

10-5 m), is Re klein zodat Sh tot 2 nadert. 

De genoemde relaties hebben betrekking op de overdracht van een en­

kele bol. In het geroerde fermentatievat is het aantal druppels ech­

ter zeer groot. 

Het is noodzakelijk na te gaan in hoeverre empirische relaties toe­

gepast kunnen worden. Deze relaties moeten betrekking hebben op de 
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stofoverdracht, in een geroerd vat, van een zwerm druppels naar de 

continue fase. 

Voor de stofoverdracht van vloeistofdruppels naar continue fase zijn 

uit de literatuur geen relaties bekend. Voor de stofoverdracht van 

vaste deeltjes naar de continue fase zijn wel relaties beschikbaar. 

Nu mag voor zeer kleine diameters de oliedruppel beschouwd worden 

als een starre bol, Toepassing van relaties voor de stofoverdracht 

van vaste stofdeeltjes naar een vloeistof is daarom gerechtvaardigd. 

Hixson (186) heeft de stofoverdracht van een zwerm vaste deeltjes 

naar de omringende vloeistof, in geroerde tankreactoren, nagegaan. 

Hij komt voor de stofoverdracht tot de volgende relatie 

waarin 

ID 

D 

n 

p 

n n2 p n 
0.16 ( -- )0.62 (-) 0.5 

vatdiameter 

toerental 

n p]) 

dichtheid van de continue fase 

n dynamische viscositeit van de 

continue fase 

m 

1/s 

kg/m3 

kg/m s 

20 

Als karakteristieke lengte gebruikt Hixson de vatdiameter, In de 

formule komt de afmeting van de deeltjes niet voor. Dit wil zeggen, 

dat de partH!le stofoverdrachtscolHficiënt onafhankelijk is van de 

deeltjesdiameter. Voor een concreet geval - vatdiameter 8.4 Jo-2 m, 

continue fase wate~, disperse fase olie, n-hendecaan als getranspor­

teerde component, toerental 25.0/s - wordt voor kw gevonden 0.95 
JO-lt m/s. Voor een oliedruppel met diameter IS ll volgt hieruit Sh 

2. I Voor een gistcel, equivalente diameter 5 Jl, is Sh 0.7 Theo-

retisch kan het getal van Sherwood niet kleiner zijn dan twee. Ge-

concludeerd moet worden dat voor de deeltjesdiameters toegepast bij 

dit onderzoek, de relatie van Hixson niet is. 

Nagata (188) heeft de stofoverdracht van vaste deeltjes naar een 

vloeistof eveneens nagegaan. Hij Ron 

behulp van de vergelijking 

metingen correleren met 
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kw D D2 n 
) 0. 2 

V d 
a ) 0. 5 - ) -0 8 21 

]) V ]) D 

waarin V kinematische viscositeit m2/s 

d deeltjes diameter m 

en 6 een evenredigheidscoëfficiënt, afhankelijk van het dichtheids­

verschil tussen vaste fase en vloeistoffase. 

De formule bevat zowel de vatdiameter als de deeltjesdiameter. Bij 

toepassen van de Nagata relatie blijkt, dat de Sherwood waarden on­

aannemelijk hoog worden (orde van grootte 100). Daar Nagata, evenals 

Hixson, werkte met grote deeltjes (0.1 tot I cm.) is het duidelijk, 

dat de Nagata vergelijking niet mag worden toegepast voor zeer klei­

ne deeltjes. 

Calderbank (187) heeft waargenomen, dat het verstuiven van een 

gas in een vloeistof de gasbellen zich gedroegen als starre bollen. 

Hij toonde aan, dat de stofoverdracht van vaste deeltjes naar de 

vloeistof en van luchtbellen naar de vloeistof gecorreleerd kon wor­

den door de vergelijking 

Sh 2.0 + 0.31 
d3 t.p g 
--- )0,33 

n ID 
22 

waarin t.p het dichtheidsverschil tussen vaste fase en vloeistoffase 

of tussen gasfase en vloeistoffase. 

Onder de eerder genoemde omstandigheden is voor een oliedruppel met 

diameter IS ~ volgens de Calderbank relatie Sh 

cel, equivalente diameter 5 ~. is Sh = 2.2 

2.6 Voor een gist-

Voor zeer kleine es is de convectiebijdrage gering en ~n bena-

dering geldt voor overdrachtstrap a 

Sh 2 

en voor overdrachtstrap b 

Sh 2 24 
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In beide gevallen wordt beschouwd de diffusie van n-alkaan in water, 

zodat de diffusiecoëfficiënten gelijk zijn, 

De omzettingssnelheid kan berekend worden. Invullen van ~' ~' 23 

en 24 in 12 

+ 2S 

Combineren van 13 en 25 geeft tenslotte 

12 ID * c 
dS/dt 26 

(do) 2 (de) 2 
+ ---

Bo Be 

De. relatie Sh 2 geldt voor overdracht van een bol naar een medium 

dat zich naar alle kanten oneindig ver uitstrekt. Indien de afstan­

den tussen de deeltjes groot zijn vergeleken met de afmetingen van 

de deeltjes, kan inderdaad ieder deeltje (oliedruppel of gistcel) 

beschouwd ••orden als een bol in een medium dat zich naar alle kanten 

oneindig ver uitstrekt. De betrekking Sh 2 mag voor oliedruppel en 

voor gistcel worden toegepast. De omzettingssnelheid wordt gegeven 

door formule 26. 

Bij de proefnemingen is veelal uitgegaan van een volumeconcentratie 

van olie van O.OS m3/m3. In 6.S. wordt uit metingen, met behulp van 

celconfiguratie-modellen, de gemiddelde druppelgrootte van de olie­

druppels bepaald. Afhankelijk van het model \vordt gevonden IS-20 )J 

of SS-6S )J. Bij een olievolumeconcentratie van O.OS m3/m3 en een 

druppeldiameter van IS )J bedraagt de hartafstand der druppels gemid­

deld 3S )J. Bij dezelfde olievolumeconcentratie en een druppeldiame­

ter van 60 lJ bedraagt de hartafstand der deeltjes ISO )J. 

Aan de voorwaarde dat de afstand tussen de deeltjes groot is verge­

leken met de afmeting van de deeltjes, is voor oliedruppels slechts 

in grove benadering voldaan. 
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alkanen, vastgesteld dat I kg droge stof 225 x 1011 cellen bevat. 

Indien aangenomen wordt, dat de gistsuspensie homogeen verdeeld is, 

dan bedraagt bij een droge-stof concentratie van 2 kg/m3 de hart­

afstand van de 30 ~. Bij een drogestofconcentratie van 

15 kg/m3 bedraagt de hartafstand 16 ~. 

Aan-de voorwaarde dat de afstand tussen de deeltjes groot is verge-

leken met de afmeting der 

in grove benadering voldaan. 

es, is ook voor gistcellen slechts 

Het is daarom noodzakelijk om na te gaan hoe groot de stofoverdracht 

is, indien niet aan de voorwaarde voldaan is. 

We beschouwen hiertoe het geval, dat de afstand tussen de deeltjes 

klein is vergeleken met de afmetingen van de grootste deeltjes, de 

oliedruppels. Dit wil zeggen, dat de gistcellen zich tot dicht bij 

het olieoppervlak bevinden. Het n-alkaan zal nu niet ver doordringen 

in de waterfase. Dicht bij het oppervlak van de oliedruppel wordt 

het n-alkaan reeds geheel weggenomen door de gistcellen. Er ~s 

slechts stofoverdracht naar de eerste zone van gistdeeltjes rond de 

oliedruppel. Indien de onderlinge afstand tussen de gistcellen te 

genoemd wordt, dan is deze eerste zone een schil met dikte ~c. De 

gemiddelde afstand tussen de gistcellen in deze zone en de oliedrup­

pel is dan te. 

In dit geval mag gesteld worden, dat de concentratie van het n-al­

kaan op een afstand van ~ ie van het druppeloppervlak gemiddeld ge­

lijk nul is. De omzettingssnelheid wordt nu gegeven door 

dS/dt ID 0° dC/dr 27 

De gemiddelde afstand van de gistcellen kan als volgt berekend wor­

den. Het volume van de gistcel is n(dc)3 /6. Per m3 cultuurvloeistof 

zijn dan 6 Be /n(dc) 3 gistcellen aanwezig. Het volume van de gistcel 

met invloedssfeer is n(dc + tc)3 /6. Het totaal volume per m3 is dan 

Be (de + ~c)3 / (dc)3. Bij dichtste bolstapeling is dit volume 0.735 

m3, dus 

0.735 
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of 
(0. 735) o. 33 

(Be) • 
I } 1 } 

Invullen in 27 geeft voor de omzettingssnelheid 

dS/dt 28 

De beide mogelijkheden 

onderlinge afstand deeltjes groot vergeleken met de deel­

tjes diameter 

onderlinge afstand deeltjes klein vergeleken met de deel~ 

tjes diameter 

vormen uitersten. Alle andere mogelijkheden liggen hier tussenin. 

Uitgaande van een viertal proeven (groeikrommen in de figuren 18, 

20, 13 en 14) zijn voor een droge stof-concentratie van 2,5 kg/m 3 

de waarden van dS/dt berekend, zowel volgens formule ~ als volgens 

formule 28. De resultaten nopgenomen in de tabellen 13 en 14. In 

de tabellen n ook opgenomen de gemeten waarden van dS/dt. 

Uit de resultaten blijkt dat het geen verschil maakt volgens welk 

model de stofoverdracht berekend wordt. Beide modellen zijn k­

baar even goede benaderingen van de werkelijkheid. 

Voor n-hendecaan is de gemeten waarde zeven maal zo groot als de be­

rekende waarde. Hieruit blijkt dat de van Candida lipolytica 

op n-hendecaan slechts voor een betrekkelijk klein gedeelte ver­

klaard kan worden uit de stofoverdracht via opgelost n-alkaan. 

Voor n-dodecaan is de gemeten waarde dertig maal zo groot als de be-

rekende waarde. De groei Candida li op n-dodecaan kan 

slechts voor een gering uit stofoverdracht 

via opgelost n-alkaan. Voor n-tridecaan en n-hexadecaan is de groei 

op opgelost u-alkaan te verwaarlozen. 

De groei van Candida lipolytica op n-tridecaan en hogere u-alkanen 
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moet dus plaatsvinden door stofoverdracht door direct contact. Bij 

op n-hendecaan en n-dodecaan treden 

beide stofoverdrachtsmechanismen gelijktijdig op. 

5.2. Stofoverdracht door direct contact. 

Het mechanisme van de stofoverdracht door direct contact is nog on­

bekend. Uen zou kunnen veronderstellen, dat de n-alkanen, via de li­

po-proteinen van het celmembraan, oplossen in de vetbestanddelen van 

de cel. De oplosbaarheid van de n-alkanen in de vetbestanddelen zal 

afnemen met de ketenlengte. Op deze wijze is aannemelijk te maken, 

dat voor de groei een bovenste grens is gesteld aan de ketenlengte. 

Deze bovenste grens is afhankelijk van het toegepaste micro-organis­

me. Harris (8b) bericht groei van een Hicrococcus op n-c28 H58 (oc­

tacosaan), Tausz (93) groei van Bact. aliphat. op n-c33 H68 (tria­

contaan) en n-c34 H70 (tetratriacontaan) en Hopkins (103) groei van 

Aspergillus versicolor op n-alkanen tot en met n-c34 H70 . 
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6. GROEI OP ENKELVOUDIG SUBSTRAAT 

In het voorgaande hoofdstuk is aangetoond, dat bij groei van 

lipolytica 599 op u-alkanen de stofoverdracht via opgelost u-alkaan 

niet groot genoeg is om de te verklaren. 

n-hendecaan en n-dodecaan als koolstofbron kan de groei voor een 

deel verklaard worden uit stofoverdracht via opgelost n-alkaan. Om 

de groei volledig te verklaren moet aangenomen worden, dat het u-al­

kaan tevens overgedragen wordt door direct contact. Het u-alkaan 

wordt dus overgedragen door t\.Jee stofoverdrachtsmechanismen gelijk-

dig. 

Bij n-tridecaan en hogere u-alkanen als koolstofbron is de stofover­

dracht via opgelost u-alkaan te ven•aarlozen. Het n-alkaan wordt 

uitsluitend overgedragen door direct contact. 

De bestudering van de groei op n-hendecaan en n-dodecaan wordt door 

het gelijktij optreden van twee stofoverdrachtsmechanismen be­

moeilijkt. Bij groei op n-hendecaan en n-dodecaan is het echter mo­

gelijk gebleken de stofoverdracht door direct contact te voorkomen. 

Bij toevoer van het u-alkaan in gasvorm, via het beluchtingsgas, 

gaat het alkaan door gasabsorptie in oplossing in het cultuurrnediurn. 

Indien het beluchtingsgas onverzadigd is met n-alkaan, kan geen 

condensatie optreden. Er is dan in het cultuurmedium geen vloeibaar 

n-alkaan aanwezig en bijgevolg is stofoverdracht door direct con­

tact uitgesloten. De opstelling voor het toevoeren van u-alkaan via 

het beluchtingsgas is beschreven in 3.3. 

In het nu volgendê zijn de grootheden, indien toegepast in verband 

met de stofoverdracht via opgelost n-alkaan, voorzien van het teken 

' en indien toegepast in verband met de stofoverdra~ht door direct 

contact, voorzien van het teken " 

6,1. <,roei van Candida bij stofoverdracht door één stof-
----------~~----

overdrachtsmechanisme. 

De stofoverdracht via opgelost n-alkaan kan bestudeerd worden door 
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toevoer van n-hendecaan en n-dodecaan in gasvorm. 

De stofoverdracht door direct contact kan bestudeerd worden door 

groei op n-tridecaan en hogere n-alkanen. 

6.1.1. Groei bij stofoverdracht via opgelost n-alkaan. 

De groeikrommen voor groei op n-hendecaan en n-dodecaan, bij toevoer 

van het n-alkaan via de gasfase, zijn weergegeven in de figuren 11 

en 12. In elkè figuur is de drogestofconcentratie P zowel op loga­

ritmische schaal als op lineaire schaal uitgezet tegen de tijd. De 

gegevens van de proeven zijn opgenomen in de tabellen 15 en 16. De 

o~standigheden bij groei op n-hendecaan en bij groei op n-dodecaan 

zijn dezelfde. In 3.3.3. is, in verband met de zuurstofoverdracht, 

de invloed van de toegevoerde luchthoeveelheid nagegaan. Uitgaande 

van de resultaten werd de luchttoevoer op 11 J0- 6 m3/s vastgesteld. 

Bij groei van gisten op n-alkaan, met toevoer van het n-alkaan via 

de gasfase, dient de lucht niet alleen voor zuurstoftoevoer, maar 

tevens voor n-alkaantoevoer . De invloed van de luchttoevoer op de 

overdracht van het n-alkaan is niet nagegaan. Daar het gehalte aan 

n-alkaan in de toevoerlucht laag was, werd voor de gasabsorptie 

proeven de luchttoevoer op IJ 10- 5 m3/s gebracht. De invloeq van 

het toerental op de overdracht van het n-alkaan is evenmin nagegaan. 

