EEN TECHNOLOGISCHE STUDIE
VAN DE GISTPRODUKTIE MET N-ALKANEN
ALS KOOLSTOF- EN ENERGIEBRON

A technologieal study of yeast production with n-alkanes as carbon
and energy source
(With summary in English)

PROEFSCHRIFT

TER VERKRIJGING VAN DE GRAAD VAN DOCTOR IN DE

TECHNISCHE WETENSCHAPPEN AAN DE TECHNISOHE

HOGESCHOOL TE EINDHOVEN OF GEZAG VAN DE

RECTOR MAGNIFICUS DR. K. POSTHUMUS, HOOGLERAAR

IN DE AFDELING DER SCHEIKUNDIGE TECHNOLOGIE,

VOOR EEN COMMISSIE UIT DE SENAAT TE VERDEDIGEN
OF DINSDAG 11 JULI 1967 OM 16.00 UUR

DOOR

BOB ERDTSIECK

NATUURKUNDIS INGEMEEUR
GEBOREN TE HAARLEM

TECHNISCHE HOGESCHOOL EINDHOVEN



DIT PROFFSCHRIFT IS GNEDRGEKEURD DOOR DE PROMOTOR
TROF, DR.K. RTETEMA.



Aan mijn vroww,



INMOUD

Hoofdstuk 1,  Doel wvan het onderzeek en literatuuroverzicht.

1,1, inleiding,

1.2, De aantasting van koolwaterstoffen door mierp—organis-
memn,

1.3. De produktie van eiwit door groei van micro-organismen
op n-alkaan.

1.4, Probleecmstelling,

1.5. Stofoverdracht en fasegrensviak,

Hoofdstuk 2. Micro—organismen, cultuurmedium, meetmethoden,
2.1. Micro-organismen,
2.1.1. (Ophoping.
2.1.2, Micro-organismen uit “eollecties".
2.1.3. Feuze van micro-organisme vear het onderzoek,
2.2, Cultuurmedium.
2.2.1, Groeistoftoeveoeging.
2.2.2. Toevoeging chemische schuimbestrijdingsmiddelen.
2,2.3. Koolwsrerstoffen, Vloeibare paraffine als oplos-
middel voor m-alkanen.
2.3. Meetmethoden.
2,3.1. Bepaling van de gistconcentratie,
2.3.1.1. Bepaling dropestof,
2.3,1.2, Bepaling drogestaf m.h.v. sediment-
hoogte.
2.3.1.3. Bepaling drogestof door titratie,
2.3.1.4. De economische colfficiZnt,
2.3,1.5, Bepaling van de groeikromme.
2.3.2. Bepaling van de alkaan-congentrarie en van de
alkgan-belasting,
2.5.2.1, Refractometrische bepaling,
2.3,2,2, Gaschromatografische bepaling.

2,3.2.3. Appazsatuur,

15
19
20

23
24
24
23
26
27
27
28
32

33
33
35
35

36
36
37
38

38
39
40



2.3.2.4, Gaschromatografische bepaling bij cn-
kelvoudig systeem,
2.3.2.5. Gaschromataografische bepaling bi] gas-

olie.

Hoofdstuk 3. Ontwerp ebh beschrijviang wvan de apparatuur.
3.1, De schudkelf.
3.2, Het fermentatlevat.
3.3. D¢ opstelling.

3.3.%, pH-regeling.

3.3,2, Temperatuurregeling,

3.3.3. Zuurstofregeling.

3,3.4, Opvangen van verdampt n—alkaan,

3.3.5. Cpstelling bij toevoer van gasvormig n—alkaan,
3.4, Condities.

Hoofdstuk 4, Croei van micro-grganismen en kinetiek,
4.0 fieoel van micro-organismen,

4.2, Kinetiek.

Hoofdstuk 5. Stefoverdrache.
5.1. Btofoverdracht via opgelest n-alkaan.

5.2. Stofoverdracht door direct contact.

Hoofdstuk H. Groei op enkelvoudip substrast,

6,1. Croel van Candida lipolytica bij stofoverdracht door

£én stofoverdrachtsmechanisne.
6.1,1. Groei bij stofoverdracht via opgelest n=alkaan,
6.1.2. Groei bij stofoverdracht door direct conmtact.

6.2. Groei van Candida lipolytica bi]  stofoverdraeht door

twee overdrachtsmechanismen gelijktijdig.

6,3, Groel van Candida lipolytica op n=alkaan, Overzicht.

6.4, Concentratielimitering.

6.5, Oppervlaktelimitering.

40

41

43
43
a4
45
45
45
45
47
47
47

49
4%
50

54
66

67
&7

68
70
7h

79

80
g1



Hoofdstuk 7. Groel op meervoudig substraat, 35

7.1 Vporkweken wvan de gist. 86
7.2. Meetmethode, 86
7.3. CGroei van gisten op mengsels van lwolhydrazt en koolwa— a7
terstof.
7.4, Groel van gisten op mengsels van twee koolwaterstoffen, 88
7.5, Groel op mengsels van meer dan twee koolwaterstoffen. 90
Samenvatting, g1
Surmary, 93
Tabellen. 96
Appendix 1. Oplosbaarheid van n-allanen in water. 128
Appendix 2. Bepaling van de diffusieco#fficifinc. 129
Literatuvrreferenties. 130
Symbolenlijse, 146

Crafieken,



The current world shortage of food presents an
unparalleled challerge to the chemical engincer.
The challenge iz to develop 2 major new Industyy
for the production of food material by chemical

and controlled hiochemical means.

Me Therson ().



[. DOEL VAN HET ONDERZOEK EN LITERATUUROVERZICHT

1.1, Inleiding.

De meningen over de mate waarin in de ontwikkelingslanden honger
geleden wordr, zijn nogal verdeeld. Dit komr omdat de opvartingen
ten aanzien varn de hosveelheld wvoedsel mnoodzakelijk veor het in
stand houden van een goede gezondheid, uiteanlopen.

Meer gvergenstemming is er over de kwalitatieve gebreken van de voe-
ding. Algemeen wordt sangenomen, dat eiwittekorten in de voeding en
de daarbij behorende deficidntie-verschijnselen over de gehele we-
reld sterk verbreid =zijn (Z). In rapperten van de Food and Agricul-
ture Organization van de Verenigde Naties (3) (4} wordt aangegeven
dat de eiwitvoeding van ruim twee miljard mensen ernstipge gebreken
vertoont, Ben half wiljazrd mensen zijn in 8&n of andere vorm ziek
ten gevolge van eiwitondervocding,

Het eiwitgebrek is zowel een kwalitatief sls een kwantitatief pro-
bleem. Eiwitten afkemstiz van verschillende voedingsmiddelen wver—
schillen in aminozuursamenstelling en daarmee ip waarde veor groej
en instandhouding van het menselijk lichaam. Beocordeling is moge-
1ijk aan de hand van cen hypothetische, idezle, aminezuursamenstcl-
ling van eiwit (5) (). Te samenstelling wvan het ideale eiwit is
gebaseerd op de behoefte van de mens aan essentiile aminozuren. Dit
zijn aminozuren, die niet door her menselijk lichaan gesyntheti-
gseerd kunnen weorden. De essentifle aminozuren 2zijnm: fenylalanine,
isoleucine, leuwcine, lysine, wmethicnine, thraonine, tryptofaan en
valine. In het algemean 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 ideala
samenstelling en zijn daarom hoopwaardiger den plantaardig eiwit,
In de ontwikkelingslanden bestaat het eiwitpakket voor een 2root
deel uir plantaardig eiwit.

Ock ten 2anzien van de nocdzakelijke hoeveelheid hoogwaerdig eiwit

Zijn er verschillen wvan inzicht. De F.A,0, gaat uwit van ideaal ei-



wit en van cen winimumbehoefte, De behoeften verschillen naar ge-
slacht, naar lecftijd en naar mard van het werk. Gemiddeld komt de
F.A.O.norm ongeveer neer  op vijf en dertig gram  hoogwaardip eiwit
per percsoon per dag., De Veoedingsraad {Nederland) heeft normen ge=
baseerd op de wenselijke hosveeslheid en gaat uit van gemengde voe-
dinpg. De Voedingsraadnormen komen neer op =zeventig tot rachtiy
pram gemengd  eiwit, waarbij #&@n derde tot de helft van het eiwit
van dierlijke corsprong dient te =ijn. Men hecft geschat (7), dat er
in 1970 iu de ontwikkelingslanden cen tekort van tien miljoen ten
hoogwaardig eiwit zal =ijn, Op basis van de huidige bevelkingsaanwas
heeft men herekend, dat in het jmar 2000 ruim =es miljard mensen de
aarde zullen bevolken, dat wil z=eggen een verdubbeling ten opzichte
van 1965-1970, De hoeveelheid eiwit verkregen op traditionele wijze
- lendbouw, veeteelt en pluimveeteclt, visserij - kan toenemen. llet
landhouwareaal kan nog uitgebraid worden. De gemiddelde ophbrengst
por hectare bouwland kan verhoogd worden, De visvangst kan gelnten—
siveard worden en de verwerking tot oen vigeiwitconcentraat kan ter
hand  pencmen worden., Temslotte kan de biologische waarde van het
plantaardige eiwit verhoogd worden door toevoeging van aminozuren,
Deze toename van de produktic zal schter in het geheel geen gelijke
tred houden met de tocname van de wereldbevolking. Veor het jaar

2000 wordt daarom een tekort verwacht van dertig tet veertig miljcen
ton hoopwaardip eiwit. Deze hoeveclheld zal op andere wijze peprodu-

ceerd dienan te wordern.

