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SAMENVATTING.

Het doel van het onderzoek was het ontwerpen, bouwen en
bedrijven van een continue installstie ter bestudering van
de fermentatie van gisten op paraffinen in olie

De fermentatie wordt uitgevoerd in een continu geroerds
tankreactor met een inhoud van ca 50 1. In deze reactor groeit
de gist {(Candida Lipolytica) ten koste van de in bepaalde olie~
fracties voorkomende paraffinen. Voor de groei benodigde anor-
ganische zouten en groeistoffen worden als waterige oplossing,
het z.g. cultuurmedium, toegevoegd. Beluchting van het systeem
heeft in de resctor zelf plaats m.b.v. een geperforeerdes ring-
leiding.
et behulp van een speciale niveaur egel ar wordt het debiet van
het afgevoerde olie-gist-water mengsel naar de settler geregeld.

Deze settler is zodanig ontwgrpen dat ondanks de pasta-achtige
eizgenschappen van het olie=gist mengsel een goede scheiding ver-
kregen wordt in een olie-gist en een waterfase. De waterfase
wordt gedeeltelljk gerecirculeerd.

Ter verkrijging van noodzskelijke informatie voor de conti-
nue installatie, ziJjn een aantal ladingsgewijze experimenten
uitgevoerd in een 1 liter fermentetievat. Deze experimenten
hadden %ot doel de keuze van een geschikte oliesoort, heit bepa-
len van het verband tusse loogverbruik en gistproductie, het
bepalen van de recirculstie verhouding van het cultuurmedium en
de zuurstofconsumptie per gram geproduceerde, droge gist.

Tot slot zijn een aantel metingen verricht met de continue
installatie bij verschillende verblijftijden, vareérend van
6 tot 16 uur.



I Doel van het onderzoek.

»

Sedert enige Jjaren heeft er op de sectie Fysische
Technologie een onderzoek plaats naar de fermentatie
van gisten op n-alkanen.

liet onderzoek, verricht door B.Zrdt
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1
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¥,.H. Fransen geschiedde in batchoultures, waarbi]j de
groei bestudeerd werd van de gist Cendide Lipolytica
enn Candida Intermediz op paraffinen voorkomend in bLe-
paalde aardcliefracties.

Mijn afstudeercpdracht had ten doel het ontwerpen en
bedrijven van een continu werkende installatie op
semi-technische schzal voor de bestudering van deze
fermentatie en cde isolering van de gevormde gisten.



1I. Inleiding.

11.1 Technische ontparaffineringsprocessen.

huwe aardolie bestast uit een groot aantal organische
verbindingen. De belangrijkste groepen zijn de alkanen,
olefinen, naftenen en aromaten.
Fractionering van de ruwe aardolie levert c.a. verschillends
gasolie~ en smeeroliefracties, die tevens de paraffinen
bevatten, De parafﬁiggn vormen de groep der n-alkanen vanaf
C18H38 en zgggwagrhalve bij kamertemperatuur vast. .
4ij worden gewoonlijk in twee groeven onderscheiden: de
paraffine wax ( smelttraject 27° - 69°C s macrokristallijne
structuur ) en de petrolatum { szmelttraject 71° - lOSOC,
microkristallijne structuur).

Technisch worden de paraffinen op een van de navolgende
wijzen verwijderd.
} Koeling en en vervolgens afscheiding van de gekristalli-

seerde paraffinen met behulp van filterpersen of centrifuges.

[0

Ueze oudste methode heeft tot nadeel ast vrij veel olie
door de paraffinekristallen wordt ingesloten.

b) Bij-een nieuwere methode wordt de olie uit het olie-paraf-
fine mengsel selectief oppelost in een oplosmiddel alvorens
afkoeling en afscheiding van de paraffinen plaats heeft.

¢) Dewaxing met behulp van ureum. Dit vrij moderne proces
berust op eer mengkristalvorming ven de paraffine met
de ureum,

d) Dewaxing met behulp van micro-organismen. Cp deze zeer
JEESSEEE}EQEE methode zal in de navolgende paragraaf nader
ﬂworden ingegaan.

I s« 2 o 1. De microbiologische ontparaffinering

Bepaalde micro-organismen zijn in staat n-alkanen te gebruiken



o
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als koolstof- en energiebron. iroolwaterstofren als isco-
peraffinen, naftenen en aromaten worden docor de toegepaste
micro-corganismen nauwelijks of niet zangetast.
Bij het ontparaffineren van aardoliefracties kan gebruik
gemaakt worden van gisten en van bacterién f1, 2] .
Soms verdient het aanbeveling de te behandelen azardolie-
fractie te scheiden in een paraffinerijik en een paraffine-
arm deel, alleen het paraffinerijke deel wordt behandeld
met micro-crganismen, waarn2 beide delen weer worden samen-
gevoegd.

De microbiologische ontparaffinering geschiedt.in een
dpie fasen systeem : olie, water, luchte.- ?h%4§ﬂ%@éwfj
in de waterfase bevinden zich voor de groei'van het micro=-
organisme noodzakelijike groeistoffen en anorganische zouten..
De samenstelling van dit z.g. cultuurmedium en de behoefte
zan groeistoffenzijn afhankelijk van het toegepeste micro-

ganisme.
In de zuurstofbehoefte van de micro-organismen ken worden
voorzien door vortez-beluchting of door lucht in te leiden
via een zeefplaat.