Het toerental werd bij deze proeven ingesteld op 30.0/s. In de ta­

bellen 15 en 16 zijn tevens opgenomen de grootheden, die met behulp 

van de groeikrommen bepaald zijn. 

De groeikromme voor groei op opgelost n-hendecaan heeft dezelfde 

vorm als de groeikromme voor groei op n-dodecaan. De exponentiële 

groeiperiode gaat over in een lineaire groeiperiode. De overgang is 

door een verticale, onderbroken lijn aangegeven. Uiteraard zal tus­

sen beide genoemde groeiperioden een overgangsperiode optreden, doch 

äeze overgangsperiode duurt blijkbaar zo kort dat deze, gezien de 

meetnauwkeurigheid, niet aantoonbaar is. De groeisnelheidsconstante 

voor groei van Candida lipolytica op opgelost n-hendecaan bedraagt 

0.59 I0- 4/s en voor groei op opgelost n-dodecaan 0.56 J0-4/s. 



De stofoverdracht van gas naar vloeistof kan beschouwd worden met 

behulp van de tweefilm-theorie. Aan het fasegrensvlak lucht/ water 

wordt aan de luchtzijde een luchtfilm, aan de \vaterzijde een water­

film aangenomen. De stofoverdrachtscoëfficiënt wordt in dit geval 

samengesteld uit de partiële stofoverdrachtscoëfficiënt voor de 

luchtfilm kl, de partiële stofoverdrachtscoëfficiënt voor de water­

film kW en de faseverdelingscoëfficiënt m, aldus 

29 
+ 

K 

waarbij in dit geval m 

De waarde van m is van de orde van grootte van twintig. 

De waarde van k 1 is veel groter dan de waarde van kw. Dit is als 

volgt in te zien. De waarde van k wordt bepaald door de relatie 

k = ID /ö. De diffusieco!Hficiënt van u-alkaan in lucht is ruwweg 

zevenduizend maal zo groot als in water. De filmdikte hangt af van 

de mate van turbulentie en van de fysische eigenschappen van de be­

trokken stoffen. Daar echter de viscositeit van lucht ongeveer vijf-

maal zo klein is als van wate.r, is de dikte van de luchtfilm ~n 

elk geval geringer dan de dikte van de waterfilm. Hieruit volgt 

kl » kw. 

De term 1/mkl is te verwaarlozen ten opzichte van de term I/kW. 

Hieruit volgt : K =kW. De vloeistoffilm is bepalend voor de stof­

overdracht. Voor de stofoverdracht geldt nu 

(ds/dt)' kw o ( c+- cw) 

waarin C+ de concentratie van het opgelost n-alkaan in het cultuur­

medium, in evenwicht met de n-alkaan- concentratie in het doorstro­

mende gas. Hierbij is er van uitgegaan, dat het verschil tussen de 

concentraties van het n-alkaan in in- en uitstromend gas gering is. 

Dit is het geval, indien het verbruik gering is ten opzichte van de 

toevoer. Bij de proeven is gewerkt met lage droge-stof- concentra­

ties, zodat aan de voorwaarde voldaan is. 

Gedurende de exponentiële groeiperiode neemt (dS/dt)' toe. Dit kan 

alleen, als cw daalt. Voor lage waarden van cw wordt de concentratie 

bepalend voor de groei. De groei is dan gelimiteerd en de exponen-
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tiële groeiperiode eindigt. Daar in dit geval cW + 0 is 

(dS/dt) 1 + kW 0 C+ constant. 30 

De lineaire groeiperiode vangt aan. De omzettingssnelheid aan het 

einde van de exponentiële groeiperiode is gelijk aan de maximale 

waarde van de omzettingssnelheid, in formule 

(dS/dt)'ln (dS/dt)' max. 

en, daar de economische coëfficiënt constant is, ook 

(dP/dt)'ln (dP/dt) 1 

max. 

31 

32 

Zowel voor n-hendecaan (tabel 15) als voor n-dodecaan (tabel 16) 

wordt inderdaad voldaan aan deze betrekking. 

Uit de metingen blijkt, dat voorn-hendecaan de waarde van (dP/dt)in 

driemaal zo groot is als voor n-dodecaan. 

Bij groei op n-hendecaan en bij op n-dodecaan heeft de lucht-

belasting dezelfde waarde. Ook het toerental is in beide gevallen 

hetzelfde. Het specifiek grensvlak zal in beide gevallen even groot 

zijn. 

De fysische eigenschappen, die de stofoverdrachtscoëfficiënt kw be­

palen, verschillen zeer weinig bij beide alkanen. Ook de waarde van 

kw is in beide gevallen even groot. 

De waarden van (dS/dt)' moeten zich verhouden als de waarden van 

C+ en dus als de waarden van c*, de verzadigingsconcentraties. 

De verzadigingsconcentratie van n-hendecaan in water is driemaal zo 

groot als de verzadigingsconcentratie van n-dodecaan in water. Aan 

de evenredigheid is voldaan. 

bij toevoer van gasvormig u-alkaan, 

kan geheel verklaard worden uit de stofoverdracht van luchtfase naar 

waterfase. 

6.1.2. Groei bij stofoverdracht door direct contact. 

De groeikromme voor groei op n-tridecaan - 13 - en de 

krommen voor groei op n-hexadecaan - fig. 14 en 15 - vertonen grote 

overeenkpmst met de groeikrommen bij stofoverdracht via opgelost n-



alkaan. De is exponentieel tot hoge droge-stof-

concentraties. De exponentiële groeiperiode gaat, zonder aantoon-

bare tussenperiode, over in de lineaire 

aangegeven door een onderbroken, verticale 1 

is betrekkelijk kort. 

. De overgang is 

• De lineaire periode 

Uit de groeikrommen blijkt, dat voor groei op n-tridecaan en hogere 

u-alkanen 

(dS/dt)" ln (dS/ dt)" max. 

Voor stofoverdracht algemeen 

dS/dt K 0 !1C 

Voor het specifiek oppervlak geldt 

waarin 

zodat 

0" 

O" 

q f N 

contact oppervlak per m3 cultuur­

vloeistof 

q contact oppervlak tussen druppel 

en cel 

f fractie van N, dat deelneemt aan 

het directe contact 

N aantal micro-organismen per m3 

cultuurvloeistof 

dS/dt K q f N !1C 

33 

3 

34 

35 

De stofoverdracht kan in het algemeen verbeterd vorden door verho-

van de turbulentie. Teneinde na te gaan of ook stofover-

dracht door direct contact de overdracht verbeterd kan Horden door 

verhoging van de turbulentie, moet formule 35 nader bekeken .vorden. 
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De stofoverdrachtsco~ffici~nt K wordt bepaald door de contactweer­

stand olieoppervlak / cel en de weerstand tegen n-alkaantransport 

van celwand naar enzymoppervlak. Deze weerstanden worden niet beÏn­

vloed door de mate van turbulentie. Het contactoppervlak q zal even­

min beïnvloed worden door de mate van turbulentie. Het is echter mo­

gelijk dat f, de fractie van N dat deelneemt aan het direct contact, 

afhankelijk is van de mate van turbulentie en dus van het toerental. 

De invloed van het toerental is nagegaan. Uit de metingen blijkt, 

dat (dS/dt)'
1
' en dus volgens formule 33 (dS/dt)" onafhankelijk is 
n - max 

van het toerental. Voor fig. 14 - groei op n-hexadecaan, toerental 

20.0/s - wordt gevonden (dS/dt)" is 11.0 10- 4 kg/m 3 s. Voor fig. ma x 
IS - groei op n-hexadecaan, 

waarde 10.7 10-4 kg/m 3 s. 

toerental 30.0/s - heeft (dS/dt)" de 
ma x 

Bij toenemende waarde van N zal het gehele oliedruppeloppervlak be-

zet raken met gistcellen, zodat 

waarin 

O" 

oppervlak van de oliedruppels 

per m3 cultuurvloeistof 

36 

Daar bij toenemende turbulentie de gemiddelde druppelgrootte zal af­

nemen, is 0° een functie van het toerental. De stofstroom is in dit 

geval afhankelijk van het toerental. Deze wijze van limitering, de 

zg. oppervlaktelimitering , treedt bij de in deze paragraaf behan­

delde groeikrommen niet op. Voordat het oppervlak geheel bezet is 

met gistcellen, zal de groei afnemen t.g.v. concentratielimitering. 

In 6.4. zal worden aangetoond, dat het einde van de exponentiële 

groeiperiode het gevolg is van concentratielimitering. Door opvoeren 

van de concentratie van het n-alkaan in de olie kan echter een toe­

stand gecre~erd worden, waarbij oppervlakte-limitering wel optreedt, 

voordat een andere wijze van limitering een rol zal gaan spelen. In 

6.5. wordt de oppervlakte-limitering nagegaan. 

De waarden gevonden voor de groeisnelheidsconstante, bij groei van 

Candida lipolytica op n-tridecaan en hogere n-alkanen zijn opgenomen 

in tabel 17. 

n 



In de literatuur n weinig gegevens over groeisnelheidsconstanten 

bij groei van ten op u-alkanen. Ni11er (110) (158) geeft voor de 

groeisnelheidsconstante waarden van 0.28 10-4 /s tot 0.42 10-4/s, 

voor n-dodecaan tot n-octadecaan. Azoulay (189) geeft voor alle u­

alkanen een \vaarde van 1.17 I0- 4 /s. De kingen zijn aanzienlijk. 

In aanmerking moet echter Horden genomen dat noch Hiller, noch Azou­

lay aangeven hoe de desbetreffende waarden verkregen zijn. Zij geven 

geen groeikrommen en geven evenmin aanwijzingen over de toegepaste 

meetmethoden. 

In tabel IS zijn de waarden, gevonden voor de economische coäffici­

ënt, gegeven. De economische coëfficiënt neemt toe met de ketenleng­

te en wordt constant voor n-hexadecaan en hogere n-alkanen. 

Het is niet uitgesloten, dat het n-alkaan niet volledig afgebroken 

wordt. Restprodukten van de u-alkaan-afbraak zijn meermalen aange-

toond in de cultuurvloeistof. Indien de van de restketen on-

afhankelijk is van de oorspronkelijke n-alkaan-ketenlengte, dan kan 

hieruit de toename van de economische coëfficiënt verklaard worden. 

Indien de restketen ongeveer 6 C-atomen zou bevatten, dan is voor 

korte n-alkaanketens de rest relatief groot t.o.v. het deel van de 

keten, dat afgebroken wordt. De economische coëfficiënt is laag. Bij 

toenemende alkaanketens wordt de rest relatief steeds t.o. 

v. het deel van de keten, dat afgebroken wordt. De economische coëf­

ficiënt neemt toe met de ketenlengte. 

De toename van de economische coëfficiënt zal steeds geringer worden 

bij toenemende ketenlengte en dus nadert de economische coëfficiënt 

min of meer tot een limietwaarde. 

De waarden van de economische coëfficiënt gevonden door Miller en 

Azoulay n redelijk goed in overeenstemming met de bij dit onder-

zoek gevonden waarden - 24 -. De tendens van de toename is 

steeds dezelfde, de absolute waarden verschillen. Gezien het 

dat met verschillende gistsoorten of tenminste met verschillende 

stammen van Candida gewerkt is, zijn de afwijkingen aan­

vaardbaar. 

73 



overdrachtsmechanismen gelijktijdig. 

Bij groei op n-hendecaan en n-dodecaan vindt stofoverdracht plaats 

door twee stofoverdrachtsmechanismen gelijktijdig. De groeikrommen 

voor de groei op n-hendecaan, 16, 17, 18 en 19 en voor de groei 

op n-dodecaan, . 20 zijn duidelijk afwijkend van de vorm bij 

stofoverdracht door één stofoverdrachtsmechanisme. 

De exponentiële groeiperiode gaat niet over in een lineaire groei­

periode, maar in een tussenperiode die verscheidene uren duurt. De 

overgang is weer aangegeven door een onderbroken, verticale lijn. De 

tussenperiode gaat over in de lineaire groeiperiode en deze over­

gang is eveneens aangegeven door een onderbroken, verticale lijn. 

Uit de groeikrommen blijkt, dat 

(dS/dt)ln < (dS/dt) 
max. 

37 

De ger,evens en de grootheden die met behulp van de groeikrommen be­

paald zijn, zijn opgenomen in de tabellen 19 (voor n-hendecaan) en 

20 (voor n-dodecaan). 

Voorn-hendecaan heeft de groeisnelheidsconstante 1/P dP/dt de waar-

de 0,53 10-4/s. Voor groei op n-hendecaan bij stofoverdracht via op-

gelost n-alkaan werd gevonden - zie tabel 15 - 0.59 Jo- 4/s. 

Voor n-dodecaan heeft de groeisnelheidsconstante 1/P dP/dt de waarde 

0.51 J0- 4/s. Voor op n-dodecaan bij stofoverdracht via opge­

lost n-alkaan werd gevonden - zie tabel 16 - 0.51 I0- 4/s. De ver­

schillen zijn betrekkelijk gering. 

Het is niet bekend, op welke wijze een bepaalde cel van n-alkaan 

wordt voorzien. Er doen zich, theoretisch, verschillende mogelijk­

heden voor. 

Het is mogelijk, dat een deel van de cellen zich bevindt in de massa 

van de waterfase en van n-alkaan wordt voorzien door stofoverdracht 

via opgelost alkaan. Het overige deel van de cellen bevindt zich dan 

in direct contact met de oliedruppel en wordt voorzien van n-alkaan 

door stofoverdracht door direct contact. ~faar een cel, die in direct 
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contact is met een oliedruppel, is slechts voor de helft van zijn 

oppervlak met de oliedruppel in contact. De andere helft van het op­

pervlak is naar de waterfase gekeerd. Het is waarschijnlijk, dat de­

ze cel via dit deel van zijn oppervlak voorzien wordt door stofover­

dracht via opgelost n-alkaan. 

Een andere mogelijkheid is, dat elke cel 1.n direct contact is met 

een In dit geval wordt elke cel van n-alkaan voorzien 

door beide overdrachtsmechanismen. 

Tot nu toe is aangenomen, dat bij direct contact de helft van htt 

oppervlak bij dit directe contact is betrokken. Het is echter niet 

, gezien de kromming van druppel en cel, dat een veel ge­

deel van het oppervlak bij dit contact betrokken is. Boven­

dien zal elke cel, in direct contact met een oliedruppel, een deel 

van het grensvlak olie/water blokkeren. Naarmate meer cellen in di­

rect contact zijn met de olie, neemt de stofstroom van oliefase naar 

waterfase af. 