Verschillende oplossinpen zijn voorgesteld, E&n der meest veilbelo-
vande wvoorstellen is de produktie van ciwit uit aardeliefracties
met behulp van micre—erpanismen (8) (34), her BB, procas, La prin-
cipe kumnen veel aardoliecemponenten (paraffinen, arematen, naftes
nend dicepen als koolstof- on energiebron voor micro—organismen. Voor
sen eventuele cconomigche exploitatie komt voovalsnog slechts de
groei van hepaalde micro-organismen op n-alkaren en olefinen in aan-
merking., Deze n=alkanen en olefinen kunnen verkregen worden uit
aardelie door hehandeling met moleculairzeven of door ontparaffine-
ring van daarvoor in aanmarking keomende sardoliefracules. Ontparaf-

finering kan ook plasts vinden deor groei van micro-organisucn op

12



de sardoliefracties. De kosten van de traditionele ontparaffinering
worden dan vermeden, HiertEgerleer staat dan een vrij koasthare na-—
bewerking, het zardolievri) maken van het eiwitpreparaarc,

Uit &8n kilogram paraffine wordt ongeveer een halve kilogram eiwit
verkregen, Het tekort woor 1970 kan dus opgeheven worden door de
verwerking van twintig miljoen ton paraffine. De ruwe-aardolie—pro—
duktie zal in 1970 n=arx schatting anderhalf miljard ton bedragen, De
samenstelling van de ruwe aardolie varieert met de vindplaats (pa-—
raffinebasis—olie, asfaltbagsis-olie, gemengdbasis-olie). Taarom is

het endeenlijk het gemiddelde gehalte 2an in aaopmerking komende pa-—
reffinen te bepalen. Niettemin kan gesteld worden dat de jsarlijkse

ruwe=olie — produktie veel meer paraffinen bevat danm nedig is om het
tekort te dekken.

Champagnat (%) kemt voor eiwit wverkregen door microbiologische ont—
paraffinering tot een fabricapeprijs (zonder belasting en zonder
winst) van f 1,- per kg elwit.

McNab (8} heeft voor een proces waarbi) uitgegaan wordt van n~alka=
nen verkregen via moleculair-zeven, een prijs berekend wvan # 3,50
per kg eiwit. Voor eiwit afkomscig van andere brounen komt hij tot
de volgende prijzen: eiwit in aardnotenmeel £ 1,20/kg , eiwit in
soyameel f 1,20/kg , eiwit in katoenzaadmeel f |,--/kg , eiwit in
magere melkpoeder f 4,10/kg , eiwit in gist £ 3,60/kg. Hierbij
geldt, dat de biclegische waarde van de verschillende eiwitten niet

in rekening is gebracht.

1.2, De aantasting van koolwatersteoffen door micro-eorganismen.

De aantastring van koolwaterstoffen door micro-erganicmen is bekend
sedert 1903. Reeds in de 19e eeuw vealiseerde men zich dat methaan
nict ophoopte in de atmosfeer, hoewel toch de hoeveelheid methagn,
ontstaan bij de afbraak van organisch materiaal, aanzienlijk moest

zijn. HMethasn is weinig reactief, zodat verdwijnen langs chemische
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weg onwaarschijnliik was, Daar bl] de oxydatie vapr methaan tot GOz
en {20 een aanzienlitke hoeveelheld energie vrijkomt, lag het voor
de hand te onderzosken of micro-organismen zich aan dege energlebron
hadden aangepast. HKaserer (10) en 56hogen (11) vonden  in 1903, ge-
lijktijdig en onafhankelijk van elkaar, dat bacverifn in staac waren
methaan te gebruiken als enige koolstof— en encrgickren,. In de lite-
ratuur van vaor 1905 woedt wel hier en  daar melding gemaakt van
koolwaterstofaantasting, Miyoshi {12}, maar afdoende bewijs ont-
hraakt.

Het overzichr 2al beperkt worden tot de aantasting  van alifatvische
koolwaterstoffen, meer in her bijzonder tot de verzadigde aliflati-
sohe koolwaterstoffen, de n-alkanen.

Het onderzock Ls voornpamelijk  gericht geweest op het keteuproccs of
Jde ketenprocessen, de wegen waarlangs  de verschillende koolwater—
stoffen afgebroken worden. Daarnazst heeft men nagegasn welke micro-
arganismen in ataat zijn koolwaterstoffen aan re tasten  en welle
koolwaterstofien aangetsst worden. Goede oversichien worden gegeven
door Bushnell (13), Zo Bell (14), Beerstecher (15), Fuhs (16), Kes-
ter {17}, Robinson (18), Caste! (19), Foster (20), Zajic {21}, Bric-—
teux (22), wven der Linden (23), Mc Keona (24), Sharpley (25), Hum-
phrey (2f) &n voor de Russische literatuur Shturm (27) en Pormogova
(28).

In 1948 werd  door Just aangetoond, dat vetproduktic door proel van
hacrerign en gisten op koolwaterstoffon mogelijk was, Als keolwater—
stof ward toegepast technisch Kogasin (synthetische paratfine-olie,
FigehersTropseh synthese), op semi-technische schaal tot 50 1. vat-
inhoud  (29) (300 (31) ¢32) {33). 1In 1983 werd door Champagnat (8)
(34) een proces ontwikkeld wveoor de produktic van eiwit, Naast de
produktio van vet on ciwit als celbastanddelen  kunnen sommipge ver-
bindingen onder bepaalde omstandipheden in aenzienlijke hoeveelheden
door de cellen worden afpeschelden, o.a. aminoszuren  {(33) (36) (37}
(38) (39) {40), vitaminen (41) €42) (43}, enzymen (44) (45), nueleo-
tiden on nucleotide-derivaten  (46), vetzuren en esters (47) (48).
In het alpemecn is het groeisubstraat tevens produktsubsiraat. Het

is echter ook mopelijk, dat groeisubstraat en produktsubstrazt ver—
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schillend zijn (co-oxydatie). De mogelijkheid wvan co-oxydatie werd
aangetoond  door Leadbetter en Foster (49), Onder co-oxydatie wordt
verstaan, dat een micro-organisme groeit op een koolwaterstof (het
grocisubstraat} en tegelijkertijd een andere koolwaterstof (waarop
het niet kan grpaien) oxydeert. Door co-oxydatie is het mogelijk
goedkepe koolwaterstoffen om te =retten in waardevolie produkten
(30) (51) (52) (53).

Deze 2g. twee—component-keolwaterstof-systemen bieden zeer grote mo-
gelifkheden. Her is ook mogelijk een koolhydraat als groeisubstraat
toe te passen (53).

Bij het onderzoek naar kKetenmprocessen worden vaak stoffen tosgevoegd
die het ketenproces onderbreken. Een voorbeeld wvan zo'm stof is
c¢hloramphenicol. Deze onderbreking heeft dus tot gevolg, dat tussbn-
produkten geaccumuleerd worden. Van deze methode kan men gebruik ma-

ken om nieuwe produkten te vervaardigen (54).

1.2, De produktie van eiwit door groel van micro-organisman op n—al-

kaan (55) (56).

Het proces wordt uitgevoerd met hepapalde bacteriln, gisten en schim
mele. THet entmaterizal dignt gekweckt te zijn op koolwaterstoffen
als koolstof- en energiebron (57). MNa het enten treedt sen "lag
phase" op, Deze "lag phase" kan verminderd worden (58) door entmate—
riaal te gebruiken, dat zich qua proei in de exponentiZle groeipe-
riede bevindt. Volgens Laine (58) zeu deze "lap phace" pedlimineerd
kunnen worden deor het entmateriaal in een v&8rtrap te laten groeien
op koolhydraten (melasses, moutextract, suiker, sulfietloog),

Als koolwaterstoffen Xomen in asnmerking n-alkanen en olefinen met
tien of meer C-atomen. Aromaten, naftenen en ispparaffinen worden
door de toegepaste micro-organismen nauwelijks of niet aangetast, De
paraffinen worden verkregen door behendeling van aardeliefracties
met meleculairzeven of door ontparaffineren van aasrdoliafracties,
Het is niet noodzakelijk de paraffinen te scheiden van de averige

aardoliecemponenten, Indien gesn scheiding plaatsvindt, wordt de
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aardoliefractie ontparaffineerd door directe behandeling met micro-
organismen. Bij ontparaffineren van aardeliefractics kan gebruik
worden pemaak: van gisten (60) en van bacteridin (61). Bi1j microbio~
logische ontparaffinering verdient het soms aanbeveling de te behan-
delep aardeliefractie te schelden in een paraffine-~rijk en een pa-
raffinc-arm deel (62), Alleen het paraffine-rijke deel wordr behan—
deld met micro-—organismen, waarna behandeld en onbchandeld deel weer
worden samengeveegd. Voor ecn goede groel moet de diameter wvan de
olisdruppels kleiner zijn dan 30 p, Bilj] wveorkeur kleiner dan 16 u
(63). In fermentaticvaten van industriéle afmetingen, 30 tor 300 m?,
ig dit door vouren niet op cconomische wijze te verwezenlijken, ech-
ter wel door homegeniscren (64). Het homogeniseren van de olie kan
plaatsvinden in de toevoer van dc waterfase of 1n de toevecr van de
lucht. Vaste paraffine kan cveneens als veeding gebruikt worden. Iun
dit geval wordt de wvloeibaar gemaakie paralfine verstoven in én
vieeistaf die een temperatuur  heelt boven het smelupunt van de par—

aflfine. Vervolgens wordt de vieclsrol afgekeoeld. Her cffect van het

varstuiven wordt bij vlceibare druppels teniet gedaan door coales-
centie, bij vaste deeltjes deor agglomervatie. Dit kan tegengegasn of
geheel voorkomen worden deor gebruik te maken van emulgatveren. Coa-
lescentie of agglomeratievorming Lkan echter ook voorkomen worden
door de olie vlak voor het verstuiven of homogeniseren te vOrmengen
met micro-prgenismen, bij veorkeur met gistcellen. Bij een ladings-
gewijs proces verdient het aanbeveling de olic geleidelijlk toe ve
voeren, Ln overeenstemming met de toename van de hoeveelheld gist
(63).