Bij het proces, dai ladingsgewijs of continu kan worden
uitgevoerd, dienen de omstandigheden, temperatuur en pH,
bingn enge grenzen constant te worden gehouden.

De optimale temperatuur en pH zijn afhankelijk van het
gebruikte micro-organisme en liggen irn de range van resp.

25 - 35°C en pH 4 - 5. ({5 girr, wisfeve dmefonai, 47%««&'19
In principe ontstaan blg de groel van micro-organismen,
b.v. gisten, op koolwaterstoffen naast celmaterisal, 002
en HQO, nog andere stoffen - hoewel in veel geringere
noeveelheden - die opgenomen worden in de oliefase.
Het verkregen mengsel gist/clie/waterige fase wordt
gescheiden in een drietgl fracties : gist, olie en de
waterige vlceistoef. Dgscheiding vindt plaats door af "~ea-
lende behandeling met orpervlakte-actieve stof en c -
geren. Je verkregen gistpasta wordt afwisselend gev

gecentrifugeerd, teneinde de ocperv1a§§act1eve stce



verwijderen.

Voor de verwijdering van de in de olie opgeloste stofwis-
selingsproducten ( die een troebeling van de olie verocr-
zaken Jondergaat de olie een nabehandeling. Deze bestaat
uit een wassing met loog of een hydrecgenering.

1I.2.2. De productie ven eiwit door groei van micro=-

organismen op paraffinen.

Ziwitten die een belangrijk bestanddeel van de menselijke
veeding vormen, kunnen zowel van plantasrdige als van dier-
lijke sard zijn. Het basisvoedsel voor de wereldbevolking
bestaat uit granen, die weliswasar vrij veel proteinen bevat=-
ten, echter bepaalde voor het menselijk lichaam essentiéle
amminozuren, in een te lage concentratie.
wen van de redenen waarom een groot deel van de wereldbevole
king aan ondervceding leidt, is terug te voeren tot deze,
te eenzijdige, plantesardige voeding tappendix 1J.

Bepaglde docr het menselijk lichsam dus niet te syntheti-
seerbare amminozuren komen wel in voldoende mate voor in
dierlijk eiwit en eiwit van microbiologische ocorsprong.

ben veelbelovend voorstel voor de aanvulling van dit
tekort aan hoogwaardig(éﬁ%it is nu de productie van eiwit
uit asardoliefracties metl behulp van micro-organismen.
Gesteld kan wordsn dat de jaarlijkse ruwe clie productie
veel meer paraffinen bevat dan nodig is om het tekort te
dekken,



III, Micro-organismen, Cultuurmedium, leetmethoden,
1I1L.1 NMicro-orgenismen.

Voor het verkrijgen van koolwaterstof aantastende micro-
organismen kan men uitgaan van grondmonsters verkregen uit
de nebijheid van oliebronnen of van zarde, die met petroleum
is voorbewerkt.

De verkregen ophopingsculturen bevatten steeds dezelfde
soorten van de geslachten hivcobacterium, Nocardia en
Pseudomonas [ 3] .

Van de groep bacterién zijn vooral de families Bacilla-
ceae en Pseudomonaceae van belang [47] .

Een voorceel is bij bacterién dat toevoeging van groei-
stoffen veelal niet noodzakelijik is, echter de afscheiding
van bacterién uit een olie-bacterie mengsel is moeilijk,
Tevens 1s het een nadeel dat voor de goede groei van bac-
terién op koolwaterstoffen de pH in het slgemeen 6 3 8 dient
te zijn. Dit pH traject is gunstig voor veel bacterie-
soorten, zodst de kans op het optreden van infectie groot
is.

Van de gisten vertonen de groepen Torulopsis en Candida
een duidelijke groei op koolwaterstoffen [ 4] .

De tot de groep vancdida behorende gisten, welke de voorkeur
{6] genieten zijn :

Candida Tropicalis CBS 94,

Candida Intermedia CB3 572.

Candida Lipolytica CBs 599.

Voor de gisten is in het algemeen toevoeging van groei=-
stoffen noodzakelijk (5] .

Uptimale condities voor groei op koolwaterstoffen zijn
pH 4 = § en de temperatuur 25 - ;prﬁ.



De kens op infectie kan worden verkleind door de omstandig-
heden ( temperatuur en pH ) zodanig te kiezen, dat deze gne
gunstig zijn voor de ontwikkeling van de ongewenste soort.
Het is dus vereist dat onder deze omstandigheden,temperatuur
en pH, #lechts weinig socorten zich kunnen ontwikkelen. Bij
voorkeur zal dsarom een soort gekozen worden die zich onder
deze emstandigheden optimeal ontwikkelt.

Voor de toepassing bij het onderzoek werdt in navolging

van Erdtsieck [6] de Candida Lipolytica gekozen.

111.2. Groeistoftoevoeging en condities.

Voor de groei zijn neast anorgsanische zouten en een kool-
stofbron nog andere, z.g. groeistoffen, nodig. Tegenwoordig
kent men een groot santal van deze stoffen. |
Voor de gistgroei zijn belangrijk : biotine, pantotheenzuur,
thiamine, riboflavine, nicotinezuur en para-amminobenzoézuur.
Deze groeistoffen dienen afzonderlijk aan de waterige oplos-
g¢ing van anorganissche zouten, het z.g. cultuurmedium,te
worden toegevoegd.

Als groeistoftoevoeging wordt gistextract gebruiki, dat in
een concentratie van 0,2 g per liter cultuur medium wordt
tLoegevoegd.