Door centrifugeren is daarom getracht vast te stellen, welk deel van 

de gistcellen zich 1.n de massa van de waterfase bevindt. 

Het soortelijk gewicht van de teel is ongeveer 1.07. Het soorte-

lijk gewicht van de olie varieert van 0.77 tot 0.88, afhankelijk van 

het n-alkaan gehalte. Het gist/olie-complex bevat voornamelijk olie, 

zodat het soortelijk gewicht van het t/olie-complex kleiner is 

dan 1.00. Door centrifugeren moet in principe een scheiding mo­

gelijk zijn tussen cellen in de waterfase en cellen in contact met 

de olie. De resultaten waren echter niet reproduceerbaar. Mogelijk 

kwam een deel van de gistcellen, die zich bevonden in de massa van 

de waterfase, tijdens het (of reeds tijdens het hante-

ren van het monster vóór het centrifugeren) terecht in de tussen­

ruimten van de gist/olie-agglomeraten. 

Stel, dat per m3 cultuurvloeistof N' cellen zich in de massa van de 

waterfase bevinden, terwijl N" cellen in direct contact zijn met het 

olieoppervlak, zodat 

N N' + N" 38 
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Voor de stofoverdracht via opgelost n-alkaan geldt 

12 m c* 
(dS/dt)' 26 

Indien de oliedruppels zeer groot zijn in vergelijking met de gist­

ceilen, dan mag gesteld worden 

<< 39 

omdat B0 en Be van dezelfde orde van grootte zijn. 

Noemen we ~ de fractie vrij olieoppervlak, dat wil zeggen de fractie 

van het olieopoervlak dat niet bezet is met gistcellen, dan is 

12 ID c* B0 

(dS/dt)' ----'/' 
(do) 2 

40 

Voor de stofoverdracht door direct contact geldt 

(dS/dt)" K q f N t..C 

Nu is f N N" zodat, met K q t..C y, 

(dS/dt)" y N" 41 

De stofstroom is samengesteld uit de bijdrage van de stofoverdracht 

via opgelost n-alkaan en de bijdrage van de stofoverdracht door di­

rect contact, dus 

dS/dt (dS/dt)' + (dS/dt) 11 
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waaruit, met 40 en 41 

dS/dt 1jJ + y N" 42 

Van 0°, het oppervlak der oliedruppels per m3 cultuurvloeistof, is 

de fractie (I - 1jl) 0° "bezet" met gistcellen, dus 

(I - 1jl) 0° q N" 

en met 0° 6 B0 I d0 volgt hieruit 

q N" do 
1jJ I -

6 Bo 

zodat 

12 ID c* Bo 2 ID c* N" q 
dS/dt + y N" 43 

(do)2 (do) 

Bij toenemend toerental zal d0
, de gemiddelde druppeldiameter, afne-

men. 

In 6.5. is het verband tussen de gemiddelde druppelgrootte en het 

toerental nagegaan - fig. 35 en 36 

Uit de metingen volgt, dat in benadering 

c n-0,7 
0 

Combinatie van 43 en 44 geeft 

dS/dt = 12 c2 me• B0 n1 · 4 - 2 c ID c• N" q n0· 7 

+ y N" 

44 

45 

Bewezen is reeds, dat de stofoverdracht door direct contact onafhan-

kelijk is van het toerental, zodat y N" c3. 

n 



Stellen we 12 c 2 ID c* B0 q en 2 c ID C * N" q 

dS/dt 46 

Voor lage droge-stofconcentraties is het olieoppervlak, dat bezet is 

met gistcellen, te verwaarlozen ten opzichte van het olieoppervlak, 

dat niet bezet is met gistcellen, zodat ~ + I. 

Uit 42 volgt nu 

12 ID c* Bo 
dS/dt 

(d0)2 
+ y N" 47 

en, met!!.!:._, 

dS/dt 12 c2 ID c* B0 n 1. 41 + y N" 48 

of 

dS/dt q nl.4 + c3 49 

Het verband tussen omzettingssnelheid en toerental, voor groei van 

Candida lipolytica op n-hendecaan, is nagegaan. 

In fig. 21 is (dS/dt)ln' de omzettingssnelheid aan het einde van de 

exponentiële 

Hieruit blijkt 

dS/dt 

groeiperiode, uitgezet als functie van het toerental. 

50 

Uit de overeenkomst tussen 49 en 50 kan besloten worden, dat bij 

groei van Candida lipolytica op n-hendecaan, bij lage droge stofcon­

centraties, de "afscherming" van het olieoppervlak door gistcellen 

verwaarloosd kan -vmrden. 

Het is mogelijk de stofoverdracht via opgelost n-alkaan relatief on­

belangrijk te maken t.o.v. de stofoverdracht door direct contact zo­

dat in benadering gesteld kan worden, dat de groei uitslui~end 

plaatsvindt door stofoverdracht door direct contact. 
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De stofoverdracht via opgelost n-alkaan is een functie van het toe-

rental. Door het toepassen van toerentallen kan de absolute 

waarde van deze stofstroom gering gemaakt worden. hoge celcon-

centraties (door het toepassen van hoge entconcentraties) is de bij-

van de stofoverdracht via opgelost n-alkaan relatief klein ten 

opzichte van de stofoverdracht door direct contact. Door combinatie 

van beide methoden kan de relatieve bijdrage van de stofoverdracht 

via opgelost n-alkaan zo klein gemaakt worden, dat deze stofstroom 

in benadering verwaarloosd kan worden ten opzichte van de stofstroom 

door direct contact. 

op n-hendecaan en n-dodecaan wordt 

onder de zo juist geschetste omstandigheden voor de groeisnelheids­

constante gevonden (tabel 21) 

voorn-hendecaan 0.32 10-4 /s 

voorn-dodecaan 0.37 10-4 /s 

Deze waarden zijn veel lager dan bij stofoverdracht via opgelost n­

alkaan. 

op n-alkanen. Overzicht. 

In fig. 22 zijn de waarden van de groeisnelheidsconstante als func­

tie van de ketenlengte uitgezet. Voor n-hendecaan en n-dodecaan zijn 

de waarden bij stofoverdracht via opgelost n-alkaan, bij gelijktij­

dig optreden van twee stofoverdrachtsmechanismen en bij stofover­

dracht door direct contact opgenomen. 

Voor n-hendecaan en n-dodecaan is het gelijktij optreden van twee 

stofoverdrachtsmechanismen "normaal", voorn-tridecaan en hogeren­

alkanen is de stofoverdracht door direct contact de "normale" wijze 

van stofoverdracht. De getrokken kromme in fig. 22 geeft daarom het 

"normale" verband weer tussen groeisnelheidsconstante en ketenleng­

te. 

In l.S. is gesteld dat, blijkens de literatuur, veelvuldig anomali­

teiten zijn waargenomen bij de groei van micro-organismen op n-alka­

nen met ketens van 10 - 14 C-atomen. Het kolommendiagram - fig. 23 -
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toont aan, dat de groei minimaal is voor n-tridecaan/n-tetradecaan. 

Door vergelijken van de figuren 22 en 23 blijkt, dat het dal in de 

kromme het gevolg is van het optreden van de twee overdrachtsme-

ebanismen bij n-hendecaan en n-dodecaan. Door de bijdrage van de 

stofoverdracht via opgelost n-hendecaan en n-dodecaan, neemt bij 

beide alkanen de totale stofoverdracht sterk toe. 

De groeisnelheidsconstante voor de groei op n-alkaan bij stofover­

dracht door direct contact, neemt geleidelijk toe met de ketenleng­

te. De vorm van de kromme (fig. 22, eerste deel een onderbroken, 

tweede deel een volle lijn) is identiek met de vorm van de kromme in 

fig. 24. Indien de stofoverdracht uitsluitend zou plaatsvinden door 

direct contact, zou geen dal optreden. 

De stofstroom per gewichtseenheid drogestof 1/P dS/dt kan afgeleid 

worden uit 1/P dP/dt. De economische co~ffici~nt is constant (zie 

2.3.1.4.). zodat 

(P-P ) d(P-P ) d(S
0
-S) dP dS 

0 0 

e.c."'--- I 1-/-1 (S
0
-S) dt dt dS dt 

In 1/P dP/dt kan dP/dt vervangen worden door het produkt van econo-

mische cogfficignt en dS/dt, 

In tabel 22 zijn de waarden van 1/P dS/dt voor groei van Candida 

lipolytica C.B.S. 599 op de verschillende n-alkanen, opgenomen. Uit 

de gegevens blijkt dat 1/P dS/dt bij stofoverdracht door direct con­

tact nagenoeg constant is. Voor stofoverdracht via opgelost n-alkaan 

is 1/P dS/dt ongeveer 50% hoger. 

6.4. Concentratielimiterinv. 

Voor lage \vaarden van de koolstofsubstraatconceutr;1tie uordt deze 

concentratie limiterend. Bij stofoverdracht door direct contact is 

de concentratie van het n-alkaan in de oliefase, co, de bepalende 

concentratie. 

De groei van Candida lipolytica als functie van co is, voor n-hexa­

decaan, nagegaan in schudkolfcultuur - fig. 25 en 26. Voor lage sub­

straatconcentraties is de groei inderdaad afhankelijk van deze sub-

80 



straatconcentratie. Bij schudkolfcultuur wordt de pH niet bijgere­

geld. }let toenemende celconcentratie daalt de pH. De groei is afhan­

kelijk van de pH. De groei daalt niet alleen t.g.v. de dalende 

n-hexadecaanconcentratie, maar tevens t.g.v. de dalende pH. 

Bij de proeven in het fermentatievat is de pH constant gehouden. Uit 

de groeikrommen en de substraatverbruikkrommen kan de groeisnelheid 

als functie van de substraatconcentratie bepaald worden-tabel 23. De 

groeisnelheidsconstante kan, met behulp van de economische coëffi­

ciënt, omgezet ~•orden tot de Haarde I /P dS/dt. In de figuren 27, 29 

en 31 zijn de verzadigingskrommen voor ~roei op n-tridecaan, n-hexa­

decaan en n-nonadecaan weergegeven. In de figuren 28, 30 en 32 zijn 

de overeenkoms Eadie-diagrammen uitgezet. De waarden van de ver­

zadigingscanstante Ks zijn opgenomen in tabel 24. In deze tabel zijn 

naast de waarden van Ks opgenomen de waarden van 1/P dS/dt 

De waarden van 1/P dS/dt zijn in dit geval iets hoger dan volgens 

6.3. 

De resultaten tonen aan dat voor lagere waarden van de n-alkaancon­

centratie in de oliefase, de groei afhankelijk wordt van deze con­

centratie. De afhankelijkheid kan beschreven worden met behulp van 

de verzadigingsvergelijking. 

6.5. Oppervlaktelimitering. 

Bij stofoverdracht door direct contact is het theoretisch mogelijk, 

dat bij hoge gistconcentraties het grensvlak geheel bezet is met 

gistcellen. In dit geval zullen uitsluitend de cellen aan het grens­

vlak vermenigvuldigen. De groei is dan gelimiteerd door het beschik­

bare oppervlak. dens de groei worden de verschillende substraten 

verbruikt. Tegen de tijd dat de hoge drogestofconcentratie be­

reikt is, kan een substraat zover verbruikt zijn dat de concentra­

tie van dat substraat limiterend is. Dit geldt dan met name voor de 

n-alkaanconcentratie. Dit kan voorkomen worden, door uit te gaan 

van een zeer hoge entconcentratie. 

In fig. 33 - tabel 25 - zijn de resultaten weergegeven van een twee-
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tal groeiproeven op n-hexadecaan, 

Bij deze proeven, gelijktijdig ingezet, zijn alle omstandigheden de­

zelfde. De enting is eveneens dezelfde, naar kwaliteit en hoeveel­

heid. Slechts de oliebelasting en de oliesamenstelling zijn ver­

schillend. 

Voor hoge n-alkaanconcentraties is de onafhankelijk van de 

concentratie. Het verschil in oliesamenstelling (80 % n-hexadecaan 

bij proef no. I, 50% n-hexadecaan bij proef no. 2) heeft geen 

invloed. Een mogelijke concentratielimitering wordt door het opge­

voerde n-hexadecaan-gehalte vermeden. Uit het bovenstaande blijkt, 

dat de proeven slechts verschillen in oliebelasting. 

De oliebelasting is laag gehouden, opdat bij benadering het grens­

vlak evenredig zal zijn met de oliebelasting. 

Voor de exponentiële periode is in beide gevallen de groeisnel­

heidsconstante 0. 6 7 I0-4/ s. Bij een vaste - stofconcentratie van 

2.86 kg/m3 gaat voor proef l de groei over in de fase 

stant = 1.9 I0-4 kg/m3s. Alkaanconcentratielimitering 

dP/dt = con­

kan in dit 

punt nog niet optreden. Er is geen zuurstof- of andere limitering, 

want proef 2 blijft de gist bij deze vaste - stofconcentratie 

in de exponentiële periode. Bij een vaste-stofconcentratie van 

5,24 kg/m3 gaat voor proef 2 de groei over in de fase dP/dt con-

stant = 3.5 10-4 kg/m3 s. Alleen het grensvlak is in beide geval-

len verschillend en dus moet de overgang van exponentiële periode 

naar lineaire periode een gevolg zijn van grensvlaklimitering. 

Het grensvlak kan limiterend zijn bij de overdracht van u-alkaan van 

oliefase naar waterfase. Aangetoond is echter dat voor n-hexadecaan 

de stofoverdracht via opgelost n-alkaan volkomen te venvaarlozen is, 

zodat deze vorm van limitering uitgesloten is. Het grensvlak kan ook 

limiterend zijn ten aanzien van het aantal cellen, dat aan het 

grensvlak een plaats kan vinden. Bij de overgang is het grensvlak 

volledig bezet. Nadat het grensvlak volledig bezet is, groeien al­

léén de cellen aan het grensvlak - N actief - waarbij Nactief het 

aantal cellen per m3 olie voorstelt. Daar Nactief bij volledige op­

pervlakte bezetting constant is, zijn dN/dt en dP/dt constant. 

De gegevens in tabel 25 tonen aan, dat bij overgang van exponentiële 
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fase naar de lineaire fase de gist/olie verhouding dezelfde waarde 

heeft. 

In principe zou, na de overgang, dN/dt langzaam moeten afnemen. Er 

is verbruik van zodat de oliebelasting en dus het fase­

grensvlak steeds kleiner wordt, Een volledig "bezet" grensvlak wil 

echter zeggen dat er 'vel open plekken zijn, maar dat deze plekken 

elk voor zich kleiner n dan de doorsnede van een gistceL Een 

nieuwe gistcel kan zich dus niet meer aan het grensvlak invoegen, 

maar er is wel kleiner '"orden van de druppels door al­

kaanverbruik zal, binnen zekere grenzen, de bezetting dezelfde blij-

ven. 