De samenstelling van het cultuurmediws  en de behoefte aan groei-
stoffen (A6)  zijn afhankelijk van het toegepaste micro-organiswe.
Het fermentaticvat kan werden uitgevoerd als sen gerverde tank of
als een toren met zeefplaten. In het laatste geval stroowt het he-
luchtingsgas van onderen naar boven, het mediuvm van boven naar onde-
ren, via hellende zesfplaten. Het medium wordt voortdurend gersciz—
culeerd (55), Volgens Laine {67} wordt bij de uirvoering van het
B.P. proces te lavéra gehruik gemaakt van een zg. Lefrangois fer—

mentatievar (68), Deze Lefrangois fermentatievaten werken met ge-
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dwongen cireulatie door luchttoevoer, De Lefrangois vaten in de B.F.
raffinaderij te LavEra 2zijn echter later voorzien van reoerders, om—
dat de emulsieverming onvoldoende was. Een geroerd vat is dus nood-
zakelijk. TIn dit verband moet genoemd worden het werk van Blake-
brough (69) (70) met air-lift-fermentatievaten. Blakebrough komt bij
vergelijking van air-1ift - fermentatievaten en een geroerde tankre-
actor tot de conclugie, dat het alr=lifr-fermentatievat geschikter
ig voor groel van micro-organismen op gascolie dan een geroerde tank-
reactor. Uit =ijn gegevens blijkt echter, dat in beide gevallen de
groeil zeer, zeer sglecht is. De slechte resultaten zijn hoogstwaar-—
schijnlijk een gevolg wvan ecn incompleet medium. Conclusies mogen,
bij een dergelijk slechte groei, niet getrokken worden.

De omstandigheden, temperatuur en pH, zijn afhankelijk van het ge—
bruikte micro-crganisme. Her iz noodzskelijk om de pH binnen enge
grenzen constant te houden (71), In de zuurstofbehoefte wvan de mi-
cro-organismen kan worden voorzien deor vortex-beluchting of deor
lucht in te leiden via een zesfplaat. De hoeveelheid lucht varieert
van 5 tot 63 vol/veol/uur, (66}

In het fermentatievat groeit de gist ten koste van de zouten, de
groeistoffen en de koolwaterstoffen.

Bij het eptreden van infectie wordt de pH omlazg gzebracht tot 1 &
3 (55}, De pH wordt op deze lage waarde gehouden gedurende 30 min. &
5 uur. De omstandigheden en de duur van deze periode worden zo geke-
zen, dat meer dan 90 Z van de verontreinigingen en minder dan 10 %
van de gist gedeood worden.

Bij ladingsgewijsbedrijf wordt het proces befindigd na bereiken van
de statiponaire fase. Bij continubedrijf wordt uiteraard voortdu-
rend afgetapt. Het verkregen mengsel gist / olie / waterige fase
wordt gescheiden in een drietal fracties: gist, olie en de waterige
vloeistof. De scheiding vindt plasts door afwisselende behandeling
met oppervlakactieve-stef en centvifugeren (72) (73). Toegepast kun-
nen wordan zowel anionische, kationische als nonicnische opperviak-—
actigve stoffen. Het effect van de behandeling wordt verhoogd door
de pH op te wvoeren tot 7 — 9 en de temperatuur tor 50¢ G, De gist-

pasta wordt afwisselend gewassen en gecentrifugeerd, teneinde de op~
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perviakacticve stof weer te  verwljderen.  [ndien hacterifing worden
toepepast, heeft deze behandeling geen succes. Basteridin en olie
ziin op deze wijze niet te scheiden. Dazrom wordt pefiltreerd en de
filtratiekeek - hel mengsel hacterifin/olie - wordi behandeld met cen
aplosmiddel um de bacterién olicvri] te maken (65},

Gist mokweckt  op koolwatersteffsn  heeft cen  hoger vetgehalte dan
glet zokweekt op koolhydraten. De smazk van de gist is ranxig en pl-
kani. Zouder meer is de gisc niet geschike voor consumplie. Voot het
verviideren van Lipiden, esters, ketonen en vrlje vetzuren wit de
gistezllen wordt de gist nabelughe (74). Hiertoe wordt de glstpasta
in een vers voedingsmediom belucht, Wij afwezigheid van een kool-
stofsubstraat, Na de beluciiting kan eventucel de hehandeling met op-
pervieshactiove stoffen worden voortgezer, Door de nabeluchting is
het gehbalte asn vetbestanddelen en zardeliecomponenten agnzienlijk
afpenomen. Nicttemia dient door cxtractie hec vet-en oliegehalte nog
pereduceerd te worden (78) (76). Da extvactic en da  daaropveigende
droging zijn gemakkelilker uirt te voeren aan openpelegde  cellen.
Daarom wordl de gist serst peautolyseerd, dan wel gehydrolyscerd of
geplasmolyseerd (77) (78). De autolyasc wordt hemoellijkt door aanwe-
ripheid wvan olicbestanddatlen op de gist (60). Len goede yoorbehande-
Ting met oppervliakactisva stoffen is dus noedzzkelijk. Door centri-
fugeren of door filtreren warden twee [racties wverkregen, een auto-
lysaat en de celwvandbestanddelen, Yowel autolysaat (77) als celwand~
hestanddelen (78) worden gedxtraheord met een  polair oplesmiddel,
gevolpd  door extractie met cen wengsel van een palair oploamid-
del en een viuchtiy n-alkaan., Het oplosmiddel wordt teruggewonncn
dootr destillatic. Uit het vetextract worden bestanddelen gewonnen
als sterolen. Het overblijvende vetextract kan pgebruiket worden als
koolstofsubstrant voor mifro-organismen.

Z2owel autolysaat  als celwandbestanddelen  kunnen bij lape rempera-
tuur podroopd worden, waardoor het eiwit zijn biologische waarde be—
houdt,

In principe ontstaan bi] de groei van micro—organisncn op koolwater—
stoffen celmateriaal, COs en HpN. Fr oncstaan echter ook nog andere

stoffen, esters bv., die opgenomen worden in de oliefase, Dowr deze
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stoffen gaat het troebelingspunt van de olie owmhoog, hetgeen uiter—
aard ongewenst is. Om deze stoffen te verwijdeven, dient de olie een
nabehandeling te ondergaan. Verwijdering kan geschieden door wassen
met loog (79) of door hydvogeneren (80). Reeds eerder is opgemerkt,
dat de sardeliefractie v86r het ontparaffineren gescheiden kan wor-
den in een paraffinerijk en een paraffinearm deel. AllE&n het paraf-
finerijke deel wordt microbiologiseh ontparaffineerd. GCevonden is
(62), dat na het bijeenvocgen van de baide fracries het troebelings-
punt dusdapig laag is, dat nabehandeling van de olie niet noodzake—
11jk is.

Ter verbatering van de economiz van het proces is continubedriif aan

Le hevelen (813,

1.4, Probleemstelling.

Uit de octrociliteratuur blijke, dat «de diameter van de oliedruppels
kleiner dan 30 u, bij voorkeur kleiner dan 10 v meet =zijn (63).
tet de homegenisator beroikt men 1 p {64) en door gisttoevoeging
wordt deze druppelgroctte gehandhaafd. Over de zin van dewze afme-
tingen, over de functie van het grengviak, wordt niets vermeld, De
functie van het grensviak kan echter pas duidelijk  worden, als het
overdrachtsmechanisme bekend is. Nu zijn de n=alkanen zeer slecht
oploghaar. Overdracht van her n=alkaan via oplosgen in de watertase
iz dus enwaarschijniijk. Een onderzoek naar de stefoverdracht en
naar de functie van het grensvlak is noodzakelijk.

in bijna glle octrooien komt de wvolgende =zinsnede voor: "In tegen—
stelling met de gebruikelijke chemische werkwijzen, die veldoen aan
de wet van de (chemische) massswerking, wordt de verwijderingssnel-
heid van de koolwaterstoffen met rechte keten practisch nier klei-
ner naarmate de hoeveelheid wvan deze Lkoolwatarstoffen in het to-
tale keoolwaterstofmengsel afneemt (behalve witeraard in de eindfase
van de verwijdering)™. De juistheid wvan deze stelling meet worden
nagegaan door een onderzock naar de invioed van de n-alkaanconcen—

tratie.