In de literatuur worden een groot santal cultuurmedis
gencemd, die geschiki zijn voor de groei van gisten op paraf-
finen [2, 8, 9, 10, 11, 12 1it.)

Van deze in de literatuur genoemde media is,evencens in na-
volging van de proeven van Erdtsieck, het Millermecium geko-
zen  omdat veoor dit medium de hoeveelheid spore-eslementen
nauwkeurig is rangegeven. Voor de samenstelling van dit
medCium zi] verwezen near aprendix I.

De gekozen condities voor het onderzoek zijn pH 4 en tempera-
tuur BODC. Voor een motivering van deze keuze zij verwezen



naar [6] .
III.3, Meetmethoden.

De concentratie van micro-organismen in een cultuur-
vloeistof kan op verschillende wijzen bepsaald worden.
De verschillende methoden kunnen worden onderscheiden in
methoden ter bepaling van het zantal levende micro-prganis-
men ( kiemgetal ) en methoden ter bepaling van de opbrengst
san celmateriasal (troebeling, sediment volume etc:afé] .
Bij deze laatste methode wordt het totaal aan levende en
dode cellen bepaald. sr zijn echter methoden bekend om het
percentage dode cellen in een cultuurvloeistof te Depalen
(13, 14, 15]. '
' Als fundameniele grootheid voor de gistconcentratie is
pij dit onderzoek de hoeveelheld drog@stof gekozen. De
bepaling van het drogestof gehalte geschiedt als volgi @
fen monster van 10 ml wordi uilt het ferment genomen en
geschud met een zelfde hoeveelheld van een 2 % teepol
oplossing . Na centrifugeren wordi het sediment tweemaal
gewassen met laatstgencemde oplossing en tweemaal met
gedestilleerd water. Vervolgens wordt het sediment
gedroogd bij 60°C onder vacufim.

7Z0als uit onderzoek van Erdisieck gebleken is, is er een
eenvoudige en continu werkende wijze mogelijk om de veran-
dering van de gistconcentratie als functie van de tijd

te meten.

Hierbij wordt uitgegaan van het feit dat door assimilatie
van het in het mecium sanwezige ammonium-ion een corres-
ponderende hoeveelheid waterstofionen wordi vrijgemaakt.
Dit heeft een verandering van de pH tot gevolg die door
toevoeging van ammoniumhydroxyde op een constanie waarde
gehouden wordt. De hoeveelheild toegevoegde loog blijkt een
zeer goede maat te zijn voor de toename van de gistconcen=-
tratie in het ferment.



Uiteraard is deze methode specifiek voor de gebriukte gist-
soort, koolstofbron en cultuurmedium alsmede van de inge-
stelde condities. Indien echter genoemde factoren constant
blijven, kan met behulp van een ladingsgewijze proef het

verband eenvoudig gemeten worden en weergegeven worden in
een ijkgrafiek.



IV. 4pparatuur.

iV,1.De baichinstalliatie.

iV.1l.1. Het fermentatievati.

Ter verkrijging van ncodzakelijke informatie met betrekking
tol hel oniwerpen van een continu werkende installatie, zijn
een aantal experimenten uitgevoerd in een ladingsgewijs werkend
fermentatievat, waarvan in figuur 1 een schets is weergegeven.

Dit vat bestasat uit een glazen cylinder met een diameter van
8,6 cm en een hoogte van 2uU cm ( irhoud 1200 cms ).

De bodem en deksel zijn vervaardigd van roestvrij staal, daar
andere materialen, zoals bv. koper veelal toxische eigenschap-
pen voor de gist bezitten, waardoor de groei ernstig belemmert
kan worden.

In het vat zijn op een roeras twee roestvrij stelen turbine=-
roerders aangebracht. .lke turbineroerder (diameter 4,3 cm) is

voorzien van 3 bladen (lengte per blad 1,1 cm, hoogte C,35 cm).

IVel.2. PH regeling.

Voor de pH regeling wordt gebruik gemaakt van een automa-
tische titrator van het merk Nadiometer, type TTT7-1. Als elec-
trode dient een gecombineerde glas-k(CL electrode van Radicmeter
type GK 2021 C.

De loog ( 2N NH4QH} wordt toegevoegd via een magneetklep, die
door de titrator gestuurd wordt.

Registratie van het loogverbruik geschiedt op gezette tijden
met behulp van een automatische fotocamera.

IV,1.3. Temperatuurregeling.

De temperatuur van de vloedistof in het fermentatisvat wordt
op de gewenste, constante waarde gehouden met behulp van een
koel {cqg. verwarmings) spiraal. Deze spirzal is verbonden met
een thermostaatbad, waarvan de temp@ratuur geregeld wordt door
een in het fermentatievat geplzatste contactthermometer.



4V.2. De continue instszllatie.

iV,2.1. Flowschema.

Het flowschema van de cotinu werkende installatie is weer-
gegeven in figuur 2,

Vanuit een voorraadvat U {inhoud 200 1) wordt met behulp van een
regelbare plunjerpomp (DCL micropump type 3) de olie aan reactor
A toegevoerd. Teneinde stolling van de paraffinen te voorko~-
men, wordt voorraadvet D via een door een thermostaatbad ge-
voede verwarmingsspiraal op een temperatuur van ca, 4500
gehouden.,

De cultuurvloeistof wordt vanuit voorraadvat Z (60 1) met
een eveneens regelbzar debiet naar de reactor gepompt (DCL
micropump type S).