Hen kan nu een grove 

bekend is 

maken van de druppelgrootte, indien 

a) het verband tussen droge stof en aantal gistcellen 

b) de lde van de gis tee 1 

c) de rangschikking van de cellen aan het grensvlak 

Het verband tussen droge stof en aantal gistcellen is, uit metingen, 

bekend. Voor Candida 1 op n-alkanen in de reeks 

n-hendecaan tot n-octadecaan geldt, onder de eerder geschetste 

proefomstandigheden, dat I = 225 10 11 cellen. Als ge-

middelde afmetingen van Candida 'verd gevonden 13 1.1 x 4 1.1. ____ _:___::._ __ 
(microscopisch bepaald), Als 

king van de cellen aan het 

alle cellen bevinden zich met de 

vlak- fig. 34, celrangschikking I. 

alle cellen bevinden zich met de 

- fig. 34, celrangschikking 2. 

Voor de gemiddelde druppeldiamter 

oliebelastins en 0° het specifiek 

ijkheden van de rangschik-

as evenwijdig aan het grens-

as loodrecht op het grensvlak 

Voor de berekeningen moet echter niet worden uitgegaan van het fase­

grensvlak, maar van het boloppervlak, waarop de "doorsneden" van de 

gistcellen zich bevinden. 

In de figuren 35 en 36 is, voor beide 

schikking, de gemiddelde druppelgrootte 

van celrang­

als functie van het 
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toerental. Uit de figuren blijkt, dat de gemiddelde druppeldiameter 

afneemt met toenemend toerental. 

Getracht is de druppelgrootte rechtstreeks te bepalen. Op deze ze 

kan het verband tussen toerental en gemiddelde druppelgrootte geve-

rifieerd worden. Tevens kan dan bepaald worden, welke celrangschik­

king optreedt bij de fermentatieproeven. 

Een meting van de gemiddelde druppelgrootte met behulp van troebe­

lingsmetingen is niet mogelijk, omdat de aanwezige gistcellen en 

luchtbellen eveneens dragen tot de troebeling. Om dezelfde reden 

kunnen ook andere bijv. met de Coulter counter, niet wor-

den toegepast. Bepaling van de druppelgrootte met behulp van een mi­

croscoop bleek eveneens onmogelijk. In het monster bleken alleen 

zeer grote druppels (diameters groter dan 100 ~) en zeer kleine 

druppels (diameters kleiner dan 1 ~) aanwezig. Hieruit kan besloten 

worden, dat de aanwezige druppels (met uitzondering van de kleinste 

druppels) samengevloeid waren. De druppelgrootte-verdeling in het 

monster komt dus niet overeen met de druppelgrootte-verdeling in het 

cultuurmedium in het fermentatievat. 



7. GROEI OP MEERVOUDIG SUBSTRAAT 

Monod (83) heeft bewezen dat bij groei van micro-organismen op meng­

sels van koolhydraten, diauxie op kan treden. Onder diauxie wordt 

verstaan : het uiteenvallen van de groeikromme van een cultuur, die 

twee koolstofbronnen bevat, in twee groeikrommen gescheiden door een 

lagperiode. Bij bepaalde combinaties van koolhydraten, glucose/ 

saccharose onder andere, worden beide substraten gelijktijdig ver­

bruikt. Bij andere combinaties, bijvoorbeeld glucose/galactose, 

wordt eerst de glucose geheel verbruikt. Hierna treedt een lagperio­

de op, waarna de galactose verbruikt wordt. 

Bij de produktie van eiwit uitgaande van koolwaterstoffen als kool­

stofsubstraat, worden u-alkanen met meer dan 10 C-atomen toegepast. 

De paraffinen \vorden verkregen door behandel van aardoliefracties 

met moleculairzeven of door outparaffineren van aardoliefracties. 

Soms wordt uitgegaan van onbehandelde aardoliefracties. Van welke 

grondstof ook wordt uitgegaan, steeds bevat de grondstof een groot 

aantal verschillende koolwaterstoffen, die in aanmerking komen als 

substraat. Het is niet uitgesloten dat bij van micro-organis-

men op koolwaterstoffen diauxie optreedt. De van gisten op 

mengsels van n-alkanen dient onderzocht te worden. 

Bij de ladingsgewijze produktie wordt uitgegaan van entmateriaal, 

dat is voorgekweekt op koolwaterstoffen. Niettemin treedt na enten 

een lagperiode op. Laine (58) heeft gesteld, dat deze lagperiode 

ge~limineerd kan worden door het entmateriaal in een voortrap te la­

ten groeien op koolhydraten. 11en zou echter verwachten dat door 

voorkweek op koolhydraat de lagperiode verlengd zou worden in plaats 

van ge~limineerd. Een onderzoek naar diauxie bij groei op mengsels 

van koolhydraat en koolwaterstof is eveneens noodzakelijk. 

Het onderzoek heeft tot nu toe betrekking gehad op groei op enkel­

voudig koolstofsubstraat. Het entmateriaal was steeds voorgekweekt 

op het toegepaste koolstofsubstraat, Bij groei op meervoudig kool­

stofsubstraat doet zich de vraag voor of het verschil maakt, op 

welke van de twee koolstofbronnen het entmateriaal is voorgekweekt. 

Het voorkweken-anders dan reeds in 2.1. is behandeld- moet worden 
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nagegaan. 

7.1. Voorkweken van de gist. 

C.B.S. 599 op, achtereenvolgens, n-

hendecaan tot en met n-octadecaan, met entmateriaal voorgekweekt op 

n-tetradecaan (fig. 37), n-pentadecaan (fig. 39), n-hexadecaan (fig. 

38), n-heptadecaan (fig. 40) en op een mengsel van n-hendecaan tot 

en met n-hexadecaan (fig. 41), is nagegaan. De hoeveelheid entmate­

riaal is bij de verschillende series verschillend. De series mogen 

daarom onderling niet zonder meer vergeleken worden. Binnen een se­

rie is de hoeveelheid en de k>valiteit van de entgist dezelfde. De 

waarden in een serie kunnen wel onderling vergeleken worden. De se­

ries zijn meerdere malen herhaald. De gegeven kolommendiagrammen 

zijn representatief voor de verkregen resultaten. Uit de kolommen­

diagrammen blijkt : 

bij voorkweek op n-tetradecaan en n-hexadecaan 

groei op n-tridecaan < groei op n-tetradecaan 

groei op n-hexadecaan ~ groei op n-heptadecaan 

bij voorkweek op n-pentadecaan en n-heptadecaan 

groei op n-tridecaan > groei op n-tetradecaan 

groei op n-hexadecaan ,. groei op n-heptadecaan 

Het maakt verschil of de gist, bij groei op n-hexadecaan, is voor-

gekweekt op n-hexadecaan of op n-pentadecaan. Het maakt dan waar­

schijnlijk meer verschil of de gist, bij groei op n-hexadecaan, is 

voorgekweekt op n-hexadecaan of op een koolhydraat, Daarom is bij 

elk mengsel de groei nagegaan met entmateriaal voorgekweekt op kool­

stofcomponent no. I en met entmateriaal voorgekweekt op koolstofcom­

ponent no. 2. 

7.2. Meetmethode. 

Monod maakte, voor het aantonen van diauxie, gebruik van troebe­

lingsmetingen. Gezien de goede resultaten die bij het onderzoek wer-
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den verkregen met de drogestofbepaling door titratie (zie 2.3.1.3.), 

werd nagegaan of de titratiekromme geschikt was voor het aantonen 

van diauxie. Uit de metingen van Monod blijkt, dat het mengsel 

glucose/galactose diauxie optreedt. De controle op de geschiktheid 

van de titratiekromme werd daarom uitgevoerd met het mengsel gluco­

se/galactose. Daar echter Candida C.B.S. 599 slechts 

groeit op glucose, werd Candida trapicalis C.B.S. 94 toegepast. De 

titratiekrommen voor de groei van Candida C.B.S. 94 op 

glucose/galactose, met entmateriaal voorgekweekt op glucose (fig. 

42) en met entmateriaal voorgekweekt op galactose (fig. 43),tonen 

duidelijk het optreden van diauxie. Vergelijking met de titratie­

krommen voor de groei op glucose • 44) en de groei op galactose 

(fig. 45) bewijst, dat onafhankelijk van de koolstofbron waarop de 

is voorgekweekt, steeds eerst glucose wordt aangetast. Uit de 

vorm van de krommen, vooral uit de vorm van de diauxische lag, 

blijkt dat de groei op galactose al een aanvang neemt, voordat de 

glucose geheel verdwenen is. Uit het voorgaande blijkt, dat titra­

tiekrommen geschikt zijn voor het aantonen van diauxie. 

7.3. Groei van gisten op mengsels van koolhydraat en koolwaterstof. 

De titratiekrommen voor de groei van Candida tropicalis C.B.S. 94 
op glucose/n-hexadecaan, respectievelijk met entmateriaal voorge­

kweekt op glucose 46) en met entmateriaal voorgekweekt op n­

hexadecaan (fig. 47), vertonen eveneens duidelijk diauxie. Bij het 

ingaan van de diauxische werd de hoeveelheid n-alkaan per m3 

cultuurvloeistof gaschromatografisch bepaald. Het n-alkaan is, bij 

het ingaan van de lag, nog in de oorspronkelijke hoeveelheid aanwe­

zig. De lagperiode is veel duidelijker dan bij de krommen van 7.2. 

Bij voorkweken op n-hexadecaan is de diauxische lagperiode geringer 

en de groeisnelheid op n-hexadecaan groter dan bij voorkweken op 

glucose. Hieruit blijkt dat voor Candida trapicalis C.B.S. 94 bij 

groei op n-hexadecaan, een voorkweek op glucose 

De titratiekrommen voor de groei van Candida 
----------~------

C.B.S. 94 
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op galactose/n-hexadecaan, respectievelijk met entmateriaal voorge­

kweekt op galactose (fig. 43) en met entmateriaal voorgekweekt op 

n-hexadecaan ( . 49),vertonen eveneens diauxie. De diauxie is veel 

minder uitgesproken dan bij glucose/n-hexadecaan, zelfs minder dan 

bij glucose/galactose. Uit fig. 49 blijkt dat de afbraak van het n­

hexadecaan (gaschromatografisch bepaald) begint, lang voor het ga­

lactose geheel verdwenen is. De volgende afbraakvolgorde blijkt te 

bestaan 

glucose 

galactose 

n-hexadecaan 

onafhankelijk van de koolstofbron waarop de gist is voorgekweekt. 

De titratiekrommen voor de groei van Candida C.B.S. 599 

op glucose/n-hexadecaan, respectievelijk met entmateriaal voorge­

kweekt op glucose (fig. 50) en met entmateriaal voorgekweekt op n-

hexadecaan SI), tonen aan dat er in dit geval nauwelijks di-

auxie optreedt. 

De stelling van Laine (SS) dat de lagperiode bij op n-alkaan 

is in zijn alge-geëlimineerd wordt door voorkweek op koolhydraat, 

meenbeid onjuist. Bij van Candida 

hexadecaan wordt bij voorkweek op galactose 

C.B.S. 94 op n­

de lagperiode vermin-

derd, bij voorkweek op glucose daarentegen de lagperiode vergroot. 

Bij groei van Candida lipolytica C.B.S. 599 op n-hexadecaan wordt 

bij voorkweek op de lagperiode geëlimineerd. Voor elke soort 

moet nagegaan worden, welk koolhydraat het gewenste effect heeft. 

7.4. ~roei van gisten op mengsels van twee koolwaterstoffen. 

De titratiekrommen voor de van Candida C.B.S. 599 

op mengsels van twee u-alkanen vertonen geen diauxie - fig. 52, 53 

en 54 -. Dit wil zeggen dat bij mengsels van n-alkanen de gistcel 

alle aanwezige u-alkanen gelijktijdig aantast, onafhankelijk van het 
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n-alkaan, uaarop het entmateriaal is voorgek\veekt. 

In tabel 26 is voor enkele proeven het verloop van de hoeveelheid 

n-alkaan per m3 cultuurvloeistof (gaschromatografische bepaling) met 

de tijd gegeven. Uit de len blijkt, dat inderdaad de aanwezige 

n-alkanen gelijktijdig verdwijnen. Hiermee is het bewijs, dat er 

geen diauxie optreedt bij de groei van Candida lipolytica C.B.S. 599 

op mengsels van n-alkanen, rechtstreeks gegeven. 

In 6.3. is aangegeven hoe 1/P dS/dt bepaald kan worden door, in de 

groeisnelheidsconstante 1/P dP/dt de waarde dP/dt te vervangen door 

het produkt van economische cogfficiënt en dS/dt. De waarde van 1/P 

dS/dt kan echter ook bepaald \Vorden door uit te gaan van de sub­

straatverbruikkromme. Uit de substraatverbruikkromme volgt de waarde 

van dS/dt. Combinatie van dS/dt en de bijbehorende waarde van P 

geeft 1/P dS/dt. 

In . SS is de groeikromme voor groei van Candida C.B. 

S. 599 op het mengsel n-pentadecaan/n-hexadecaan gegeven. Het aantal 

gaschromatografische bepalingen van het n-alkaan is betrekkelijk ge­

ring en een rechtstreekse constructie van het AS/tijd-diagram daarom 

onnauwkeurig. Voor de exponentiële groeiperiode is echter ln~S recht 

evenredig met de tijd. Uit het verband (lnbS)/tijd kan voor elk 

dstip de waarde vanAS en deAS/tijd-kromme bepaald worden. In 

56 is de verbruikkromme voor n-pentadecaan, in fig. 57 de verbruik­

kromme voor n-hexadecaan geconstrueerd. Op elk dstip is nu de 

waarde van dS/dt voor n-pentadecaan en de waarde van dS/dt voor n­

hexadecaan bekend. Daar aangenomen kan worden dat elke cel toevoer 

gt van beiden-alkanen moeten, om 1/P dS/dt te verkrijgen, de 

waarden van dS/dt gecombineerd worden met de totale drogestofconcen­

tratie P. Uit tabel 27 blijkt dat 1/P dS/dt per n-alkaan constant is 

en gelijk aan 0.42 10-4 /s. De totale waarde van 1/P dS/dt is dan 

0.84 10-4 /s. Dit is volledig in overeenstemming met de waarde ge­

noemd in 6.3. Voorn-dodecaan is de waarde afwijkend : 0.64 10-4 /s. 

groei op uitsluitend n-dodecaan moet 1/P dS/dt tweemaal zo groot 

zijn : 1.28 10-4 /s. In 6.3. werd gevonden 1.17 10-4/s, zodat ook 

voor n-dodecaan de overeenstemming zeer goed is. 
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7.5. Groei op mengsels van meer dan twee koolwaterstoffen. 