Bij microbiologische ontparaffinmering is een mengsel van n-zlkanen
aanwezig., Monod (83) toonde aan, dat bij groel van micro=organis-
men op @en mengsel  van koolstofbevattende substraten  {(in ziin ge-
val konlhydrest) diauxie op kan treden, Onder diauxie, triauxie
ete. wordt verstaan, dat de micro-organismen de lkoclstefbevartende
substraten niet gelijktijdig aantasten, doch na elkaar. Bl groed
op een mengsel  van g=alkanen is hec dus van belang te weten of al-
le n-alkanen gelijktijdig verdwijnen, of dalb de a-alkanen na elkaar
verdwijnmen. In het laatste geval is het van belang  te weten, in
welke volgorde de n-atkanen verdwijnen. Uit de cetrooiliteratuur
blijkr, dat cen voerkweek op koolhydraten asnbeveling verdient. Her
is dns tevens van belang te weten of Jdlauxis optrecdt bij een meng-

sel van koolhydraten en koolwaterstoffen.

1.3, %cofoverdracht en fasegrensvlak.

Johnson (84) heeft op grond van diffusie-overwagingen gesteld: "De
concentratic van opgelest alkaan in de waterige fase 1is dusdanig
laag, dat geen rvedelijke groeisnelheden te verwachten zijn op n-do-
decaan on hogere n=alkanen, zelfs nier indien aangenomen wordt, dat
de Michaelis — constante aul is". De bewijsvoering ontbreckt. Daar
echter proefondervindeliik gebleken is, dat sommige micro-organis=
men zeer goed groeien op n-alkanen hoger dan n-dodecaan, heeft hij
veor het onbekende overdrachtsmechanisme eep hypothese opgesteld:
"Groei vindt plaats aan het grensviak, de lange alkaanketens worden
wen deal van het fosfolipid — micel van het celmembraan en er be-
staatr een lyofobe weg van de buitenzijde van hat cclmembraan naar
de plaats van het enzym, dat verantwoordelijk is voor de ecrste
trap van het oxydatis-procas'. Voor n-alkanen lager dan a-dodecasn
zou dus de groei kunnen plaats vinden via opgelest alkaan, voor n-
dodecasn en hogere n—alkanen door direct contact met het vleeibare

alkaan.
et iz redelijk te wverpnderstellen, dat esn wijziginp van over-

drachtamechanieme Cof uiting komt in grootheden, die de omzetting
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bepalen, bv. greoeignelheidsconstante, zuurstofverbruik enz, Afwij-
kingen van het normale patroon van de gengemde grootheden zijn dus
te vervachten. Uit de liceratuur blijke, dat inderdaad bij de n-
alkanen met 10 tot 14 C-atomen afwijkingen veelvuldiz optreden.
(51) (85) (86) (87) (88) (B9) (90) (91). Merkwaardipg genceg wordt
hierzan door de auteurs geen aandacht besteed. AllE&n Harris (86)
merkt op, dat de fuurstofconsumptie een afwijking vertoonde bij
n~decaen. Hij tracht dit te verklaren deor aan te tonen, dat al=
leen n—decaan een ringachtige structuur zonder uitstekende methyl-
eindgroep kan sapnemen. In het algemeen komt de afwijking juist bij
hogere n-alkanen woor. = fig. 23 -=.
Afwijkingen bij n-alkanen met 4 rot 8§ C-atomen treden evepeens op.
Deze afwiikingen zullen wasrschijnlijk een gevolg zijn van de rto—
xische eilgonschappen van de lagere, vlceibare alkanen (92).
Voor een goede groei van micro-organismen op koolwaterstoffen is een
groot grensvlak koolwaterstof/cultuurvlceistef nocodzakelijk. Door
de koolwaterstof te dispergeren - door schudden, doer inblazen van
lucht of door reoeren - wordt het grensvlak vergroot. Just (29) maak—
te gebruik wvan een sterke beluchting (tot 400 vol/vol/uur)., V86T
Just werd echter nauwelijks gebruik gemaakt van =pitatie, Alleen
Tausz (93) in 1919 en Haag (94) in 1926 pasten schudcultures toe.
Men was zich echter wel bewust, dat voor ecen goede pgroei een groot
grensvlak noodzakelijk was. Teneinde dit te bereiken, maakte men ge=
bruik wvan verschillende methoden:

adsorptie van koolwaterstoffen op vaste stoffen als =arde,
siliciumdioxyde, ijzerdiexyde (95), zand, kieselguhr, caseine (96);
verpoederd glas (97), glaswol (14) en (volgens octrooien uit 1565)
zealieten {98) en metaal- of kunststofgass (99),

emulgeren en vervelgens doen geleren deoor toeveeging van
arabische gem (14}, klei (100), bentoniet (B6), gom (101),

verdelen van vaste paraffine in snippers, spanen, schaaf-
sel, dunpe laagies door kriseallisatie (102) (103) (104) (103),

toevoegen van vaste paraffine in gesmolten toestand, waar-—
door na stollen cen onvepelmatig ocppervlak ontstond (13}, (93).

Indieén het fermentatievat niet te groot is, is het wogelijk door
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sterk roeven een voldoend groot grensvliak te verkrijgen (63}, Bij
fermentatjevaten vanr industrigle afmetingen kan men de koolwater—
stoffen verstuiven of homogeniseren en de emulsic stabiliseren (&4).
Micro—organisman hezitten een zekere aflfiniteit voor het water/elic
grensviak. De mate van affiniteit hangr af van het micro-organisme.
Mudd {106) vand, dat bacteridn ophoopten in het grensviak. Zuurvaste
bacteritn (Mycobacterium) waren weinip stabiel in het grensvlak en
werden biina kwantitaticl In de oliefase opgenomen. Reed {107) con-
stateerde, dat muurvaste hacteriBn geheel opgenomen werden in de
oliefase. Sar (108) stelde vast, dat Mycobacterimﬁ kwantitaticf naar
har prensvial migreerde. Volgens Raymond (109) heefi Nocardia een
zoer sterke atfiniteit voor het gronsvlak, terwiil da affiniceir van

Preundomonas en gisten veel geringer ia.



2. MICRG-ORGANISMEN, CULTUURMEDIUM, MEETMETHODEN

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

afkomstige, gistsoorten : Candida iipolytica C€.B.S5. 599, Gandida

tropicalis C,B,8, 24 en Candida intermedia= C.B.S5. 572.

De reingultures werden instandgehouden op het synthetiseh medium
volgens Wickerham (Difco’s yeast morphology agar), Overenten vond
&8rmaal per maand plaats.

De yeincultures werden voorgekweekt op keolwaterstoffen. Doze {(voor=
pekweekre) reincultures werden gehandhasfd in schudculture, op het
gemodificeerde Miller-medium. Elke 24 uvur werd overgefnt. Bij het
overenten bevenden de ecultures 2ich in de exponentilile groeifase.
5ii het onderzoek werd steeds toegepast het Miller-medium (171Q),

aangevuld met groeistoffen, als volgt

KHzPOy 5.0 gr CuS0y, SHLO 80 pugr
Mg80,, 7H50 2.5 gr KJ 200 wer
GaCly 0.4 gr FeCly 6H20 400 uer
WH,C1 7.0 ar MREQ: Hy0 800 ugr
Cistextract {(Difco) 0.2 gr NasMofly HoD 400 pgr

Z080y THy0 800 ugr

Cedestilleerd water tot 1 liter,

Als koolwaterstoffen werden toegepast i n-hendscsan tet n—nona-
decaan, De n-alksnen (mexk Fluka) hadden een zuiverheid groter dan
99 ‘mel 7. Een uitzondering vormde n~heptadecaan, dat een zuiverheid
groter dan 95 wmol % had. De n-alkanen werden opgenomen in vlpeibare
paraffine. De vleeibare paraffine, s.g. 0.883, was van het mexk
B.D.H. Voor het onderzoek near de groei van gisten op mengsels van
meer dan twee koolwaterstoffen, werd gebruil gemaakt van een Kuwalt
zware gasolie. Deze gasolie, kooktraject 218° C tot 3499 C,bevatte
17.4 % n-alkanen, voornamelijk n-decasn tot en met n-eicosaan. Het

percentage n—alkanen lager dan n-decaan en hoger dan n=glcosaan was
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te verwaarlozen,
Bij alle proeven werd als schulmbestrijdingsmiddel 0.5 gr Antifoam-C
(metk Dow Corning) per liter cultuurvleeiatof toegeveocgd.
Als maat voor de gistconcentratie werd pebruikt het gewicht van de
drogestof per volume-cenheid cultuurvloeistof. De drogestafeoncen—
tratie werd als volgt gemeten :
direct - door klassicke drogestofbepaling.
indirect - door bepaling van de sedimenthoop—
te in hematokrietbuizen,
- door bepaling van de gevormde hoe-
veelheld zuur.
De bepaling van de gedimenthoogte en de bapaling wvan de gevermde
hoeveelheid zuur werden geijkt tegen de klassieke drogestofbepaling.
Voor de bLepaling van de hoeveclheid nwalkanen werden twee methoden
toegepast, de gaschromatografische methode an de hrekingsindoxmetho-
de.  De hoeveelheden van dé  verschillends n-alkanen in de Huwait

zware gasolie werden alleen langs gaschromatoprafische weg bepaald.

2.1, Micro-oTpanismen.

2.1.1., Ophoping.