De geconcentreerde en gesteriliseerde glstextractoplossing

wordt afzonderlijk onder steriele condities verpompt (DCL type 3)
Gistextract, opgelost in de cultuurvlioeistof, blijkt n.l. tot
bederf van deze oplossing te leiden.

Via een rotameter (¥PA-r1-u-10/80, %-G3VT-45) wordt lucht
dem.v. een geperforeerde ringleiding in de reactcr gepisper-
Zeerd.

men door een niveauregelaar gestuurde slangenpomp (Multifix
type CBOO) voert het ferment uit de reactor naar de settler B,
Hier vindt separatie plaats in een olie-gist en een waterfase.
Het olie-gist mengsel, dat maximaal nog ca 3U % water bevat,,
wordt vervolgens naar een opslagvat G (40 1) verpompt (Sigma-
motor model T8). Vanuit dit vat geschiedt de verdere verwerking
van het olie-gist mengsel verder batchgewijs.

De waterfase, die als onderlaag uit de settler wordt afge-
voerd en nog ca 6 » van de totale hoeveelheid gevormde gist
bevat, wordt via een buffervat C gedeeltelijknaar de reactor
gerecirculeerd. liet surplus van deze fase wordt geloosd.

Teneinde de zuurstofconsumptie te kunnen meten, wordt een
gedeelte van het afgas m.b.v. een membraampomp 7 (wisa) naar
een servomex Uxygen snalyser gevoerd.

iV, 2,2, lteactor.

De reactor die in figuur 2 schematisch is weergegeven



bestaat uit een glazen uickfit vat van 50 1 met een hoogte
van 24 cm en een dizmeter van 29 cm.

urie op de roeras geplaatste turbineroerders zorgen voor
een goede menging. ledere roerder (diameter 10 cm) bestaat uit
drie blaeden met een lengte van 5 cm en een hoogte van 1,5 cm,
De bovenste roerder doet diensit als mechanische schuimbreker.
Om slingeren van de lange roeras tegen te gaan, is in het mid-
den van de as een ondersteuning met nylonlager aangebracht.

Voorts is de reactor voorzien van vier keerschotten met een
lengte van 55 cm en breedte van 4 cm. .

Beluchting van de vloeilstoffase heeft plaats d.m.v. een ge-
perforeerde ringleiding. ' _
aAfvoer van het ferment heeft plaats door een standpijp op ca,
35 cm van de onderzijde van de reactor.

het deksel (voor een detailtekening zie fig. 3al), evenals
alle metalen onderdelen dile met de gistsuséensie in aanraking
kunnenkomen, is verveardigd van roestvrij staal.

In het deksel zijn gaten geboord voor de toevoerleidingen voor
olie, cultuurvloeistof, koelwater, loog en de afvoerleidingen
voor lucht en koelwater en voor de pH electrode (Radiometer
GK 2021 C) en contactthermometer.

Um stolling van opgespatte oliedruppels te voorkomen, wordt
het deksel uitwendig verwarmd c.m.V. €en koperen verwarmings-
spirzal, die door een thermostaatbad gevoed wordi (temperatuur
deksel ca 35°C).

PH regeling

Voor de pl regeling wordt gebruig gemaakt van een automatische
titrator zoals bij de batchinstallatie. Voor de wijze waarocp
het loogverbruik als functie van de tijd gemetem wordt, zij
verwezen naar IV. .3,

Temperatuur regeling
De temperatuur regeling geschiedt op dezelfde wijze als bij
de batchinstallatie,



IV,2.3, Registratie van het loogverbruik.

Bij een continue fermentatie is het vooral wenselijk direct
te kunnen bepalen of de fermentatie stationair verloopt.

Figuur 4 geeft een schets van de wijze wearop het loogverbruik
continu gemeten wordt.

Het geheel bestaat uit een buret 4, een automatische titrator

B (Radiometer TTT-1) een magneetklep C, een recorder D en niveau-
indicator KN,

Buret & bestaat uit een wuickfiti buis (lengte 1 m, bimmen-
dismeter 10 cm), die zowel =2an de bovenkant als aan de onder-
kant voorzien is van een verloopstuk. Van het buret loopt een
leiding via een magneetklep nsar de reactor.

Op de loog in het buret drijft een vlotter, die scharnierend
is opgehangen aan een gewicht J {detailtekening). Het op de
polystyrene vlotter aangebrachte Ft plaatje en dé aan het gewicht
J bevestigde Pt draad I vormen tesamen een aan-uit schakelasar.
et plaatje en de drzad zijn aangesloten op een constantspan-
ningsapparaat (Philips , PE 4319).
liaken zij contact dan wordt relais 5 bekrachtigt.Daalt het
niveau in A, dan wordt het contact verbroken, het relais springt
terug in de ruststand en schakelt een electromotor 4 in.

De electromotor laat via esen vertraging en een ketting G het
gewicht J zakken, tot weer contact gemaakt wordi. Tegelijker-
tijd wordt synchroon de stand van een tienslagen-potentiometer
veranderd.

{Up deze potentiometer staal een spanning van ju mV, geleverd
door een apparaat waarvan in fig. & het schema gegeven is.

Zen verandering van het niveau resulteert uiteindelijk in
een verandering van de spanning, af gegeven door de potmeter,
Deze spanning (minimsal O mV, maximaal 10 mV) wordt geregise

treerd door de recorder.

et systeem wordt geijkt door aftappen van 250 ml loog en me-
ting van de desarmede corresponderende uitslag van de recorder,
De afwijking in het geindiceerde vloeistofniveau bedraagt
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maximzal O,5 mm, hetgeen overeenkomt met een absolute afwijking
afwijking van 20 ml loog.