Het onderzoek naar de groei op mengsels van meer dan twee koolwater­

stoffen is uitgevoerd met gasolie. De ladingsgewijze proeven werden 

in verschillende stadia van ontparaffinering afgebroken en de olie­

fase gaschromatografisch onderzocht. In fig. 5 is een gaschromato­

gram van de onbehandelde en in 6 een gaschromatogram 

van de gedeeltelijk ontparaffineerde gasolie weergegeven. De resul­

taten zijn opgenomen in tabel 28. Uit de gegevens blijkt, dat alle 

n-alkanen gelijktijdig en in dezelfde mate verdwijnen, hetgeen vol­

ledig in overeenstemming is met hetgeen gevonden werd voor mengsels 

van alkanen. 



SAMENVATriNG 

In 1963 werd een proces voor de bereiding van een eiwit-vitaminen-

concentraat, op basis van groei van 

bekend gemaakt. Door deze publicatie 

micro-organismen op u-alkanen, 

is de belangstelling voor de 

aantasting van koolwaterstoffen door micro-organismen sterk toege­

nomen. 

Informatie over de stofoverdracht bij groei van micro-organismen op 

koolwaterstoffen is echter niet beschikbaar. Het in dit proef­

schrift beschreven onderzoek had tot doel de grondslagen van de 

stofoverdracht toe te passen op het genoemde eiwit-vitaminen-concen­

traat-proces, teneinde de mogelijkheden en de beperkingen van het 

proces na te gaan. 

In hoofdstuk I wordt, na een kort overzicht over het onderzoek naar 

de aantasting van kooh.;aterstoffen door micro-organismen, het bio­

synthese proces besproken. 

ln het volgende hoofdstuk wordt nagegaan, welke micro-organismen 

toegepast kunnen Horden. Als micro-organismen zijn gekozen de gisten 

Candida c.n.s. 599 en Candida C.B.S. 94. De 

keuze wordt toegelicht. De eisen welke de micro-organismen stellen 

aan substraat en milieu, worden genoemd. De meetmethoden welke in 

aanmerking komen om de groei k\.;antitatief te volgen \vorden be­

sproken, de bruikbaarheid en de nauwkeurigheid proefondervindelijk 

vastgesteld. 

Het ontwerp van het fermentatievat wordt besproken in hoofdstuk 3. 

De opstelling en de regelinstallaties, noodzakelijk om het proces te 

realiseren, worden belicht. 

Nadat in hoofdstuk 4 is aangegeven hoe de groei mathematisch kan 

worden beschreven en kort is ingegaan op de reactiekinetiek, wordt 

in hoofdstuk 5 de stofoverdracht behandeld. Aangetoond wordt, dat de 

groei van gisten op n-alkanen niet verklaard kan Horden met behulp 

van stofoverdracht via opgelost u-alkaan. Teneinde de !_';roei te ver­

klaren, \vordt gebruik gemaakt van de hypothese opgesteld door John­

son : het micro-organisme verblijft aan het olie-water grensvlak, de 
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lange n-alkaanketens worden een deel van het fosfolipid-micel van 

het celmembraan en er bestaat een lyofobe weg van de buitenzijde 

van het celmembraan naar het enzymoppervlak. 

In hoofdstuk 6 worden de groeikrommen voor de van 

polytica op de verschillende n-alkanen behandeld. Voor de groeisnel­

heidsconstante worden waarden gevonden van 0.32 10- 4/s tot 0.69 J0- 4 

Is en voor de economische coëfficiënt waarden van 45 - 85 %, afhan­

kelijk van het toegepaste n-alkaan. 

Aangetoond wordt, dat de waarde 1/P dS/dt, de verbruikte hoeveelheid 

n-alkaan per tijdseenheid per gewichtseenheid micro-organismen, con­

stant is. 1/P dS/dt heeft echter bij stofoverdracht via opgelost n­

alkaan een andere waarde dan bij stofoverdracht door direct contact. 

Voor lage n-alkaan-concentratie in de olie wordt de u-alkaan-concen­

tratie bepalend voor de groei. Voor hoge gist/olie verhouding wordt 

het fasegrensvlak bepalend voor de groei. Uitgaande van een bepaal­

de celrangschikking aan het oppervlak van de oliedruppel kan de dia­

meter van de oliedruppels berekend v1orden. 

In hoofdstuk 7 \vordt de groei van Candida -------=---- en Candida li-

polytica op koolstofsubstraatmengsels behandeld. 

hexadecaan en op galactose/n-hexadecaan trad een diauxische lagpe­

riode op. 

Bij groei van Candida lipolytica op glucose/n-hexadecaan was de di-

auxische lag echter zeer gering en bij 

nen niet meer aantoonbaar. 
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SUMMARY 

The utilization of various hydrocarbons by microorganisms has re-

received a good deal of attention. It has been 

that petroleum might serve as a raw material for the biosynthesis of 

edible products, at least animal feed supplements. A process for the 

production of a protein-vitamin concentrate has been reported. In 

this process microorganisms were grown on crude petroleum fractions. 

The growth of microorganisms on hydracarbon substrates has not been 

thoroughly stuclied in terms of mass transfer. The purpose of this 

investigation has been to apply the principles of mass transfer to 

the biochemica! process involved, in order to gain insight into the 

possibilities and limitations of the process. 

Chapter I deals with the process proper. 

In Chapter 2 the limitations of enrichment-culture are 

discussed, For the study use was made of culture-collection strains. 

Candida undoubtedly are the one .group of yeasts best in 

respect to the capacity to utilize n-alkanes. Screening of Candida 

C.B.S. 599 and Candida 

calis C.B.S. 94 were usable. Both Candida lipolytica and Candida 

is did not grow on unsupplemented mineral salts/n-alkane me-
--'----
dia. It was shown that on a mineral salts/n-alkane medium, fortified 

with yeast extract, adaptation could be accomplished within 24 hours 

after transfer from a carbohydrate to a hydracarbon medium. 

n-Alkanes ranging from n-hendecane (Cll) through n-nonadecane (C19), 

dissolved in liquid were used. The liquid did not 

support growth. No evidence of co-oxidation was detected. 

Cell concentratien was measured by drying and by determining sedi­

mentation height in a bematoerit tube, n-alkane concentration by 

gaschromatography and refractive index. Before measuring, all sam­

ples we re treated wi th TeepoL r..rowth \vas foliowed by measuring the 

amount of base as a function of time. 

A short description of shake flask, fermentation vessel and set-up 
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- including the pH, temperature and oxygen control systems - is 

ven in Chapter 3. 

The growth of microorganisms and the reaction kinetics are dealt 

with in Chapter 4. 

In Chapter 5 the principles of mass transfer are applied to the 

growth of cells on n-alkanes. It is clearly shown that transfer of 

dissolved n-alkane cannot the growth of yeasts. The hypothe-

sis of Johnson is used. The organism attaches itself to a droplet of 

alkane and the long alkane ebains become a part of the phospholipid 

micelle of the cell membrane. There exists -a lyophobic pathHay from 

the outside of the cell membrane to the locus of the enzyme respon­

sible for the primary attack on the hydrocarbon. 

When growing on n-hendecane and n-dodecane the n-alkane ~s transfer­

red through dissalution and through the Johnson direct contact me­

chanism. 

\~en growing on n-tridecane and higher n-alkanes the n-alkane is 

transferred through direct contact only. 

In Chapter 6 growth curves for n-alkane - grown cells on n-alkanes 

are given. Growth rate eenstauts of 0,32 JQ- 4 /s - 0.69 I0- 4/s were 

found the exponential phase. Cell yields were 45 - 85% 

basedon n-paraffin utilization, weight conversion basis. 

When using lower alkanes (Cll - Clz) the n-alkane consumption was 

corrected for evaporation. 

The specific rate of n-alkane consumption- 1/P dS/dt- was shot~ to 

he constant. The values for mass transfer through dissolved n-alkane 

and for mass transfer through direct contact differed. The culture 

appeared to exhibit minimum growth in the C13- c14 range. This mi­

nimum is 

For low n-alkane concentrations in the oil the n-alkane concentra­

tion became rate-limiting. 

For high yeast/oil ratios the interphase area became rate-limiting. 

By assuming a certain cell-configuration the diameter of the oil­

drops could be calculated. 

In Chapter 7 growth on mixtures of carbon sourees is shown. Growth 

of Candida is on a glucose/galactose mixture showed diauxic 



(diphasic) bath 1vith glucose...,grmvn and galactose-grown cells. 

On a glucose/n-hexadecane mixture the diauxic lag was very pronoun­

ced. 

r.ro1"th of Candida lipolytica on glucose/n-hexadecane showed hardly 

any diauxic lag. On n-alkane mixtures na trace of diauxic lag was 

found. 
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TABELLEN 

Tabel I. Het voorkweken van gisten op koolwaterstoffen, 

Fermentatievat 

Micro-organismen 

Koolwaterstof 

Eerste enting 

Tijd tussen overentingen 

Micro-organisme 

Hoeveelheid entvloeistof 

kg drogestof per m3 , 

na 24 uur 

96 

c. 
2 

schudkolf 

Candida C.B.S. 94 

Candida lipolytica C.B.S. 599 

n-hexadecaan 8 kg/m3 cultuurvloeistof. 

vanaf schuine buis agar. 

24 uur. 

trop. c. C. trop. c. 
ml 2 ml 1/4 ml 1/4 ml 

3.29 3.16 2.51 2.64 

3.38 3.55 2.63 2.58 

3.31 3.46 2.62 2.65 

3.35 2.65 2.77 

3. 13 3.22 2.58 2.72 

3.19 2.67 2.76 

3.30 3.78 2.70 2. 71 

3.09 3.43 2.76 2.53 

3.46 2. 71 

3.39 2.65 

3.46 

3.57 

3.56 

3.57 



Tabel 2. Onderzoek gistsoorten. 

Fermentatievat schudkolf. 

Koolvraters tof n-hexadecaan, 8 kg/m3 cultuurvloeistof. 

Candida lipolytica C.B.S. 599 - groei goed 

Candida lipolytica N.C.Y.C. 153 - groei slecht 

Candida trapicalis C.B.S. 94 - groei goed 

Candida trapicalis N.C.Y .C. 4 - groei goed 

Candida intermedia C.B.S. 572 - groei goed 

Candida intermedia N.R.R.L. - y 6328-1 - groei goed 

Candida utilis N.C.Y.C. 193 - groei 

Candida u ti lis N.C.Y.C. 321 - groei 

Candida guilliermondi N.C.Y.C. 145 - groei 

Candida rugosa N.C.Y .C. 130 - groei 

Candida pulcherrima C.B.S. 610 - groei goed 

Candida reukauffii C.B.S. 1903 - groei matig 
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Tabel 3. Invloed gehalte gistextract. 

Fennentatievat schudkolf. 

Hiera-organisme Candida C.B.S. 94. 

KoolHaterstof n-hexadecaan 8 kg/m3 cultuurvloeistof. 

Tijd tussen overentingen 24 uur. 

Hoeveelheid enting 1/4 ml 

Gistextract Droge stof in kg/m3 

% begin eind begin eind begin eind 

0 0.01 0.78 0.003 0.21 0.001 

0.002 0.01 2.05 0.008 1.94 0.008 2.26 

0.004 0.01 2.53 0.011 1.89 0.008 I. 76 

0.008 0.01 2.48 0.011 2.63 0.011 2.50 

0.02 0.01 2.58 0.011 2.41 0.010 2.52 

0.04 0.01 2.20 0.009 3.00 0.013 2.80 

0.08 0.01 1.98 0.008 2.56 0.011 2.55 
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Tabel 4. Invloed toevoeging groeistoffen. 

Fermentatievat schudkolf. 

C'--a'-n-'d_i_d_a----'-~"'-;_;;_c:"'-'-'- C . B. S . 5 7 2 . tticro-organisme 

Koolwaterstof n-hexadecaan 8 kg/m3 cultuurvloeistof. 

Tijd (uren) na Drogestof in kg/m3• 

aanvang proef. A B c D 

0 0.02 0.02 0.02 0.02 

17 0.02 0.18 0.03 

26 0.05 2.30 0.07 

42 1.10 2.80 I. 90 

49.5 2.05 3.15 2. JO 

67 3.00 3.35 3.00 

70 0.05 3.45 3.50 3.40 

A zonder groeistoffen. 

B 8 mg biotine per m3• 

C 0.2 kg gistextract (Difco) per m3 • 

D vitamine-toevoeging volgens Ter - Karapetyan. 



Tabel 5. Groei van gisten met en zonder toevoeging van het schuim­

bestrijdingsmiddel Antifoam-C (Dmv Corning). 

Fermentatievat 

Hiera-organisme 

Koolwaterstof 

d (uren) na 

aanvang proef 

0 

19 

22 

24 

42 

45 

48 

schudkolf. 

Candida tropicalis C.B.S. 94. 

n-hexadecaan 8 kg/m3 cultuurvloeistof. 

Droge stof kg/m 3 Tijd (uren) na Droge stof kg/m 3 

geen Antifoam-C aanvang proef Antifoam-C 

30 p.p.m. 

0.04 0 0.04 

1.30 17 1.52 

2.02 21 2.33 

2. 20 24 2.87 

1.20 40 3.18 

1.35 43 3.21 

1.30 45 2.97 

48 2.85 

69 2.90 

Eindconcentratie zonder Antifoam- vloeistof 1.30 kg/m3 
2.57 kg/m3 

schuim 1 .27 kg/m3 

met Antifaam 2.90 kg/m3 
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Tabel 6. Invloed concentratie Antifoam-C (Dow Corning). 

Fermentatievat 

Micro-organisme 

Koohvaters tof 

Duur van de proef 

Enting 

Antifoam-C (p.p.m.) 

30 

60 

120 

240 

383 

617 

schudkolf. 

Candida C.B.S. 94. 

n-hexadecaan 8 kg/m3 cultuurvloeistof. 

24 uur. 

0.013 kg/m3. 

Droge stof (kg/m3) 

2.83 

3.03 

2.61 

3.19 

3.11 

3.40 
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Tabel 7. Groei van gist op pristane en vloeibare 

Fermentatievat schudkolf. 

Hicro-organisme Candida lipolytica C.B.S. 599. 

Koolwaterstof pristane, vloeibare paraffine (lichte 

fractie), vloeibare paraffine (zware 

fractie). 

Koolhydraat glucose. 

Duur van de proef 20 uur. 

Enting 0.03 kg/m 3 • 

pristane dr. stof pristane + glucose dr. stof 

kg/m 3 kg/m 3 kg/m 3 kg/m3 kg/m3 

8 0.20 a 10 4.2 

16 0.28 16 10 4.2 

24 0.32 24 10 4.4 

vl. par. dr. stof vl. par. + glucose dr. stof 

licht licht 

kg/m3 kg/m3 kg/m 3 kg/m 3 kg/m3 

8 0.17 8 10 4.2 

16 0.30 16 10 4.3 

24 0.33 24 10 4.1 

vl. par. dr. stof vl. par. + glucose dr. stof 

zwaar zwaar 

kg/m3 kg/m3 kg/m3 kg/m3 kg/m3 

8 8 10 4.2 

16 0.09 16 10 4.3 

24 0.13 24 10 4.2 
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Tabel 8. Verband droge stof en hoeveelheid 

Economische coëfficiënt. 

getriteerd. 