Voot het verkrijgen van koolwaterstof-aantastende micro-organismen
wordt uitgegaan van ophopingsculturen. Een cultuurmedium {21 of niet
aangevuld met groeistoffen} wordt gednt met sen  prondmeonster, met
rinolwater of met andere "bronnen" van micro-organismen. Verschil-
lende auteurs (111) (112} hebben azngetoond, dat de micre—flora van
de grond vevandert, indien de grond doordrenit wordt met koolwa-
terstoffen, Het aantal micro-organismen daalt aanvankeliik, neemt
dan toe en bereikr uiteindelijk een waarde, hoger dan nommaal. Ande-
re mierp-orgenismen hebben de overhand gekregen. Men kan daarom ook
vitgaan van grondmonsters verkregen uit de nabijheid van oliebronuncn
of van aarde die met petrolewn is voorbewerkt (1D} (11} (29) (37)
(88) (110) (113) (11a) (115) (118) (117) (118) (119),
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Nebleken i1s (120), dat steeds dezelfde soorten opgehoopt worden,

vooral soorten van de geslachten Mycobseterium, Nocardia en Pscudo-—

monas. Volgens Finnerty (121) zouden soorten die geen koolwaterstof-
fen asntasten maar wel vetzuren, de overhand krijgen. Teneinde deze
ongewenste selectie tegenm te gaan, past hij "transfer enrichment"
toe. Dit houdt in dat de eultures tijdens het ophopen vaker over—
gednt worden dan normaal gebruikelijk is. Hierdeoor zou ophepen van
afbraskprodukten wvoorkomen worden., De methode is afgeleid van de
"sresdy state enrichment™ wvolgens Palmer (122). Met deze methode was
Finnerty in stast om een proter aantal koolwaterstof-zantastende
soorten te isoleren dan met de conventionele (statische) ophopings-

methoden,
Gatellier (123) (124) gecft aan hoe deoor teepassing van selectieve

media bacteri#n, gisten dan wel schimmels opgehoopt kunnen worden,
Doer verschillende onderzoekers werd een zeer groot santal koolwa-—
tevstof-aantastonde glstsocorten gelsalesrd  (41) (893 (125) (1263
(127} (128) (129),

Tn veel gevallen bliift identificatie van de geYsoleerde micro-orga-
nismen achterwege, Dit iz op zichzelf niet verwonderlijk, Tdentifi-
catie van gelsoleerde micro-organismen is het werk van specialisten.
Wanneer echter Raymond (130) gegevens publiceert over een gist die

”

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

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

op 21in minst uitermate bezwaarlijk is.

Z2.1.2. Micro-organismen uit "ecolleecties'™,

Het is mogelijk uit te gaan van reincultures afkomstig uit bestaande
collecties (40) (89) (125) (127) (131) (132) (133). Alleen Hopkins
{103) had hjermee geen succes. Micro-orgesnismen afkomstig uit col-
lecties dienen voorgekweekt te worden op koolwaterstoffen. Champag=
nat {61) beschrijft het voorkweken, Voor gisten gebeurt dit  als
velgt : enten, 3 dagen hebroeden bij 307 C onder mechanische agita-

tie, gverenten in vers medium, oponieuw 3 dapen bebroeden, waarna de-
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delfde bewerkingen 4 8 5 maal herhaald worden,

natellier  (134) heefr asngetoond, dat soneller cen goede groel ver-
kresen worde, lodien aan de  aardoliefractie  een hocveelheld ruwe
aardolia wordt toepevoepd, Aangenomen moct daarom  worden dat er in
de ruwe aardelie hepaalde stoffen zanweslp sijn, dJdie beter assimi-
leerbaar zijn dan de stoffen in de toepepaste aardollicfractie.
Fredericks (1135) heeft nagegasan hoe de groel verandert, indien overs
pegaan wordt op een andere koolwatvrstof. Op grond van zijn resulra-
ten heeft hij cen velgorde van  assimilsarbaarheid oppesteld.

Hat voorkwaken volpens Champagnat duurt 18 tot 21 dapen. Daarem is
napegsan of con zo Langderige veorkweek noodeakelijk is. Uit tabel |

blijkt dat Candida lipolytica C.B.5. %999 en Candida Crepleatis

C.B.3. 94 hi) overpang van  koolhydraatsubstraat  op koolwaterstof-

substraat, binnen 24 uwur een goede groel vertoonden.

2,1,3, Keuzge van micro=organisme voor het onderzoek.

Teneinde de kostprijs van het elwit zo laag wmoseclijk te houden, zal
Lt noodzakelijk Dlijken  em het preoces wit te voeren onder niet a-
septische  omstandigheden, Wel zal door gcschikte maatrepelen  go-
tracht mocten warden de kans op infeectis te veckleipen, Onder deze
maatregelen valt bijv,  de ontsmetting van de  fermentreicvaven. De
kans op infectie kan wordan verkleind deor de omstandigheden (tempe-
ratuur, pl)  on de samenstelling  van het cultuurmedium  zodanlg te
kiezen, dat deme gunstig zijn vaoor de ontwikkeling van de gewenstoe
0oLt @n ongunstip voor de onilwikkeling van ongewenste scorlcon, Onder
exLlrome omstandigheden - hope temperatuur, ‘ape pH - zullen slechts
weinip soorten zich kunnen ontwikkelen. Bij voorkenr zal daarom cen
soort pekoren worden die sich onder extreme omstandipgheden optimaal
ontwikkelt. Daar meer vesl soorten groeilsteffen nedig hebben voor
poede groel, =zal bi]  voorkeur sen  soort gekozen worden dJie geen
grocistoffen nodiyp heefc,

Ri} veel hacteriescorten is toevoepiug van grocistoffen niet noodza-

kelijk, Len nadecl iz dat voor poede groel van bacteridn op koolwa-—
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terstoffen de pH in het algemeen & 3 8 dient te zijn. Dit pH-trajeet
is gunstig voor veel bacteriesocorten, =zodat de kans op het optreden
van infectie groot is. De afscheiding ven bacterin uit een olie/
bacterie-mengeel is moeilijk.

Voor gisten is in het algemeen toevoeging van greoeistoffen neoodzake-
lijk  (136) (137) (138) (13%), Voor goede groel op keolwaterstoffen
dient de pH 3 - 5 te zijn. TNit is gunstig. De afscheiding van gis-
ten uit een olie/gist—mengsel is betrekkelijk eenvoudig.

Na afwegen van de wvoor— en nadelen werd besloten voor het onderzoek
gebruik te maken van glsten, meer in het bijzender van giststammen
afkomstiz uit collecties, Onderzocht werden |2 reincultures, beho-

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

waren afkomstig van het Centraal Bureau voor Schimmelcultures, Afde-
ling Gisten, Delfr (C.B.S.}; van de National Gellection of Yeast
Cultures, Nutfield, England ({(N.C.V.0.) en van het Northern Regional
Research Laboratory, Peoria, Illineis, U.3.A. (N.R.R.L.). Voor toe-

passing bij het onderzoek werden tenslotte gekozen @ Candida lipaly-

tica C.B.S, 599, Candid

C.B,8, 572,

alis C.B.S. 96 en Canﬁigg intermedia

2.2, Cultuurmedium.

2,2,1, CGroeistoftoevoeging,

In de literatuur worden een groot zantal ecultuurmediaz gegeven die
geschikt zijn voer het isoleren van micro-organismen (13) (49) (61)
(110 (123) (130) (140) (141). 1In het algemean bhevatten deze media
geen groeistaffen. Wildiers (142) heeft hewezen dat er veor groei,
naast anorganische =zouten en een koolstofbron, nog andere stoffen
nodig 2iin.  Deze onbekende stoffen noemde hij hies. Tegenwoordig
keént men een groot agntal groeistoffen. Voor de gistgroel zijn be-
langrijk : biotine, pantotheenzuur, thiamine, riboflavine, nicotine-
Zuur en para—aminchenzoézuyur,

Gisten zijn in staat esn vonrraad grocistoffen a2an te leggen. Na
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overenten in een medium  dat alleen anprganische rzouten en een kool-~
stofbron hevar, kunnen de gisten zich vermenigvuldigen dank zij hun
voorvaad groeistoffen, Wil men de noodzaak van grocistoftoevoaging
aantonen, dan moet tijdens de proef enkele malen overgeént worden in
een vers madium, In dit geval kan worden aangeuomen dat de voorraad
verbruikt is en dat groeistoffen, die eventusel bij de eerste enting
meepckomen zijn, voldoende verdumd zljn, Van de in de litevatuur ge-
noemde media is pgekoren het Miller-mediwm (110), omdat voor ditv me-
dium de hoeveelheid sporc—clementen nauwkeurig is aangegeven. Cham=
pagnat (61) veprziet In spore=clementen door toevoegen van kraanwa-
ter.

In tabal 3 is de opbrenpgst zan drogeostof bij groai  op het Miller-
medium, hij verschillende concentraties gistextract, aangegeven. In-
dien geen gilstextract wordt toegevoepd, is toch groel mogelijk. De
groei is echter gering, zodat {bij 240 wmaal verdunnen) na deie over—
cntingen de kolf "leeppespoeld” iz, Uit de tabel blijkt  dat reeds
e&n zeer geringe ooncentratie — 0,002 % gistextract - voldoende is.
Teneinde bij het onderzoek bij hogere celeoncentraties groelstofli-
mitering te wvoorkeman, is pebruik gemaalt van sen 10 maal Thogere
concentratie, dus van 0.2 gr pistextract per liter cuwltuurvleelstof.
Daar de samenstelling wan het gistextract niet bhekend is, is nage-
gaan of toevoeging van vitaminen in bekende hoeveclheden goede re-
sultaten gaf, In tahel 4 is de ophrengst aan drogestof, bij groel op
het Miller—medium, met als groeistoftoevoeging  achtercenvolgens
biotine, vitaminen volgens Ter Karapetyen (143) (144) en gistextract
gegeven. Hieruit blijkt dat in alle gevallen dezelfde cindconcentra-
tie bereikt wordt., Bi} toevoeging van gistextract neemt echter de
opbrengst in her bapin sneller toe en dasrom werdient gistextract—

toevoeglng de voorkaur,

2.2.2, Toevecaging chemische schuimbestrijdingsmiddelen.