IV.2,4, Kegelins van het vloeistofniveau in de reactor.

Voor het stationair bedrijven van de installatie dient uit-
teraard het volumedebiet van het afgevoerde ferment uit de reac-
tor gelijk te zijn aan het toevoerdeblet. Om een constant af-
voerdebiet te realiseren, komen een aantal mogelijkheden in
aanmerking.

Ue meest eenvoudige methode bestaat uit een afvoer d.m.v.
een overloop. Deze wijze van continue aftazp is echter om een
tweetal redenen niet goed realiseerbeaar.

Door de aanwezigheid van een schuimlaag zal tengevolge van flo-
tatie de gist en olie concentratie in deze laag hoger zijn dan
de gemiddelde concentratie in het ferment. Afvoer door een over-
loop zou derhalve tot gevolg hebben cat te veel gist verwijderd
zou worden, waardoor de concentratie inhet ferment lager zou
zijn dan de stationaire waarde die zou behoren bij de ingestel=-
de condities.

Bovendien is door de beluchiing en hevige menging de vlceistof-
niveauhoogte onderhevig aan plaatselijke flunctuaties.

afvoer met behulp van een constant debiet pomp is eveneens -
ormogelijk, tengevoclge van de aanwezigheid van luchtbellen in
de vloceistof.

Om aan deze bezwaren tegemoet te komen, werd een methode
ontworpen wearbij het ferment intermiterend uit de reactor
gepompt wordt, zodanig dat de hoogte van het vloeistofniveau
fluctueert tussen een instelbare maximale en minimale waarde.
Het principe van deze niveauregeling, waarvan in fig., 7 een
schets is weergegeven, berust op dat van twee communicerende
vaten. Een stijgbuls E staat via leiding D, restrictie B, olie-
gist vanger C en leiding & in verbinding met de reactor.

In de buisi (hoogte 42 cm, diameter 5cm) bevindt zich een
drijver ¥, waarop een Pt plsatelectrode G is vevestigd. Afhanke-
lijk van de vlceistofhcogte in de stijgbuis kan deze electrode
contact meken met twee gefixeerde Pt draadelectrodes I, waarvan
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de verticale afstand ca I mm bedraagt.

Indien G contact maakt met de bovenste draadelectrocde, wordt
via een relais afvoerpomp 4 ingeschakeld. Het niveau in de reac-
tor daalt tot G contact maskt met de onderste draadelectrode;
door de bekrachtiging van een tweede relais wordt de afvoer-

pomp uitgeschakeld.

In fig. 8 is een scheme weergegeven van de electrische
schekeling van deze niveau regelecar. In de figuur zijn alle
relais in hun ruststand getekend.

Maken Gen Ia contact, dan wordt relais 1 bekrachtigd., Hier-
op volgt meteen zelfbekrachtiging van 1 en bekrachtiging van
relais 3, tengevolge wearvan afveerpomp 4 in werking treedt.

lMaakt G contact met electrode Ib, dan wordt relais 2
bekrachtigd, waardoor de voeding voor relais 1 uitvalt en
deze terugspringt in de ruststand. Gevolg is, dat ook relais
3 niet meer bekrachtigd wordt en de afvoerpomp uitgeschakeld
wordt.

IV.2:4., De settler,

Na enig proefdreaien bleek, dat het gist-olie mengsel eigen-
schappen bezit welke gelijken op die van een pasta. Deze eigen-
schappen bleken spoedig aanleiding te geven tot het verstOppen
van een normale, rechthoekige settler,

Om een goede afscheiding tussen de olie-gist en de water-
fase te bewerkstelligen is sen settler nodig, waarin geen
dode hoeken voorkomen.

In fig. 9 is de schets van een settler gegeven, die experi-
menteel geod blijkt te functioneren. Deze settler bestaat uit
een conische, glazen buils (kleinste diameter 3 cm, grootste
diameter 13,5 cm, hoogte 50 cm) die zan de onderzijde is af=-
gesloten door een plastic plaat. ‘

Het uit de reactor afgevoerde ferment wordt door een cen-
treal geplaatste toevoerpijp ca § cm van de onderzijde van de
settler ingevoerd.

De afgescheiden olie-gist fractie wordt door een slangen-
pomp via buis B afgevoerd. Tengevolge ven de kleverige eigen-
schappen van deze fractie is in de setiler een roerder



gepleatst. Het toerental van deze roerder is uiteraard laag
en bedraagt ca 30 per min.

De afgescheiden waterfractie worcét naar een recirculetie-
vat geveerd, waarin zch een overloop D en afvcerbuis E bevin-
den, Een gedeelte van de cultuurvlioeistof wordt met een
constant-debiet pomp via buis E nasr de reactor gerecirculeerds
het aurplus'wordt via de overloop D geloosd.

De hoogte van de overloop bepaalt tevens de dikte van de
gist-clie laag in de settler. dxperimenteel blijkt een niveau
verschil van ca 3cm tussen D en onderzijde van B te resul-
teren in een ca 1lOcm dikke gist-olie laag.
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V. Uitvoering en meetresultaten.

V.1l. Batchproeven.