Fermentatievat volgens 3.2. 

Hicro-organisme Candida lipolytica C.B.S. 599. 

Koolwaterstof n-hexadecaan. 

Droge stof NH40H (2.875 N) n-Hexadecaan Economische 

kg ml kg coëfficiënt 

44.28 18.55 

8.93 20.26 9.20 0.97 

9.05 25.91 11.50 0.79 

10.27 25.57 10.63 0.97 

10.18 29.78 12.69 0.80 

13.98 44.57 17.53 0.80 

18.73 52.88 21 .59 0.87 

25.34 9.34 

10.82 29.35 13.47 0.80 

2.63 9.76 4.42 0.60 

5.95 17.29 8.08 0.74 

10.66 32.32 13.93 0.77 

6.04 22.46 9.21 0.66 

7. 77 3 .0.7 

27.52 11.50 

8.86 29.31 11.74 0.76 

1.46 2.90 1.59 0.92 

2.43 2.34 5.73 1.04 

15.95 6.68 

1.48 5.18 2.19 0.68 

- 7.50 3.21 

12.62 5.63 

2.67 1.37 

4.11 l. 74 

8.58 24.69 

6.29 17.25 
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Tabel 8. (vervolg) 

Droge stof ~lH40H (2.875 N) n-Hexadecaan Economische 

kg ml kg coëfficiënt 

17.81 56.98 

1.48 4.70 

2.49 10.57 

0.93 3.40 
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Tabel 9. Verhouding specifiek oppervlakken. 

Gaschromatograaf 

Brugstroom 

Temperatuur 

Oplosmiddel 

n-tridecaan/n-tetradecaan 

Ge,vichts- Verhouding 

verhouding spec.opp.en 

0.990 1.033 

I .017 

I .019 

I .027 

I .031 

I .830 1.024 

I .035 

I .031 

I .033 

I .020 

0.513 I .037 

I .041 

1.047 

I .057 

I .037 

gemiddeld I .033 

stand. 

deviatie 0.010 

F en M, model 500. 

130 mA. 

n-dodecaan - n-tetradecaan 

n-tridecaan - n-tetradecaan 160° C 

n-pentadecaan - n-tetradecaan 200° C 

n-hexadecaan - n-tetradecaan 200° C 

tolueen. 

n-pentadecaan/n-tetradecaan 

Gewichts­

verhouding 

0.477 

0.929 

2.692 

gemiddeld 

stand. 

deviatie 

Verhouding 

spec.opp.en 

0.984 

0.975 

0.967 

0.973 

0.964 

0.977 

0.982 

0.981 

0.980 

0.975 

0.965 

0.980 

0.967 

0.976 

0.984 

0.975 

0.007 
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Tabel 9. (vervolg) 

Overzicht. Basis : specifiek opp. n-tetradecaan 
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n-dodecaan spec. opp. 1.08 

n-tridecaan 1 .03 

n-tetradecaan 

n-pentadecaan 

n-hexadecaan 

0.98 

0.94 



Tabel JO. Bepaling alkaangehalte door monstername en extractie. 

Gaschromatograaf 

Brugstroom 

Temperatuur 

Monster 

Extractie vloeistof 

Inwendige standaard 

Getácht 

gr. 

monster extractie 

vloeistof 

4.889 4.597 

4.792 4.638 

4.371 4.614 

4.353 6.004 

4.238 4.790 

3.972 4.628 

F en M, model 500. 

130 m A. 

200° c. 
n-hexadecaan in cultuurvloeistof. 

tolueen. 

n-tetradecaan (opgenomen in tolueen). 

n-tetradecaan verhouding n-hexadecaan 

ge>v. "' piek opper- gew. "' lo ;, 

in tolueen vlakken +) gemeten ingewogen 

5.000 l .042 4.79 4.79 

5.000 1 .072 4.79 4.79 

1 .000 0.815 !. 37 1 .34 

1.000 l .066 1.37 1.34 

l .000 0.938 l. 28 1.34 

1 .000 0.958 1.29 l. 34 

+) gemiddelde van 5 gaschromatografische bepalingen. 
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Tabel IJ. Invloed van de keerschotten en de afdichting van de schud­

kolf op de gistgroei. 

Fermentatievat 

Micro-organisme 

Koolwaterstof 

Enting 

Duur van de proef 

Afdichting 

één laag verbandgaas 

vier lagen verbandgaas 

laag vette watten 

vette watten prop 

108 

schudkolf. 

Candida tropicalis C.B.S. 94. 

n-hexadecaan, 8 kg/m3 cultuurvloeistof. 

0.014 kg/m3, 

24 uur. 

Droge stof (kg/m3) 

met keerschot 

3.18 

3.14 

3.01 

3.08 

3.14 

2.99 

2.90 

3.18 

Droge stof (kg/m3) 

zonder keerschot 

0.17 

0.50 

0.29 

0.21 

0.24 

0.16 

0.24 

0.28 



Tabel 12. Invloed van de luchttoevoer. 

Fermentatievat 

Hicro-organisme 

Werhrijze 

Toevoer Hiller medium 

Toevoer olie 

Oliesamenstelling 

Toerental 

Luchttoevoer 

m3/s vol/vol/min. 

1.0 to-6 o.65 

5.4 to-6 o.5o 

3.7 to-6 o.34 

volgens 3.2. 

Candida 

continu. 

0.024 to-6 m3/s. 

0.0012 to-6 m3/s. 

C.B.S. 599. 

50 (gew.) % n-hexadecaan. 

50 (gew.) % inerte olie. 

33.3/s 

Partieel span-

Instelling Droge stof ning opgeloste 

gedurende (gemiddeld) zuurstof (30°C) 

(uur) kg/m 3 mm Hg 

24 14.5 70 

24 14.2 52 

24 14.4 36 
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Tabel 13. Stofoverdracht via opgelost n-alkaan. 

Fermentatievat 

Micro-organisme 

Koolwaterstof 

Bij aanvang 

Oliebelasting 

Oliesamenstelling 

Toerental 
+ Diameter druppels 

Verzadigingsconc. 

Diffusie co~ffici~nt 

Voor P = 2.5 kg/m3 

Groeicurve 

Economische coëffici~nt 

Droge stof conc. p 

Oliebelasting 

Specifiek oppervlak 

dS/dt berekend vlg. 26 -
dS/dt berekend vlg. 28 

dS/dt gemeten 

+ volgens 6.5. 

110 

volgens 3.2. 

Candida 

n-hendecaan n-dodecaan eenheden 

56 1 o- 3 

50 

50 

26.7 

14.3 J0- 6 

3. 3 J0- 5 

0.68 10-9 

Fig. 18 

0.48 

2.5 

49.2 JQ-3 

20.6 103 

3.3 

4.! JQ-5 

29.5 JQ- 5 

39 ]Q-3 

50 

50 

23.3 

15.4 Jo-6 

1.0 JQ- 5 

o.65 Jo-9 

Fig. 20 

0.50 

2.5 

32.5 J0-3 

12.7 103 

0.7 

0.7 JQ-5 

25.4 10-5 

m3fm3 

gew.% n-alkaan 

gew.% inerte olie 

1/s 

m 

kg/m 3 

m2/s 

kg/m3 

m3fm3 

m3Jm3 . 
kg/m 3 s 

kg/m3 s 

kg/m 3 s 



Tabel 14 .• Stofoverdracht via opgelost n-alkaan. 

Fermentatievat 

Micro-organisme 

Koolwaterstof 

Bij aanvang 

Oliebelasting 

Oliesamenstelling 

Toerental 
+ Diameter druppels 

Verzadigingsconc. 

Diffusie co~ffici~nt 

Voor P = 2.5 kg/m3 

Groeicurve 

Economische coëfficiënt 

Droge stof conc. p 

Oliebelasting 

Specifiek oppervlak 

dS/dt berekend vlg. 26 -
dS/dt berekend vlg. 28 

dS/dt gemeten 

+ 
volgens 6.5. 

volgens 3,2. 

Candida C.B.S. 599. 

n-tridecaan n-hexadecaan eenheden 

29 J0-3 51 J0-3 m3fm3 

54 50 gew.% n-alkaan 

46 50 gew.% inerte olie 

23.3 20.0 1/s 

15.4 JQ-6 16.8 IQ-6 m 

3. 2 J0-6 7.7 IQ-8 kg/m3 

0.62 )Q-9 0.56 IQ-9 m2 /s 

Fig. 13 Fig. 14 

0.52 0.83 

2.5 2.5 kg/m3 

22.8 IQ-3 47. 1 JQ-3 m3/m3 

8.9 103 16.8 103 m3/m 3 

0.16 to-s 0.005 J0-5 kg/m 3 s 

0.15 10-5 0,006 ]Q-5 kg/m3 s 

23.5 J0-5 21 .o to- 5 kg/m3 s 
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Tabel IS. Groeisnelheid en groeisnelheidsconstante, bij groei op n­

hendecaan, met stofoverdracht door gasabsorptie. 

Fermentatievat 

Micro-organisme 

toerental (dP/dt)ln. 

1/s kg/m3 s 

30.0 1.74 10-4 

30.0 

112 

volgens 3.2. 

Candida 

(dP/dt) 
max. 

kg/m3 s 

I. 74 10-4 

1/P dP/dt 

1/s 

0.58 J0-4 

0.59 10-4 

1/P dP/dt 

0.59 J0-4 

(P\n. oplosbaarheid 

n-hendecaan 

kg/m3 kg/rn3 

3.00 3.24 10-5 



Tabel 16. Groeisnelheid en groeisnelheidsconstante, bij groei op n­

dodecaan, met stofoverdracht door gasabsorptie. 

Fermentatievat 

Hicro-organisme 

toerental (dP/dt)ln. 

1/s kg/m3 s 

30.0 0.55 10-4 

30.0 

30.0 

volgens 3.2. 

Candida lipolytica C.B.S. 599. 

(dP/dt) max. 

kg/m3 s 

0.55 10-4 

1/P dP/dt 

1/s 

0.55 10-4 

0.57 " 
0.56 11 

1/P dP/dt 

0.56 JQ-4 

(P)ln. oplosbaarheid 

n-dodecaan 

kg/m 3 kg/m3 

1.00 1.00 1 o- 5 
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Tabel 17. Groeisnelheidsconstante bij groei op n-tridecaan en hogere 

n-alkanen. 

Fermentatievat 

~fi cro-organisme 

Oliebelasting 

Oliesamenstelling 

volgens 3.2. 

Candida 

0,03 m3/m 3 tot 0.05 m3/m 3 

50 (gew.) %u-alkaan, 

50 (gew.) % inerte olie. 

Voor de metingen, gemerkt * is de oliebelas 

de oliesamenstelling afwijkend zijn. 

u- tridecaan 

toerental 

1/s 

23.3 

23.3 

23.3 

1/P dP/dt 

1/s 

0,45 10-4 

0.43 " 
0.44 fl 

1 /P dP/dt 

0.44 10-4 

n-hexadecaan 

toerental 1/P dP/dt 

1/s 1/s 

16.8 0,62 10-4 

20,0 0,70 !I 

30.0 0.71 11 

15.5 0.65 11 

16.3 0.69 fl 

16.7 0.66 fl 

16.7 0.69 .. 
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* 
* 
* 
* 

n-tetradecaan 

toerental 

1/s 

26.7 

26.7 

1/P dP/dt 

1/s 

0.49 10-4 

0.47 " 

1 /P dP/dt 

0.48 J0- 4 

n-heptadecaan 

toerental 1/P dP/dt 

1/s 1/s 

26.7 0.69 J0-4 

26.7 0.65 " 

n-pentadecaan 

toerental 

I/ s 

26.7 

26.7 

1/P dP/dt 

1/s 

0.53 10-4 

0.59 " 

1/P dP/dt 

0.56 J0-4 

n-octadecaan 

toerental 

1/s 

26.7 

26.7 

1/P dP /dt 

1/s 

o. 71 10-4 

0.66 " 



Tabel 17. (vervolg) 

n-hexadecaan n-heptadecaan n-octadecaan 

toerental 1/r dP/dt toerental 1/P dP/dt toerental 1/P dP/dt 

1 I 5 1/5 1/5 1/5 l/5 1/5 

17.2 0.67 " * 
17.2 0.67 I! * 
2!.6 0.66 I! * 
27.5 0.65 " * 
26.7 0.66 IJ 

26.7 0.69 !I 

26.7 0.70 11 

26,7 0.61 " 
26.7 0.67 I! 

1/P dP/dt 1/P dP/dt 1/P dP/dt 

0.67 Jo-4 0.67 Jo-4 0.69 J0-4 

liS 



Tabel 18. Economische coëfficiënt. 

n-hendecaan 

n-dodecaan 

n-tridecaan 

n-tetradecaan 

n-pentadecaan 

n-hexadecaan 

n-heptadecaan 

n-octadecaan 
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e.c. 
kg droge stof gevormd 

kg n-alkaan verbruikt 

0.45 

0.48 

0.50 

0.56 

0.65 

0.81 

0.80 

0.85 



Tabel 19, Groeisnelheid en groeisnelheidsconstante, bij op 

vloeibaar n-hendecaan. 

Fermentatievat 

Uicro-organisme 

Oliebelasting 

Oliesamenstelling 

toerental 

1/s 

(dP/dt) 1n 

kg/m3 s 

volgens 3.2. 

Candida lipolytica C.B.S. 599. 

0.056 m3/m3 

50 (gew.) % n-hendecaan. 

50 (gew.) % inerte olie. 

(dP/dt)max 

kg/m3 s 

1/P dP/dt (P)ln 

1/s kg/m3 

(dS/dt} 1n 

kg/m3 s 

16.7 o.6o 10- 4 0.52 10-4 I. 14 1.33 lo-4 

20.0 0.89 11 2.00 10-4 0.55 11 1.62 4.8 1.98 " 
23.3 1.06 " 2.44 " 0.53 " 2.00 5.4 2.35 11 

26.7 1.33 11 2.28 " 0.54 11 2.46 5.6 2.95 " 
30.0 1.47 " 3.00 " 0.52 " 2.83 6.2 3.27 " 
33.3 1.82 " 0.56 " 3.25 4.04 " 
20.0 0,51 " 
20.0 0.51 I! 

1/P dP/dt Stand. deviatie 

0.53 JQ- 4 0.02 J0- 4 
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Tabel 20. Groeisnelheidsconstante bij groei op vloeibaar n-dodecaan. 

Fermentatievat 

Micro-organisme 

Oliebelasting 

Oliesamenstelling 

toerental 

l/s 

20.0 

20.0 

20.0 

20.0 

23.3 

23.3 

23.3 

23.3 

23.3 

23.3 
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1/P dP/dt 

1/s 

0.51 10-4 

0.51 " 
0.54 " 
0.47 fl 

0.49 11 

0,51 .. 
0,52 " 
0.48 " 
0.52 " 
0.51 " 

volgens 3.2. 