Bij de kweek van pisten 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 wuwitgangsmateriaal aanwezig
(bijv. de ligninen in de sulfietloog) en/of ze worden tijdens de
gisting gevormd. De gistgellen dragen bij tot de stabilisering van
de schuimlaag, daar ze zieh door fletatie ophopen in het schuim en
een soort "gerasmte"” vormen. De gist in de schuimlzag komt niet vol-
doende in contact met de voedingsoplossing en met de zuurstof, ter-
wijl de pevormde warmie slechts ten dele afgeveerd kan worden, waar—
door de temperatuur in de achuimlasg oploopt. Deze gist is  slecht
van kwzliteit en neemt niet meer aan het groeciproces decl, =zodat de
opbrengst laag is.

Bij cultiveren van de gist in schudkolven treedt dit verschijnsel
heel sterk op, terwijl bovendien de schuimlaag zich bevindt tussen
vlcelistof- en gasfase en zo da overdracht van zuurstof verhindert.
Er ontstaat een ana#robe toecstand en de groeisnelheid neemt sterk
af.

Bij het geroerde vat met keerschotren treedt flotatie eveneens sterk
op. De gist (146) wordt boven de schuimlaag afgezet tegen de wanden
van het vat. De schuimlazg bevindt zich als een practisch immo-—
biele laag %hoven op de vliceilstof. Hierbij dient vermeld te woxden,
dat bij dit type de schuimhoeveelheid met d¢ tijd toenecmt, zodat
tenslotte het vat overschuimt. Daar bij dit type de lucht onder in
het vat wordt ingebracht, heeft de schuimleag geen invloced op de
zuurstofoverdracht.

Voor fermentatoren van het '"Vortex" type {(en ook voor gemodificeerde
"Vortex" syscemen als de Waldhof fermentor), wordt gesteld, dat geen
sehuim eprreede, omdat door de Vortex werking het gevormde schuim
ogenblikkelijk verniatigd wordt. Chain (146) heeft bewezen, dat wel
depelijk een hoeveelheid schuim aanwezig is, doch dat een station—
aire toestand bereikt werdt, waarbij schuimafbrazk en schuimvorming
met elkaar in evenwicht zijn. Het schuim iz opgenomen in de vloei=
stof en vormt hiermede cen stabiel geheel. Het flotatie-effect is
waarschijnlijk gering of zelfs afweriz. Chain heeft aangetoond, mee
behulp van schuimbestrijdingsmiddelen, dat de sanwezigheid van dit
schuim in de vloeistof de vitwisseling van zuurstof sterk belemmert.

Mechanische schuimbestrijding ~ schuimbrekers, afzuigen via "Disen”,
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uwitrasone trillingen eto. — mijn tot nu tec geen sucees gebleken., In
de praktiik worden chemische bestrijdingsmiddelen - antifuam agents,
in de gistfabricage wel '"gistingsver” genoemd - toepevoepd.

Bij de kweek van glasten op koolwaterstoffen doen zich genoemde ver-
schijngelen in versterkte mate voor. De schulmvorming is  sterker,
omdat  de beluehting krachtiger meet zijn. De luchr — behoefte is
groter, daar het neallkaanmolecuul geen zuurstof bevat {147 (148}
en omdat de agitatic in  wverband met de emulslievorming  krachtiper
moet zijn., DNe fioratieneiging is sterker, omdat het soortelijk  ge-
wicht van het  glst/alkaan-complex  lapger 1z dan het soortelijk  ge-
wicht van de pist.

Robinzop (145) peeft een theoretische beschouwing over do elsen te
stellen san schuimbesrtrijdingsmiddelen, terwijl Caden (150}, in con
bijzonder goed overzicht, niet alleea de schuimbestrijding, dech ook
de gchuimvorming nagaat. Een oversicht van de verschillende 1n de
hande? zijnde schuimbestrijdingsmiddelen - fabrikaat, chemische sa-
mensteliing — wordt pegeven doeor Goldsetmidt {!1513. Ghosh (132}
declt ze in — op basis van olle, vetrzuren, siliconen etc. - en grat
voor verschillende stoffen het schuimbrekend vermogen na.

Corman (133) voud, dat bij reevoeping van 200 p.p.m. aan sulfictop-
lossing de zuurstofoverdracht  {0.A.R.-oxygen absorption rate, mal./
liter uur) terugviel tot 12 %, terwijl Deindeerfer (134) (30 p.p.m.
opgenomen in 1000 p.p.n. Carrvier’ in een fermentatiemedium een ver-
mindering tot 50 % constatecrde. Deindorfer wecnde, dat deoor de
schulmbestri jdinpsmiddelen  de filmweerstand  toenam  als pevelg van
adsorptie aan het oppervlak van de luchthellan. Nu Ls het vrij on-
aanunemelijk, dat in een 2o complen medium een dergelijke kleine
toevoeging {p.p.m.} ilun staat is door adsorptie de weerstand veel te
wijzigen. Aiba {155) - die met een zecp, natrium laurylsulfaat, in
cen 1 7 Nacl oplossing werkie — vond bl) toavoeging van 00 p.p.m.
een daling van de muurstofovardrachtscoffficidinr tor 25 %, Hij kwam
tot de conclusie, dat de zeep een soort kalmerende invleed had op
de osciliaties en anderc gecouplicearde bewcgingen van het belop-
pervlak. Corman, Deindoerfer en Alba werkten echter met niet-schui-

mende viceistoffen,
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Eij 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 zvurstofoverdracht.
Welk effect in een bepaald geval doorslaggevend is, is zonder meaer
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 0.A.R. (tot 50 %) door toevoeging van
schuimbestrijdingsmiddelen. Chain (146) wvond biji “Vortex" aeratie
(schuimende vloeistof), dat de 0.A,R., na toevoeging, met cen factor

10 toenam.

In tabel 5 is de groel met en zoander Antifoam-C (Dow Corning) weerw
gegeven. Duidelijk blijkt, bij afwezigheid van Antifoam, dat de gist
zich na zekere tijd gaat ophopen in de schuimlzag (teruglopen van
de gisteoncentratie}. De totale hoeveelheid gist - in vlieeistof en
in schuimlaag - is geringer dan bij toevoeging van Antifoam.

In de literatuur zijn weinig gegevens te vinden over de concentra-
tie van gistingsver. Dit is niet verwonderliik, in aoammerking geno-
men dat het vet naar behoefte (met behulp van sechuimdetectoren) ge-—
doseerd wordt. Bovendien lopen de in de prakeijk gebruikte voadings=
media sterk vitecn in schuimend vermeogen., Ballis (157) noemt een
concentratie wvan 1.5 7 betrvokken op de opbremgst  aan drege gist.
Reiff (137) geeft op 0.8 - 4 %, eveneens betrokken op de opbrengst
drogestof.  Champagnat (58) noemt 0.} gew. 7 betrokken op de water-
fase. Gaat men uit van 30 gr. gist (dropestof ) per liter en 2
(gew) T Antifoam (betrokken op de drogestof), dan Komt men tof ecn

toevoeging van maximaal 0.6 gr/liter

De invloed van Antifoam-( concentratie is nagegaan - tabel 6 -, In
schudkolven, bij een gistconcentratie van 3 gr  drogestof per liter,
iz 0,03 gr Antifoam=C per liter recds voldeende. Bij fermentatie;
vaten - hogere gistconcentratie, sterke beluchting - zal een hogere
Antifoam=C concentratie nodig 2ijn. 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 gistgroel.
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2.2.3., ¥oolwaterstoffen. Vlocibare paraffine als oplosmiddel vaor

n-alkanen.