Ter verkrijging van noodzakelijke informatie met betrekking
tot het ontwerpen van een continu werkende installatie, wer-
den azntal ladingsgewijze expetrimenten uitgevoerd in een
1 liter fermentatievat.
Deze experimenten hadden achtereenvolgens tot doel :
a) ﬂe.keuze van sen geschikte oliesoort.
b) Voor deze oliescort het verband tussen de gistproductie
en het loogverbruik te bepalen.
c) Het bepalen van de zuurstofconsumptie per gram geprodu-
ceerde gist.
d) Het bepalen van de recirculatieverhouding van het cultuur-
medium.
Voor alle ladingsgewijze experimenten golden de volgende
condities

cultuurmedium : 500 ml Millermedium, gesterilisserd.
hoeveelheid olie : 60 ml

luchtdebiet : 600 ml/min.

antifoam~C ¢ 15C ppm, Dow Corning

gistsoort : Candida Lipeclytics.

temperatuur 3 3006.

pH s 4.0

Voor het enten was een reeds san het milieu aangepasie reincule-
ture nodig. Ueze reinculture werd gekweekt in een 250 ml erlen-
meyer, voorzien van een keerschot en afgesloten door vier lagen
gaas. De inhoud van de erlemmeyer bestond uit 40 ml Miller- |
medium en 2 ml n-hexadecaan.

Blk etmaal werd een kleine hoeveelheid vanuit de oude culture
overgeé&nt in de nieuwe voedingsbodem en in de schudmachine ge-
plaatst.

De toevoeging van dé olie en het gebruik van gistextract
gaf aanleiding tot schuimvorming. Dit werd voldoende onder=-
drukt door antifoam-C van Dow Corning.

In de navolgende paragra en zulien de uitgevoerde experi-
menten, genoemd onder a t/m d successievelijk besproken worden.



Voor de overzichteljikheid zullen dsarbij tevens uitge-
voerde berekeningen en uii experimenten getrokken conclu-
sies besproken worden.

Vol.1l. Keuge oliescgort.

Fransen [ 16] gebruikte voor zijn experimenten een zware
Kuwait gasolie. In een beluchte tankreactor met een halve
liter inhoud vond hij voor Candids Intermedia een verdubbelings~
+ijd van 6% uur. Je generatietijd in een tankreactor met
aparte beluchiing in een beluchtingskolom bedroeg 4% uur.
&iller[?] noteerde voor de generatietijd van een mengculiure
van Candida Intermedia en Candida Lipolytica op gasolie een
verdubbelingstijd van 4 - 5 uur.

De eerste experimenten werden verricht met dezelfde Kuwait
zware gasolie, dile Fransen voor zijn onderzoekingen heeft ge-
bruikt. De gemeten groeicurve is weergegeven in fig. 10
(curve no. I). Bij deze experimenten bleek Candida Lipolytica
(curve I) een geringes en Candida Intermedia geheel geen groei
te vertonen op de gasolie. De berekende generatietijd bedroeg
voor Candida Lipolytica ca 9 uur. waarschijnlijk werd de ge-
ringe groei veroorzazkt door de asnwezigheid van toxische
stoffen in de gasclie, die in de loop van de tijd in de gas-
olie waren ontstaan (Fransen sloot zijn onderzoek in begin
1966 af). Dit werd nagegaan door zan de gasolie n-hexadecaan
(35 ml) toe te voegen. Verhoging van het gehalte aan n-alkanen
gaf vrijwel geen verbetering in de groei te zien (fig. 10
curve 1I), terwijl toch de concentratie aan n-alkanen vervier-
voudigd was en tevens de groei op n-hexadecaan van Candida
Lipolytica een veel sneller verloop te zien gaf (fig 10 curve
III). Een veel betere fermentatie werd gevonden op HVI-QO olie,
waarvan de gemeten groeicurve in fig. 11 is weergegeven.

De groei op HVI-9O olie en met n-hexadecaan verrijkte HVI-GO
olie is vrijwel gelijk aan die op n-hexadecaan alleen (fig.ll,
curve 1I1),

De uit de groeicurve berekende verdubbelingstijd van Candida
Lipolytica op HVI-90 bedraagt 4% uur.
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V.1.2. Verband tussen het loogverbruik en de hoeveelheid
geproduceerde gist.

Zoals in IV.3l. reeds is vermeld, is het loogverbruik een

een mast voor de groei van de gist. Om het verband te bepalsn
tuscen de verbruikte hoeveelheid loog en de gevormde hoeveéels-
heid gist (droge stof) werden een tweetal experimenten uitlge-
voerd met HVI-GU olie.

Bij deze experimenten werd hel droge stof gehalte in hzt fe
en het loogverbruik als functie van de tijd bepaald., In fig. 12
ijs het verband weergegeven tussen de toegevoerde hoeveelhel
g en de totaal gevormde hoeveelheid droge stof. Fig. 13

)
fad
~
D

noaveelheid gevormde droge stof als functie van de

V.l.3, Zuurstofconsumptie per gram zevormde droge stof.

Fransen [16] kwam tot Ge conclusie dat gescheiden beluch-
ting van het ferment met een apartie beluchtingskolom een kors-
tere generatietijd en een belere schuim onderdrukking bereikt
werd dan in een beluchte tankresclor.

Voor de eventuele ioepassing van een peluchtingskolom is het
uiteraard noodzakelijk te weten hoe groot ce zuurstofconsumptie
is voor de vorming van 1 gram droge stof.

De in de literatuur gencemde waarden lopen nogal uiteen.
Johnson [17] en Miller [7] vonden dat voor de vorming van 1 gr
droge stof resp. <.1 en 3,4 gr Cs verbruikt werd.