Candida C.B.S. 599. 
-----"---"---

0.039 m3 /m3 

50 (gew.)% n-dodecaan. 

50 (gew.)% inerte olie. 

dP/dt 

o. 51 !0-4 

Stand. dev. 

0.02 10-4 



Tabel 21. Groeisnelheidsconstante voor groei op n-hendecaan en n-do-

decaan, bij toerental. 

Fermentatievat 

Micro-organisme 

Oliebelasting 

Oliesamenstelling 

n-hendecaan 

toerental 

1/s 

15 

15 

1/P dP/dt 

1/s 

0.32 JO-lt 

0.32 11 

1/P dP/dt 

o.32 1 o-~t 

volgens 3.2. 

Candida C.B.S. 599. 

0.05 m3/m3• 

50 (gew.) % n-alkaan. 

50 (gew.) % inerte olie. 

toerental 

1/s 

15 

i5 

n-dodecaan 

1/P dP/dt 

l /s 
o. 37 JO-lt 

0.40 

0.36 

0.36 

11 

" 
" 

1/P dP/dt 

0.37 J0-4 
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Tabel 22. Overzicht groeisnelheidsconstante 1/P dP/dt (1/s) en stof­

stroomdichtheid 1/P dS/dt (kg/kg s) bij groei op u-alkanen 

Groei door direct contact Groei via opgelost n-alkaan 

1/P dP/dt 1/P dS/dt 1/P dP/dt 1/P dS/dt 

n-hendecaan 0.32 10-lf 0.72 J0-4 0.59 10-4 1.31 JO-l+ 

n-dodecaan 0.37 " 0.78 " 0.56 " I. 17 11 

n-tridecaan 0.44 11 0,89 " 
n-tetradecaan 0.48 11 0.86 " 
n-pentadecaan 0.56 " 0.86 11 

n-hexadecaan 0.67 " 0.83 " 
n-hep tadecaan 0.67 " 0.83 11 

n-octadecaan 0.69 11 0,81 " 
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Tabel 23. Stofstroomdichtheid (kg/kg s) als functie van de concen­

tratie van het n-alkaan in de olie. 

Fermentatievat volgens 3. 2. 

Hiera-organisme Candida 

Toerental (1/ s) 26.7 

Oliebelasting bij aanvang 0.05 m3/m3 • 

n-tridecaan n-hexadecaan n-nonadecaan 

1/P dS/dt co 1/P dS/dt co 1/P dS/dt co 

kg/kg s kg/m3 kg/kg s kg/rn3 kg/kg s kg/m 3 

0.81 JQ-4 132 0.75 10-4 260 0.68 10-4 150 

o. 77 " 121 0.84 " 228 0.58 " 131 

0.67 11 112 0.75 11 190 0.59 " 121 

0.70 11 105 0.75 11 147 0.59 11 107 

0.63 11 98 0.64 " l l 1 0.49 11 94 

0.58 11 88 0.48 11 63 0.44 11 80 

0.61 " 77 0.30 " 34 0.46 " 67 

0.59 " 64 0.21 " 16 0.43 11 51 

0.54 11 55 0.32 " 35 

0.47 11 48 0.25 11 19 

0.45 11 39 

0.40 11 29 

0.31 " 26 

0.32 11 20 

0.26 " 17 

0.19 " 9 
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Tabel 24. Haarden van K8 en (1/P dS/dt) , bepaald volgens de me-max. 
thode der kleinste kwadraten. 

K (1/P dS/dt) 
s max. 

(kg/m3 olie) 1/s 

n-tridecaan 48 1.00 to-4 

n-hexadecaan 75 i.06 " 
n-nonadecaan 56 0.86 " 
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Tabel 25. Oppervlakte-limitering bij constant toerental. 

Fermentatievat 

Hicro-organisme 

Koolwaterstof 

volgens 3.2. 

Candida 

n-hexadecaan. 

Toerental (1/s) 17.2 

Oliebelasting bij aanvang (m3fm3) 10 10-3 

Alkaangehalte olie bij aanvang (geH.)% 80 

Oliebelasting bij volledige oppervlak-

te bezetting (m3 /m3) 6. 73 I0- 3 

Droge stof concentratie bij volledige 

oppervlakte bezetting (kg/m3) 2.86 

(1/P dP/dt) max. (1/s) 0.67 J0-4 

" (I/uur) 0.24 

(dP/dt) max. (kg/m3 s) 1.9 10-4 

Gist/olie bij volledige oppervlakte 

bezetting (kg droge-stof/m3 olie) 0.40 103 

C.B.S. 599. 

17.2 

20 J0- 3 

50 

12.94 JQ-3 

5.24 

0.67 10-4 

0.24 

3.5 10-4 

0.42 103 
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Tabel 26. Het n-alkaan verbruik bij groei van gisten op n-alkaan 

mengsels. 

Fementatievat volgens 3.2. 

Micro-organisme 

Toerental 

Oliebelasting 

Hengsel 

Candida C.B.S. 599. 

33.3/s 

0,04rn 3/m3. 

n-pentadecaan (40 gew. %), 

n-hexadecaan (40 gew. %), 

vloeibare paraffine (20 gew. %). 

Enting aangepast aan n-hexadecaan. 

Tijd na 

enten 

(uren) 

18.00 

21.00 

23.00 

24.30 

Mengsel 

n-pentadecaan verbruikt n-hexadecaan verbruikt 

kg/rn 3 cultuurvloeistof kg/m3 cultuurvloeistof verhouding 

1.1 

2. 1 

3.4 

4.6 

1.0 1.10 

2. I 1.00 

3.7 0.92 

5.0 0.92 

n-heptadecaan (40 gew. %), 

n-hexadecaan (40 gew. %), 

vloeibare paraffine (20 gew. %). 

Enting aangepast aan n-hexadecaan. 

Tijd na 

enten 

(uren) 

18.00 

20.00 

21.30 

Mengsel 
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n-heptadecaan verbruikt n-hexadecaan verbruikt 

kg/rn3 cultuurvloeistof kg/m3 cultuurvloeistof verhouding 

4.9 

7.7 

10.9 

4.7 1.04 

7.7 1.00 

10.7 1.02 

n-tridecaan (40 gew. %), 

n-hexadecaan (40 gew. %), 

vloeibare paraffine (20 gew. %). 



Tabel 26. (vervolg) 

Enting aangepast aan n-hexadecaan. 

Tijd na 

enten n-tridecaan verbruikt 

(uren) kg/m3 cultuurvloeistof 

20.00 1.6 

23.00 3.0 

25.00 4.5 

n-hexadecaan verbruikt 

kg/m3 cultuurvloeistof verhouding 

1.6 1.00 

2.9 1.03 

4.4 I. 02 
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Tabel 27. Waarden van 1/P dS/dt (kg/kg s) bij groei van gisten op u­

alkaan-mengsels. 

Fermentatievat 

Micro-organisme 

Toerental 

Oliebelasting 

Mengsel 

n-hexadecaan 40% 

n-heptadecaan 40% 

vl. paraffine 20% 

n-hexadecaan 40% 

n-pentadecaan 40% 

vl. paraffine 20% 

n-hexadecaan 40% 

n-tetradecaan 40% 

vl. paraffine 20% 

n-hexadecaan 40% 

n-tridecaan 40% 

vl. paraffine 20% 

n-hexadecaan 40% 

n-dodecaan 40% 

vl. paraffine 20% 
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Volgens 3.2. 

Candida lipolytica C.B.S. 599. 

33.3/s 

0.04 m3 /m3. 

Enting voorge-

kweekt op 

n-hexadecaan 

n-hexadecaan 

n-tetradecaan 

n-hexadecaan 

n-dodecaan 

1/P dS/dt 

kg/kg s 

n-hexadecaan 

0.43 JQ-4 

n-hexadecaan 

0.45 10-4 

n-hexadecaan 

0.43 10-4 

n-hexadecaan 

0.42 10-4 

n-hexadecaan 

0.44 J0- 4 

n-heptadecaan 

0.45 JQ-4 

n-pentadecaan 

0.41 10-4 

n-tetradecaan 

0.45 10-4 

n-tridecaan 

0.43 J0- 4 

n-dodecaan 



Tabel 28. Percentage n-alkaan in een behandelde Kuwait Z>vare gasolie. 

In verschillende stadia van 

Origineel ontparaffinering. 

n-decaan 0.11 0.03 0.04 0.05 0.05 0.02 0.02 0.02 

n-hendecaan 0.14 0.07 0.06 0.05 0.05 0.03 0.02 0.03 

n-dodecaan 0.28 0.19 o. 16 o. 12 0.12 0.06 0.06 0.06 

n-tridecaan 0.99 o. 70 0.57 0.45 0.48 0.24 0.27 0.31 

n-tetradecaan I. 78 1. 38 1.09 0.80 0.82 0.41 0.43 0.52 

n-pentadecaan 2.37 1.81 I. 14 0.83 0.87 0.41 0.42 0.41 

n-hexadecaan 2.10 l. 65 0.91 0.79 0.62 0.33 0.33 0.31 

n-heptadecaan I. 97 I .51 0.76 0.66 0.46 0.37 0.26 0.20 

n-oc tadecaan 1.49 1.07 0.48 0.54 0.35 0.36 0.24 0.15 

n-nonadecaan 1.41 1.02 0.43 0.50 0.30 0.27 0. 14 0.10 

n-docosaan 1.14 0.77 0.38 0.42 0.33 0.19 0.16 0.17 

totaal 13.78 10.20 6.02 5.21 4.45 2.69 2.35 2.28 
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APPENDIX 

Appendix I. Oplosbaarheid van n-alkanen in tJater. 

McAuliffe (82) heeft de oplosbaarheid van n-pentaan, n-hexaan, n­

en n-octaan in water gemeten. Lindenberg (191) heeft vastge­

steld dat vanaf n-pentaan de logaritme van de oplosbaarheid recht 

is met het molaire volume van de koolwaterstoffen. Met be­

hulp van de ste·lling van Lindenberg kan dus door extrapolatie de op­

losbaarheid van hogere n-alkanen gevonden worden. 

Johnson (84) heeft op deze wijze de oplosbaarheid van de hogere u­

alkanen bepaald - fig. 58 -. De extrapolatie van n-pentaan/n-octaan 

naar bijv. n-hexadecaan is gewaagd en de, door deze extrapolatie 

tvaarden zijn onbetrouwbaar. 

Bij het van de oplosbaarheid van de u-alkanen is er daarom 

dat in benadering de oplosbaarheid in water recht 

dampspanning van het desbetreffende alkaan. De 

dampdruk is te bepalen met behulp van de vergelijking van Antoine 

log P A - B I (T + C) 

waarin p dampdruk 

A, B, C. constanten 

T temperatuur 

Dreisbach (192) geeft de waarden van de constanten A, Ben C voor de 

beschouwde temperatuur. 

De logaritme van de dampdruk is in figuur 58 uitgezet als functie 

van het molaire volume. Het molaire volume is numeriek gelijk aan 

het moleculair-gewicht, gedeeld door het soortelijk gewicht. 

Voor n-pentaan tot en met n-octaan is de logaritme van de oplos­

baarheid eveneens uitgezet als functie van het molaire volume. Door 

de punten is een rechte getrokken, evenwijdig aan de log. P/mol.vo­

lume kromme. 

Op deze wijze wordt gevonden 

voor n-hendecaan is de oplosbaarheid 

voor n-hexadecaan is de oplosbaarheid 
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3.26 J0-5 K:g/m3 

7.69 Io-8 kg/m3 



Uit . 50 blijkt, dat de interpretatie van Johnson aanleiding 

geeft tot waarden die twee tot vijfmaal zo 

eindelijk toegepaste methode. 

zijn als bij de uit-

Appendix 2. Bepaling van de diffusiecoëfficiënt. 

De diffusiecoëfficiënt kan worden bepaald met behulp van figuur 59. 

Deze figuur is ontleend aan Hilke ( 193). 

Heergegeven is het verband tussen het molaire volume en de groot­

heid F "' T I ID n. 

Hierin is T absolute temperatuur oK 

ID diffusiecoëfficiënt van de non-

electrolyt in het oplosmiddel cm2/s 

I) viscositeit van het oplosmiddel e.p. 

De molaire volumina zijn berekend volgens de wet van Kopp. Deze wet 

zegt, dat het molaire volume een additieve functie is van de atomai-

re volumina. De dragen van de atomen zijn als volgt 

voor c is het atomaire volume 14.8 

voor H is het atomaire volume 3.7 

Uit de grafiek volgt o.a. 

voor n-hendecaan is ID 300 c 0.676 10-9 m2/s 

voor n-hexadecaan is ID 300 c 0.557 Jo-9 m2 /s 
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SYMBOLENLIJST 

symbool 

A 

c 

c 
00 

c* 
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oppervlak, grensvlak 

volumeconcentratie van de deeltjes 

volume gistcellen per volume­

eenhe~id cultuurvloeistof 

volume oliedruppels per volume­

eenheid cultuurvloeistof 

concentratie van het opgeloste 

koolstofsubstraat 

concentratie van het n-alkaan aan 

het grensvlak, aan luchtzijde 

concentratie van het opgeloste 

n-alkaan in de oliefase 

concentratie van het opgeloste 

n-alkaan aan het grensvlak, aan 

oliezijde 

concentratie van het opgeloste 

n-alkaan in de waterfase 

concentratie van het opgeloste 

n-alkaan aan het grensvlak, aan 

waterzijde 

concentratie van het opgeloste 

n-alkaan in de waterfase, op 

grote afstand van een druppel 

oplosbaarheid van het n-alkaan 

in water 

concentratie van het opgelost n-alkaan 

in het cultuurmedium, in evenwicht met 

de n-alkaan concentratie in het door­

stromende gas 

eenhe( 

2 m 

m3fm3 

m3/m3 

kg/m 3 

kg/m3 

kg/m3 

kg/m3 

kg/m3 

kg/m3 



dC/dt 

dP/dt 

(dP/dt\n 

(dP/dt) ma x 

dS/dt 

(dS/dt) 1 

(dS/dt)" 

(dS/dt)ln 

(dS/dt)" ln 

(dS/dt) max. 