Bi] de fermentatievaten, tosgepast Ln dit onderzoek, vindt de tempe-
ratuurregeling plaats door koeelspirvalen. De glaswand boven hat
vlioeistofniveau is op de omgevingstemperatuur, 207 ¢. Door opspat—
tea zal zich regelmatig n—allkaan afzetten tegen de glaswand boven
het vlgeistofniveau., Deze nr~alkaan druppels zullen echter na Lkorte
tijd weer terugvallen in de vieeistof, Bij teepassen van n~heptade-
caan (ameltpunt + 229 ) en n-octedecaan (smeltpunt + 28% ¢) zal het
opgespette n-alkzan kristalliscren tegen het gencoemde desl van de
cylinderwand en dus hlijvend onttrokken ziin aan de vleeistof. Daar—
o moeten deze n—alkanen opgenoman worden in een oplesmiddel. n-No-
nadecazn en hogere n—alkanen zijn vast ki) de toagepaste Fermeuta
tie—temperatuur (309 Y. ok voor deze u=-alkancn geldt dus, dat  ze
opgenomen moeten worden in cen oplosmiddet  (bij dic onderzoek is
niet gewerkt met n-alkanen in vaste toestand). Het oplosmiddel mag
niat roxisch en niet vliuchiipg zijn. Bovendien mag het oplosmiddel
niet geschikt wijn als koolstof- en energiebron. Miller (110) (138}
gebruikt als oplosmidde! het 2, 6, 10, 14— tetramethylpentaderaan
(pristane).
De volgende oploswiddelen werden op hun bruikbaarheid onderzocht -
tabel 7 -

pristane

vloeibare paraffine, lichte fractie, s.g. 0.830 - 0,870

vlgeibare paraffine, zware fractie, s.g. 0.865 - 0.890
De onderzochte oplosmiddelen waren niet-toxisch en niet-vIuchtig. Op
pristane en op vlecibare paraffine, lichte fractie, was enige groel
merkbaar. Op vlceibare paraffine, zware fractie, werd geen groei
geconstateerd. Bij toepassen van n-alkanen in combinatie met de ge-
noemde apleosmiddelen zijn geen aanwiizingen gevenden veor het eptre-
den van co—axydatie.
Als oplosmiddel - in het vervolg te noemen inerte olie - [s  daarom
toegepast vloeibare paraffine, zware fractie sa.g. 0.865 - 0.8%0,

merk B.D.H, (Voor het gehele onderzoek s pebruik gemaakc van een
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bepaalde batch, s.g. 0.883, zodat de samenstelling steeds dezelfde
was) .

Tenginde de groei van Candida lipolytica op de verschillende n-alka-

nen te kunnen vergelijken, moeten de omstandigheden dezelfde zijn.
Dazrem zijn de bij dit onderzoek toegepaste zlkanen (n-hendecaan tot

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

2.3, Mectmetrhoden.

2.3.1, Bepaling van de pistconcentratie.

Het aantal methodan om de concentratie van micro-organismen in een
culryyurvlesistof te bepalen, is zZeer groot (159) (160Y (161), Ze
worden onderscheiden in methoden ter bepaling van het aantal levende
micro-organismen (kiemgetal) en mcthoden ter bepsling van de op-
brengst aan celmateriaal (totaslbepaling). Bij de totzalbepaling
wordt geen onderscheid gemaakt tussen levende en dode cellen. Er
zijn echter methoden bekend om hat percentage dode cellen in een
cultuurviceistof te bepalen (162) (183) (164).
De bepaling wvan het kiemgetzl berust op kweken op voedingshodems
(petri-schelen, rolbuis). Metheden, gebaseerd op de  teotaalbepaling
zijo o.a.: drogestof, ook bepaling stikstof, aminozuren, enzymen,
microscopische telling (hemacyrometer),
troebeling (139) (165) (i68).
wiscostteil wvan de suspensie (161).
gewicht natte koek, via filtreren of centrifugeren (141},
soartelijk pewicht wan de suspensie (167) (168).
zedimenchoopgte in hematokriethuizen (169).
sedimentvolume (87) (121) (128) (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 cellea niet zijnm te

acheiden.
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drogestof - maakt geen ounderscheld tussen protoplasma en
de  ressrvestoffen wvan de cel, De coubinatia
drogestof/stikstofgehalte heeft als bezwaar,
dat de verschillende stadia van activiteit van
het protoplasma niet tot uiting komen,

rroeheling - ia niet alleen afhankelijk van het aantal, marr
tevens van de grootteverdeling. Toepassing bi]
aonwezigheid van koolwaterstoffen is onjuist,
omdat de koolwaterstofdruppels bijdragen tot de
troebeling. Zijn witsluitend verteerbare kool=
waterstoffen sanwezig, dan kan de methode toe-
gepast worden als de koolwaterstoffen verbruikt
zijn. FEen voorafpmande bewerking - behandelen
met oppervlakactieve staf, centrifugeren, was-
gen, centrifugeren, suspenderen - is vanwege
conglomeraatvorming valstrekt af te wijzen.

sedimenthoogte - is afhankelijk vapn de osmotische deok en van de

varm van de cal.

Fr worden echter ook methoden toegepast dic met het metabolisme van
de cel samenhangen ; kooldicxyde-ontwikkeling, zuuratofeonsumptie,
nitraat— of sulfaatreductic, zuurverming, methyleenblauyreductic
enz, beze methoden zijn tot nu toe meer =ls aanwijzing vaeor de cel-
activitelt dan als maat voor de  celopbrenpst  gebruikt. De reden
hiervan is dat het verband tussen de celheeveslheid en de penvemde
grootheden niet 88nduidip is. S&htngen (171) pebruikte de COp-produke
tic als maat voor de oxydatiesnelheid vapn petroleum. Ulliann 3
vond dat de COa-produoktie evenradig was met de gistconcentratie.
Zowel de Dymopneming als de C0j-afgifte hangen sterk af van de aan-
werigheid van assimileerbaar substraat,

Indien men zich de beperkingen bewust is, dan ix het gebruik van de
genoemde grootheden als maat voor de cencantratic van de micro—orga-
nismen,zeer aantrekkelijk, De meeste proatheden COz-ontwikkeling,
Ny-censumptie, zuurvorming, =ijn continu meetbaar zodat continure-

gistratie van de pistconcentrarie mopelijk 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 hoaveelheid drogestof.

De drogestofhepaling werd als velgt uitgevesrd ¢ 40 ml van de cul-
tuurvlogistef werd geschud met 40 ml van een 1 % Teepoloplossing en
gecentrifugeerd. De afgeschaiden olie werd, onder de microsceop, on-
derzocht op gisteellen. Het sediment werd tweemaal gewassen met de
I % Teepoloplossing en tweemaal met gedestilleerd water. Vervolgens
werd hat sediment ondsr vacuum gedroogd hij 60° C en nagedroogd bij

1059 C tot constant gewicht,

2.3.1.2. BRepaling drogestof m.b.v. sedimenthoogte.

Neast de drogestofbepaling bestond behveftas san een snelle methode.
De bepaling van de sedimenthoogte, een nauwkeuriger uitvoering van
de sedimentvolumebepaling, is geschike ale snelle methods.

De voor dit onderzogk gemodificeerde hematokrietbuis had een groot
reserveir, inhoud ca. 10 ml. Hierdoor was het mogelijk kij lage
glscconcentraties toch een grote nauwkeurigheid te bereiken. Het ca—
pillair had een lengte van § cm. {onderverdeeld in B0 schazldelenden
een diameter van | mm.

De bepaling werd aldus uitgevoerd., Het monster werd verdund met 1 %
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 hematokrietbuls gebracht en pgecentrifugeerd
gedurende 10 minuten (inclusief zanlopen, exclusief uitlepcn wvan de
cencrifuge). Toerental 3000 oms/min., relaticve ecentpifugaslvergnel-
ling aan begin capillair =+ 500 g., aan eind capillair + 1500 g.
De sedimenthoogte is afhankelijk wvan de vorm van de cel. Voor elke
soart werd daarom een ijkkromme opgesteld. In fig. | is de ijkkromme

van Candida tropiecalis C.B.5. 94 gegeven. Ten gevolge van gewlijzigde

omztandigheden of door mutetie kan de vorm van de cellen veranderen.

Gédurende het onderzeoek werden dasrom de ijkkrommen regelmatig ge-
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contraleerd. Wijziging van de jjkkrommen tijdens het onderzoek is
niet noodzakelijk gebleken. De verschillen russen de controles waren

gering en vielen binpen de meetfouten.

2.3.1.3. Bepaling drogestof door titratie.

Tn ket algemeen ontstaat bij groel wvan gisten vp koolwaterstoffen
celmaterizal, €Oy en Hy0. Andere aindprodukten zijn waliswaar aan-
zatoond, maar deze hoeveclheden zijn witerst gering. (Hierbi] wordt
afgezien van die gevallen, waarbij de gistcellen door speciale maat-
roegelen andere produkten gaan vormen). Door de assimilatie van het
ammonium-ien wordt eem corresponderende hoeveelheid watersteofionen
vrijgemaake. De hoeveelheid loog die wordt toegevoegd, owm de pH op
constante waarde te houden iz dus een waat voor de grocl van de
gist. De hoeveelheid loog zal varigren met NHy,-zout, met n-alkaan,
met mioro-oarganisme en met de omstandigheden. et toepassen van deze
methode 1s Jdus aan beperkingen onderhevig.

Tn fig. 2 15 het verhand weergepeven tusscen de Locgevoerde hoeveel-
heid loog en de gevormde hoeveelheid dropestof. Do grafiek gelde
voor (andida lipolytica C.B.8. 599, pegroeld op het gemodiliceerde
Millor-medivm  en op n—hexadecaan als koolstofbron bij cen  tempera-
tuur van 0% ¢ en een pll van 4.0, BElk meetpunt is verkregen door een
ladingsgewijze proef (in fermeatatievat) in sen willekeurig stadium
van de verpgisting af te breken en de drogcstofconuantratic te he-
palen. Voor elke combinatie gistsoort/n—alkaan werd cen  ijkprafick
oppesteld. Uit de grafiek blijke, dat de hoeveelheid drogestof ge-
vormd recht evanredig is wet de hoeveelheid loog tospevoerd. e

evenredigheidsconstante 1is afhankelijk van de gencemde condities.