Ter verificatie van deze gegevens werd naast de gistconcen=
tratie de zuurstofconsumptie gemetlen zls functie van de tijd.
Daartoe werd de zuurstofconcentratie in het afgas gemeten,
waarvan de meetresultaten in fig. 14 zijn weergegeven. De bij=~
behorende groeikromme is weesrgegeven in fig. 15.

Meting van de suurstofconcentratie in het ferment bleek niet
mogelijk door de vervuiling van . het elscirodeopperviak van de
zuurstof=analyser. Ben eenvoudige berekening toont echter aan,

cat de zuursiofconcentratie verandering per tijds: senheid in de
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vloeistof verwasrloosbzar klein is t.o.v. de zuurstofconsumptie
snelheid van de gist. ‘
Dat de in fig. 14 weergegeven zuurstofconcentratie in het afgas
constant is met de tijd, wordt verklaard door de lineaire groeie-
snelheid (fig 15) van de gist in het gemeten tijasbestek, waar-
bi] bedacht moet worden dat de zuurstofconsumplie t.g.v. auto=-
oxidatie relatief gering is t.o.v. het zuurstofverbruik door
oxidatie van het substiraat.

Uit deze grafieken wordi tezamen met de ijkkromme (fig 12)
ean zuurstofconsumptie van 3,2 g zuurstof per gram gevormde
droge gist berekend.

|
Vel.4, Hecirculatie cultuurviceistof.

Bij fermentatie in de continue installatie zou een groot
debiet cultuurvloeistof benodigd zijn, indien geen recirculatie
van deze vlceistof toegepast wordi. Um de recirculatie verhou-
ding van het cultuurmedium te bepalen , werden eveneens een
serie ladingsgewijze experimenten uitgevoerd.

BEen batchproef van 550 ml hillermedium en 70 ml HVI-9O olie
werd na ca 29 uur afgebroken voordat de fermentatie voltoeid
was (fig 16-1). De olie-gist fase werd van de waterfase geschei-
den. fan de afgescheiden waterfase werd 70 ml verse olie toe=-
gevoegd en de fermentatie werd opnieuw gestart (fig 15, curve II)
Tijdens de derde proef stopte de fermentatie bij een loogver-
briuk van 20 ml, terwijl voor een volledige omzetiing een loog-
verbruik van 42 ml 2N loog te verwachien was.

Toevoeging van vers Millermedium verocorzaakie wel weer een ople-
ving maar geen herstel van de groei, vermoedelijk vercorzaakt
door ophoping van toxische stofwisselingsproducten in het cul=
tuurmedium,

Uit de meetresultaten van fig 16 voigﬁ dat de toegepaste
oliebelasting minder dan ca 0,25 1 olieper 1 waterfase moet be-
dragen, opdat het cultuurmedium zeker nog geen greeilimiteringen
veroorzaakt.



V.2, Bxperimenten met de continue installatie,

De uitvoering van de continue runs geschiedde als volgt.
D¢ reactor inhoud werd geent met het voor ca 60 % uitver=
giste ferment uit het 1 liter fermentatievat. Vervolgens
werd de reactor ladingsgewijs bedreven, wearbij de gist-
groei gevolg@zw&rﬁ asn de hand van de toegevoegde hoeveel-
heid lons. Nadat de fermentatie gevorderd was tol ongeveer
de helft van de maximzle waarde ,werd overgeschakeld op de
continue werkwijze (zie fig 17 en 1¢).

In tabel I zijn de waarden vermeld van de toegepaste
verblijftijden en debieten.

Run |verblijftijd|debiet verse| recirc. deblet] debiet ldebiet
no uren cult. vist. {waterfase olie lucht
1/uur 1/wur 1/uur | 1/min.
I 7u.10 1,22 3,6 Uy75 60
11 9u., 05 0,02 2,75 0,71 60
113 12u.00 0,50 2,10 0,33 60
Iv 16u. 50 2,00 ¢ 20,137 60

In de figuren 19, 20, 21 en 22 is de tnagevoegde hoeveedi=
1

H
heid loog per liter olie en de geconsumeerde hoeveelheld zuur
stof per liter olie voor de verschillende verblijftijden uit-
gezet als functie van de tijd. Bij deze grafieken is te be-
denken dat het tijdstip t C overeenkomi mel heil tijdstip
wasrbij overgeschakeld werd op de continue werkwijze, De in
de grafieken aangegeven meeipuntien ziin verkregen door het
loogverbruik (ml loog/uur) resp. zuurstofverbruik (g Co/uur)
te delen door het betreffende oliedebiet (1 nlie/uur).

Lan gezien het meximale loogverbruik per liter olie be-
kend is (fig 17 : ca 400 ml loog/l olie), kan uit de statio-
naire eindwsarden van de loogverbruikcurven in de grafieken
19 t/m 22 de conversiegrzad in de stationaire toestand bere-
kend worden voor de verschillende verblijftijden.



Deze waarden zijn vermeld in tabel II,
tabel II
run verblijftijd]berekende gemeten O, berekende U
conversie | consumptie consumptie
uren % g Op/1 olie| g /1 olie
Il 7u.10 11 32 36
II| 9u.05 15 46 51
I1I | 12u.00 3¢ 111 109
IV | 16w.50 40 mislukt 138
en

In deze tabel zijn verder de gemeten berekende waarden

ven de zuurstofconsumptie (in g Uo/1 olie) vcor de statio=-
naire toestand vermeld voor de verschillende verbligfé
tijden. De berekende wearden van de zuurstofconsumptie
zijn verkregen door de stationaire waarde van het loog-
verbruik per liter olie om te rekenen op de droge stof
productie per 1 olie; wsaruit met de experimenteel be-
pealde wazarce van de zuurstofconsumptie per g droge gist
(zie V,1.3.) de zuurstofconsumpiie op eenvoudige wijze
volgt. De gemeten en berekende waarden komen , zoals uit
de tabel blijkt, op redeljike wijze met elkaar overeen,
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VI. Conclusies en suggesties.