(dS/dt)' ma x 

(dS/dt)" max. 

diameter 

equivalente diameter van de gistcel 

gemiddelde diameter van de oliedruppel 

reactiesnelheid 

groeisnelheid hoeveelheid droge stof 

gevormd per tijdseenheid per eenheid 

van volume cultuurvloeistof 

groeisnelheid aan het einde van de 

exponentiële groeiperiode 

maximale waarde van de groeisnelheid 

omzettingssnelheid - hoeveelheid n­

alkaan omgezet per tijdseenheid per 

volume eenheid cultuurvloeistof 

omzettingssnelheid bij stofoverdracht 

via opgelost n-alkaan 

omzettingssnelheid bij stofoverdracht 

via direct contact 

omzettingssnelheid aan het einde van 

de exponentiële groeiperiode 

omzettingssnelheid 

vLa opgelost 

stofoverdracht 

aan het einde 

van de exponentiële groeiperiode 

omzettingssnelheid bij stofoverdracht 

door direct contact, aan het einde 

van de exponentiële groeiperiode 

maximale \vaarde van de omzet t ings­

snelheid 

maximale Haarde van de omzettings­

snelheid bij stofoverdracht via op­

o;elost n-alkaan 

maximale waarde van de Or:lZettinf,s­

snelheid bij stofoverdracht via 

direct contact 

rn 

m 

rn 

kg/rn3 s 

kg/m3 s 

kg/m3 s 
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D 

ID 

e.c. 

f 

g 

diameter fermentatievat 

diffusie-coëfficiënt 

economische coëfficiënt (de verhouding 

tussen de hoeveelheid droge stof ge­

vormd en de hoeveelheid n-alkaan ver-

brui kt) 

fractie van N, dat deelneemt aan het 

directe contact 

versnel van de zwaartekracht 

stofoverdrachtscoëfficiënt voor de 

m 

luchtfilm m/s 

k
0 

stofoverdrachtscoëfficiënt a 

K 

K 
a 

K 
m 

K 
s 

m 

m 
a 

voor de oliefilm 

stofoverdrachtscoëfficiënt 

voor de waterfilm 

partiële stofoverdrachtscoëfficiënt 

voor de cel (celwand en inwendige 

van de cel) 

partiële stofoverdrachtscoëfficiënt 

voor de waterfilm rond de gistcel 

"overall" stofoverdrachtscoëfficiënt 

stofoverdrachtscoëfficiënt voor de 

stofoverdrachtstrap olie - water 

stofoverdrachtscoëfficiënt voor de 

stofoverdrachtstrap water -

Michaelisconstante 

verzadigingscanstante 

gemiddelde afstand tussen de gistcellen 

fase verdelingscoëfficiënt 

fase verdelingscoëfficiënt voor het 

systeem olie/water 

m/s 

m/s 

m/s 

m/s 

m/s 

m/s 

m/s 

kg/m 3 

kg/m3 

m 



n 

N 

N 
0 

N' 

N" 

Nactief 

0" 

p 

"P 
0 

fase verdelingsco~ffici~nt voor het 

systeem water/cel 

toerental van de roerder 

aantal micro-organismen per volume 

eenheid 

aantal micro-organismen per volume 

eenheid, op tij t = 0 

aantal micro-organismen, niet in con­

tact met de olie, per m3 cultuur­

vloeistof 

aantal micro-organismen, ~n direct 

contact met de olie, per m3 cultuur­

vloeistof 

aantal micro-organismen per volume 

eenheid, aanwezig aan het grensvlak 

van de druppels, bij volledige op­

pervlakte bezetting 

specifiek grensvlak 

oppervlakte van de gistcellen per 

volume eenheid cultuurvloeistof 

oppervlakte van de oliedruppels,, 

per volume eenheid cultuurvloeistof 

contact oppervlak olie - gistcel, 

per volume eenheid cultuurvloeistof 

concentratie droge stof (micro­

organismen) 

concentratie droge stof (micro-orga-

nismen) op tijdstip t 0 

concentratie droge stof (micro-orga­

nismen) aan het einde van de exponen­

tiële groeiperiode 

concentratie droge stof op het tijd­

stip, waarop dP/dt maximaal wordt 

1/s 
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q contact oppervlak tussen oliedruppel 

en gistcel m2 

r afstand tot centrum van de oliedruppel m 

R straal van de oliedruppel m 

Re getal van Reynolds (v p d/n of vd/v) 

s u-alkaan belasting (gewicht u-alkaan, 

als disperse fase aanwezig, per volume 

eenheid cultuurvloèistof) kg/m 3 

Sc van Schmidt (v/ID of n/p ID) 

Sh getal van Shenmod (k d/ID) 

t tijd s 

T temperatuur oK of oe 

V snelheid m/s 

* reactiesnelheid V 

* maximale ~•aarde van de reactiesnelheid V m 

w gewichtspercentage 

x coördinaat m 

y coördinaat m 

z coördinaat m 

a groeisnelheidsconstante 1/N dN/dt 

(ln 2)/r. 1 /s 

s evenredigheidscoëfficiënt 

y evenredigheidscoëfficiënt 

ó filmdikte m 

11 dynamische viscositeit kg/m s 

)J groeisnelheidsconstante 1/P dP/dt = a 1/s 

\lm maximale waarde van de groeisnelheids-

constante 1/s 

ISO 



V 

p 

T 

Index 

a 

b 

c 

g 

i 

j 

k 

1 

0 

w 

" 

kinematische viscositeit (n/p) 

dichtheid 

gemiddelde generatietijd 

stofstroom 

maximale waarde van de stofstroom 

1/P dS/dt, de stofstroom per gewichts­

eenheid droge stof (micro-organismen) 

fractie van het olie oppervlak, dat 

niet bezet is met gistcellen 

slaat op 

stofoverdrachtstrap olie - water 

stofoverdrachtstrap water - enzymoppervlak 

cel 

grensvlak 

component 

component 

component 

lucht 

olie 

water 

stofoverdracht via opgelost n-alkaan 

stofoverdracht door direct contact 

s 

kg/s 

kg/s 

kg/kg s 
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EEN TECHNOLOGISCHE STUDIE 

VAN DE GISTPRODUKTIE MET N-ALKANEN 

ALS KOOLSTOF- EN ENERGIEBRON 

( Figuren behorende bij het proefschrift ) . 

B. ERDTSIECK 
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IJkgrafiek sedimenthoogte I drogestofconcentratie, voor Can­
dida tropicalis C.B.S. 94, bij groei op n-alkanen. 

60 
mi NH40H 

(2.875N) 

Fig. 2 IJkgrafiek 
drogestof/loog 

60 
mi. NH40H 
(2.875N) 

Fig. 3 IJkgrafiek 
n-alkaan/loog 

voor Candida lipolytica C.B.S. 599, bij groei op n-hexadecaan. 
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. 4A Gaschromatogram van de outparaffineerde Kuwait zware gasolie 
(bas is lijn). 

Fig. 4B Gaschromatogram van de outparaffineerde Kuwait zware gasolie 
met methylpalmitaatpiek. 

lil 
:I: 
!!! 
y 
c: 

Fig. 5 Gaschromatogram van de Kuwait zware gasolie. De n-alkaanpie­
ken zijn gearceerd. 

Fig. 6 Gaschromatogram van de gedeeltel~jk outparaffineerde Kuwait 
zware gasolie, met methylpalmitaatpiek. 
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Fig. 7 Schudfles. 

pH REGELN3 

BURET 

r--------1 
I 

IPiTl 
~----t:_j 

Fig. 8 

TEMPERATUUR REGELIII(; 

TOEVOER GASVORMIG n-ALKAAN 

1 Ul 
~·--LUCHT+ 

GASVORMIG n-ALKAAN 

Fig. 8 Schema's van opstelling en regeling. 
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Fig. 9 Fermentatievat en roerder. 

ln P 

tijd 

Fig. 10 Groeikrommen (schematisch). 
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Groeikrommen van Candida lipolytica C.B.S, 599. Toevoer 
n-alkaan. 

gasvonnig 
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Fig. I I Groei op n-hendecaan. 

22 P(kg/m3) 

1.8 

14 

Fig. 12 Groei op n-dodecaan. 
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3 

Groeikrommen van Candida lipolytica C.B.S. 599, voor groei op vloei­
baar n-alkaan, 
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Fig. 13 Groei op n-tridecaan. 
Toerental 23,3/s. 
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Fig. 14 Groei op n-hexadecaan, 

Toerental 20.0/s. 



Groeikrommen van Candida 1 
baar n-alkaan. _____ :..__...::_ __ 

18 [ P(kg tm3) 

14 

16 

12 

8 

4 
I 
I 
I 
I 
I 

itijd(uur) 

5 10 15 

Fig. 15 Groéi op n-hexadecaan 
Toerental 30.0/s 
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0 16 24 . 17 Groei op n-hendecaan. 
Toerental 23.3/s. 

C.B.S. 599, voor groei op vloei-
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Fig. 18 Groei op n-hendecaan. 
Toerental 26.7/s. 
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~roeikrommen van Candida lipolytica C.B.S. 599, voor groei op vloei-
baar n-alkaan. 

12 12 P(kg/m3) P(kg!m3) 

10 14 10 14 
8 8 

6 12 6 12 

4 4 10 

8 8 

2 6 2 6 

4 4 

2 2 

tijd(uur) 
.__J_.-L_ 

0 8 16 24 0 8 16 24 

Fig. 19 Groei op n-hendec~an. Fig. 20 Groei op n-dodecaan. 
Toerental 30.0/s. Toerental 23,3/s. 
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32 

28 

24 

20 

16 ____ ~--~--~~-L--~~~~~~~~~~=-
1,4 1,8 2,2 2.P 3P 3,4 3,8 

Fig. 21 (dS/dt)ln' de omzettingssnelheid aan het einde van de expo -
nentigle groeiperiode, als functie van het toerental. 
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0.8 1/P dP/dt(1/s)x104 

as 

0.4 

10 12 14 

AANTALC-AlOMEN VAN 
HET n- ALKAAN 

1S 18 
, 22 Groeisnelheidsconstante 1/P dP/dt als functie van den-al­

kaanketenlengte. 

3 

2 

0 

OPBRENGST DROGE STOF 
(kg/m3in24wr) 

11 12 ... 15 1S 17 

AANTALC-ATOMEN 
VAN HET n-ALKAAN 

Fig. 23 Kolommendiagram van de drogestof als functie van 
den-alkaanketenlengte (schudculture), 
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ECONOMISCHE COËFFICIËNT .. 
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• 
I:Äzoulay 
I : Miller 

• Erdtsieck 

AANTALC-ATOMEN \ft\N HET n-ALKAAN 

14 16 18 
Fig. 24 Economische coëfficiënt als functie van de n-alkaanketen-
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C) Verzadigingskrommen voor groei van Candida lipolytica C.B.S. 599 op n-hexadecaan, in schudculture. 

OPBRENGST DROGE STOF 
(kg/m3in 17uur) 
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Fig. 25 Invloed oliebelasting. 

Groei van Candida C.B.S. 599 op n-tridecaan. 
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. 27 Verzadigingskromme. 
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• 26 Invloed entconcentratie. 
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Fig. 28 Eadie-diagrarn, 



Groei van Candida C.B.S. 599 op n-hexadecaan. 
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Fig. 29 Verzadigingskrornme. 

Groei van Candida C.B.S. 599 op n-nonadecaan. 
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Fig. 31 Verzadigingskrornme. 
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Fig. 30 Eadie-diagram. 
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Fig. 32 Eadie-diagram. 
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~ Groei van Candida lipolytica C.B.S. 599 op n-hexadecaan. 
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n(11s) 

Fig. 35 Druppeldiameter als functie toerental 
Rangschikking I. 
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Fig. 34 Celrangschikking 
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Fig. 36 Druppeldiameter als functie toerental 
Rangschikking 2. 



l,o.l 

Kolommendiagram van de opbrengst drogestof voor verschillende n-alkaanketenlengten bij van 
Candida 1 C.B.S. 599, in 'schudculture. 

3~ OPBRENGST DROGE STOF 
~ (kg/m3 in 24uur) 

2L 

11 12 13 16 17 

AANTALC-ATOMEN 
VAN HET n-ALKAAN 

Fig. 37 Entmateriaal voorgekweekt op n-tetradecaan. 
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2 

J ~ 
11 12 13 14 15 

u 
16 17 

AANTAL C-ATOMEN 
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Fig. 39 Entmateriaal voorgekweekt op n-pentadecaan. 
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OPBRENGST DROGE STOF 
(kg/m3 in 24uur) 

16 17 

AANTALC-AlOMEN 
'AN HET n-ALKAAN 

. 38 Entmateriaal voorgekweektop n-hexadecaan. 
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Fig. 40 Entmateriaai voorgekweektop n-heptadecaan. 
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Fig. 41 Entmateriaal voorgekweekt op een mengsel 
van n-hendecaan tot en met n-hexfcaan. 



Titratiekrommen voor de groei van Candida trapicalis C.B.S, 94 op 

koolhydraten. Aanvangsconcentratie glucose 15.4 kg/m3, aanvangscan-

centratie 15.4 kg/m3, 
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tijd (uur) 
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Fig. 42 Glucose/galactose. 
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Entmateriaal voorgekweekt 
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mi Ni40H 
(2.875N) 
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Fig. 44 Glucose. 

14 

Entmateriaal voorgekweekt 
op glucose. 
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ml NHtOH 
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Fig. 43 Glucose/galactose. 
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5 

Entmateriaai voorgekweekt 
op galactose. 

tijd(wr) 

00 1) 211 

45 Galactose. 
Entmateriaal voorgekweekt 
op galactose. 



Titratiekrommen voor de groei van Candida trapicalis C.B.S. 94 op 

mengsels van koolhydraat/koolwaterstof. Aanvangsconcentratie glucose 

15.4 kg/m 3, aanvangsconcentratie galactose 15.4 kg/m 3, aanvangsbe­

lasting n-hexadecaan 7. 2 kg/m3. 
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Fig. 
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ml NHLOH 
(2.875N) 
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voorkweek op glucose. 
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Fig. 48 Galactose/n-hexadecaan, 
voorkweek op galactose. 
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Fig. 47 
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C 0.9kg/m3 
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Fig. 49 Galactose/n-hexadecaan, 
voorkweek op n-hexadecaan. 
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Titratiekrommen van de van Candida lipolytica C.B.S. 599 op 
een mengsel van glucose/n-hexadecaan. Aanvangsconcenrratie glucose 
15.4 kg/m3• Aanvangsconcentratie n-hexadecaan 7.2 kg/m3. 
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mi NH4GI 
(2875N) 
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Fig. 50 Entmateriaal voorge­
kweekt op glucose. 
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Fig. SI Entmateriaal voorge­
kweekt op n-hexadecaan. 

Titratiekrommen van de 
mengsels van n-alkanen. 
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Fig. 53 Op n-tetradecaan/n-hexa­
decaan,voorkweek op 
n-tetradecaan. 



decaan/n-hexadecaan. Entmateriaal voorgekweekt op n-hexadecaan. 
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Fig. 56 Substraatkromme. Ver­
bruik n-pentadecaan. 
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Fig. 55 Groeikromme. 
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Fig. 57 Substraatkromme. Ver­
bruik n-hexadecaan. 
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Fig. 58 Verband tussen oplosbaarheid n-alkanen en molair volume. 
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Fig. 59 De functie F = T I ID v in afhankelijkheid van het molair vo­
lume. Oplosmiddel : vater. 
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