Vi.l. Conclusies.

A
RS

; W/}/ /,,ﬂ,

1) De ontwikkelde continue instzllatie functioneert /ﬁ
naar behoren. Bij variabele verblijftijden blijkt dei
stationaire toestand goed instelbaar en houdbaar.

2) Van de verschillende onderzochte oliefracties blijkt
HVI-55 goed geschikt voor de fermentatie.

Y) De gemeten generatietijd van Candida Lipolytica op
HVI-55 olie bedraagt 4% uur.

4) _De zuurstofconsumptle per gram gevormde droge stof
gemeten in de continue instzllatie en het batch fer-
mentatievat stemmen goed overeen. De gemeten waarde
bedrsagt 3,2 g zuurstof per gram droge glst.

§) Een gescheiden beluchtingskolom voor de continue
installatie is niet goed toepasbaar vanwege de tLoe te
passen hoge vloeistofbelastingen in een dergelijke kolom.

6) De gemeten, maximaal toelaaibare oliebelasting bedraagt
0,25 1 olie per liter cultuurmedium. Boven deze waarde
treedt limitering tengevolge van groeistof deficiei op.

VI.2, Suggesties.

1) iHoewel de ontworpen settler voor de continue installstie
goed blijkt te functioneren, is de toepasbare opper-
vlakte belasting lazy in vergelijking met de inhoud van
dit apparaat.
Onderzoek naar ern ontwikkeling van eer settler mot een grotere
efficietis vuor een eveontvele infutriele toepasning verdient

aanbeveling.,
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Ontwikkeling van een continue methode voor de meting
van de zuurstofconcentratie in het ferment.

Bepasling van de totzle droge stof concentratie in het
ferment en het percentege dode cellen in deze vloeistof.

Ontwikkeling van een meetmethode ter bepaling van het
zlkaan gehalte in de olie. Inleidende proeven hebben
asangetoond, dat 4dit waarschijnlijk langs gaschromatische
weg kan geschieden.
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Aappendix I

De_sapenstelling vap proteinen van verschillende grondstoffen 18

droge stof percentzge
tarwemeel ylees melk Torula gist E.P,gist

escentieel

amminozuur mg/kg

Leucine 7,0 8,0 11,6 7,6 7,0
Isoleucira 4,2 6,0 7,8 9,5 5,0
Valine 4,1 5,5 7,0 6,0 8,4
Threcnine 2,7 55U 4,7 5,4 Gyl
Methionine 1.5 2,2 3,2 0,8 1,2
Lysine 1,9 10,0 8,7 6,3 11.6
aArginine 4,2 7,7 4,2 4,1 SIRE
Histidine 2,2 3,2 2,6 1,7 b,
Phenyl-&ianin 555 5,0 525 2,9 759
Thriptopnesn o0 1,4 1,5 1,6 1,2

samenstelling van het Millermedium aangevuld met groeistoffen :

KH, PO 5,0 g Cus6, . SH,0 . B8O ug
2 T4 e 4 2 Y.
MgS0, . TH,O 2,5 8 KeJ G200 mg
CaCl, 0,4 g FeCl,.6H,0 400 a-g

s N 0y =1
Nh4Ll ‘ 7,0 g Mnb§4.526 SO0 g
Giistextract(Difco) 0,2 g Na Mo, «H,0 400 g
Zns0, . 7HLO 800 +g

Gedestilleerd water tot 1 liter.



Appendix II

Beluchtingskolom.

Zoals vermeld in V.l.3. heeft zeratie van het ferment
voor een continue instzllatie in een gescheiden beluch-
tingskolom bepaalde voordelen t.o.v. beluchting in de
reactor zelf. Uit een eenvoudige berekening zal echter blij-
ken, dat de toe te passen vloeistofbelastingen dermate hoog
zijn, dat een gescheiden beluchtingskolom zich voor dit
doel niet goed leent.

Bij de tiocegepaste temperatuur bedraagt de cplosbhaar-
heid van zuurstof in water en olie resp. ca 8 en 40 mg/l.
hannemende dat beide fasen volledig onverzadigd aan de
beluchtingskolom worden toegevoerd en volledig verzadigd
afgevoerd, dan kan maximaal gan een ferment bestaande uit
10 vol % olie en 90 vol % water worden overgedragen
11,2 . lU”Eg zuurstof per liter ferment.

Uit tabel I en II van V.7. blijkt, dat bij een verblijf-
tijd van bv 7 uur (wearbij de bereikte conversiegrzad slechts
ca 11 % bedraagt) de overgedragen hoeveelheid zuurstof 24 g
02 per uur bedraagt.

Hieruit zou een circulatie debiet aan ferment door de beluch-
tingskclom volgen van ca 2000 liter per uur.

In werkelijkheid zal de overdrachi nog veel ongunstiger zijn
dan voor deze berekening werd aangenomen, waardoor de toe

te passen circulatie debieten nog een factor hoger zal zijn
can bovenstaande, berekende waarde.
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