2.3.1.4. Dc cconemische coBfficiént.

fOnder de economische codfficifnt (e.c.) wordt verstaan de pevormde
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gevichtsheeveelheid drogestof per verbruikte gewichtseenheid kool-
stofsubstraat, dus

kg drogestof gevormd
kg Lkoplstofsubstraat verbruikt

€.8. =

Op dezelfde wijze kan men de gevormde hoeveelheid eiwit of de ge-
vormde hoeveclheid vet betrekken op de verbyuikte hosveelheid kool-
stofsubstraat. Men spreekt dan van eiwitcoffficiént resp. vetcoBffji-
ci&nt. In de Angelsaksische literatuur wordt in plaats van de hena-
ming economische coffficiint de benaming "yietd" (y) gebruikrt.

Bij de groei van gist op glucose wordt een economische coBffi-
cidnt van ongeveer 0.5 bereikt, temwijl in dit geval theeoretisch cen
waarde van ongeveer 0.6 mogelijk is

Daar de n-alkanen geen zuurstof bevattenm., is te verwachten dat de
economische coéffici¥nt Bij groei van gilaten op koolwatarstoffen
groter ig dan bij groei op koolhydraten. Darlington (147}, bij zijn
berekening van de zuurstofbehoefte, past zelfs een economische codffi-
clént van 1.5 toe,

In fig. 3 is het verband wecrgegeven tussen de hosveelheid loog toe-—
gevoerd en de hoeveelheid n-alkaan verbruikt, voor de meetpunten van
fig. 2. 1In tabel 8 zijn slle waarden opgeunomen, alsmede de waarden
van de econcmische coffficilng, Hoewel de spreiding in de waarden
van de economische colfficidne groot is, blijkt uit de metingen dat
gedurende een ladingsgewijze proef de economische codfficifint con-

stant is.

2,3.1.5. Bepaling van de groeikromme.

Bij elke ladingsgewijze proef werden bepaald : de totale hoeveelheid
drogestof pevormd (volgens 2.3.1.1.), de tirratie gurve en de sadi-
menthoogten op enkele tijdscippen. Uit de totale heeveelheid droge
stof gevornd 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 omgewerkte sediment-

hoogten dienden als controle.
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2.3.2. Bepaling van de alkaan-concentrarie en van de alkaan-belas-

ting.

Normaal-alkanen =zijn weinig ceactief, Chemische bepalingsmethoden
komen niet in aanmerking. In verband met de beschikbare mectappava-
tuur warden als [ysische methoden alleen de refractometrische en de
gaschromatografische methode toegepast.

Bij het onderzoek =ijn de n-alkanen opgenomen in de inerte olle of
in de gasolie. D¢ refractometrische hepaling is alleen mogeiijk bij
zeer eenvoudige systemen. Ilet is tevens noodzakelijl, dat de olie
afgeschaiden wordt. De methode kan worden tocgepast indien grote
monélers ter beschikking staan. Voeor 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 onnauvkeurigheld van de moleculalrpewichtbepaling,
afperian.

Haet iz onmopgalijk 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 menghbaar, oplosmiddel. Daar de monsters bij de ladings-
gewijze proeven in het algemeen klein =zijn, 1is veor de gaschromati-

sche bepaling de oliefase stesds opgencmen 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 | T Teepol-oplossing en gecentrifugeerd. De afge-
scheiden olie werd onderzocht met behulp van een Abbe-refracrometer.
De Teepol-hehandeling bleek geen invloed te hebben op de brekings—

index.
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2.3.2.2, faschromatografische bepaling.

Langs gaschromatografische wep 1is het mogelijk de gewichtspercenta=-

ges van de componenten in ean mengsel te hepalen. Er geldr (172)

Aj/04
Wy = — e
zZ Ak/Uk_
waarin W = gewichtspercentage
A w  piekoppervlak
0 = sgpecifiek piekoppervlak

i, k = aanduiding componenten.
De szommering 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 eike component hekend ia, ter—
wijl tevens alle componenten viuchtig dienen te zijn. Daar in het
algemeen aan &&n van beide eisen niet zal zijn voldaan, iz de for-
mule slechts zeer beperkt toapasbaar.

Voor twee componenten in een mengsel van meerdere componenten geldt

—_r

Wi As05

Indien nu het gewichtspercentage van £8n der compomenten bekend is,
15 het gewichtspercentage van de tweede compenent te berckenen, aan—
genomen, dat Qi en Oj bekend zijn. De component waarvan het ge-—
wichtapercentage bekend moet zijn, dient aan het monster te worden
toegevoegd en worde “iInwendige standaard" gencemd. fen bijkomend
voordeel is, dat de concentratie van de stendasard zo poed mogelijk
gelijk gemaakt kan worden asn de te verwachten concentratie van de
te bepalen component. Afwijkingen ten gevolge van niet-lineariteit
van de detektor kunnen aldus gedlimineerd worden. Bij de bepaling
van meerdere componenten kan het soms nuttig zijn voor elke compo-
nent g¢en aparte inwendige standaard" toe te voegen. Nit is het ge-
val als er grote verschillen zijn in concentratie en als de compor
nenten ver uiteen liggen.

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

voldoen. De inwendige standaard werd opgenomen in her oplosmiddel .
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2.3.2.0%, Apparatuur.

Voor her paschromatografisch onderzoek werd gehruik gemaskt van  oon

T en M-paschromatograaf en van een Becker-paschromatopraaf .

Gegevens F oen M -gaschromatosraal model 500.

kolom : 2 meter, 4 wm. § iowendig, vulling apiezon 10 % op gasT
chrom 60/80 mesh, vulgewicht $.4 pram.

drager pas @ helium, overdruk aan  ingang 1.3 atm., snelheld {uit
luchtpiek) 0.05 m/scc.

instelling : temperatuur, brugstroom en gevoeligheid afhankelijk van
de te bepalen componenten.

Gegevens Becker-gaschromatograal type 1433 VTH.

kolom © 4 merer, 4 mn. § inwendig, vulling apiezon 10% op gas-
chrom A0/80 mesh, vulgewicht 16.0 gram.

drager pas @ waterstof, ovexdruk aau ingang 2 atm., snelheid {uit
luchtpiek) 0.10 em/sec.

inste!ling @ brugstroom 250 mA, temperatuur en gevoeiipheld aflianke-

1ijk van de te bepalen component.

2,3.2.4. Gaschromatografische bepaling bij enkelvoudig systeenm.

Als inwendige standaard werd een n-alkaan gekozen mat § of Z C-atow
men weer of minder dan de  te meten component. Voor elke n-alkaan
combinatie werd de verhouding der specifiek oppervlakken door fiken
vastgeateld. In tabel 9 =ijn ankele resultaten weergegeven.

Bij de paschromatografische bepaling wordt de hosveelheid n-alkaan,
aanwezlig in her fermentatievat, bepaald. Aan de monsteyname dient de
nodige azndacht te worden bestesd. Bi] mopstername mat de injectie~
gpuit bhleek de olie, ten gevelpe van ontmenglng, grovendecls in de
spuit achter te blijven. Het was noodzakelijk de extractie in de
spuit te doen plaatsvinden. De procedure was als velgt : injectlie=
gpuit wepen, monster nemen (grootte van het monster ongeveer G&n-
vicrde van de inhoud van de spuit), wegen, extractievleeistof lo-

trekken (hoeveeslheid ongeveer &8nvierde van de inhoud van de spuit),
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wegan. Gewichten van monster en extractievlceistof zijn nu bekend.
De extractieviosistef bevat de inwendige standsard iIn bekende con—
centratie. De extractie moet met de nodige voorzichtigheid worden
uitgevoerd. Bij sterk schudden vormt =zich namelijk een bijzonder
stabiele emulsie,

In tabel 10 =zijn enkele resultaten van monstername en extractie op-
genomen, De concentratie bepazld vig monstername en extractie val-
doet binnen 5 % aan de werkelijke waarde.

Indien meerdere n—alkanen waren opgelost in de paraffine-olie, werd
in het algemesn ook van meerderc inwendige standaarden gebruik ge-
magkt. De procedure week in dit geval echter niet af van die bij

aanwezigheid van slechts #8n n-—alkaan.

2.3.2.5. Caschrematografische bepaling bij gasolie.

Bij de lwantitatieve bepaling van n-alkaren 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 wvan de inerte oliefase -
moet in het beschouwde pebied dus vlak zijn. Aen dere voorwaarde is
voldaan bij vloeibare paraffine, Bij de bepaling van de n-alkaan
concentratie in gasolie is aan dexe voorwaarde echter niet wvoldaan.
Tn de inerte oliefasc van deze gasolie komen een groot aantal stof-
fen voor met retentietijden van dezelfde orde van prootte als van de
n-alkanen. De basislijm is =zeer grillix van vorm - fig. 4 AOm de
n-alkaanconcentratie te bepalen moet het chromatogram van de in-
erte oliefase - de basislijn - afgetrokken worden wvan het chro-
matogram van de gasolie. De bepaling vraagt dus tweemaal inspuiten,
nl. inspuiten wvan gen hoeveelheid van de gaselie en imspuiten van
cen overeenkomstige hoevealheid van de inerte oliefpse. Ny is echter
inspuiten van overeenkomstige lioeveelheden practisch uitgesloten,
Eij hoevealheden in de orde van grootte vanenkele pl worden grote
fouten gemaakt .

Schenck (173) heefr aangetoond, dat het mogelijk is de concentraties
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van de  n-alkanen te bepalen bi)] &8nmaliz iuspulten. Hat monster
wordt gaschromatografisch gedetecceerd, door ceon noleculairzest
geleid, waarbi] de n-alkanen wegpenomen worden en opnieuw gedetsc-
teerd. De methode vrasgt sen tweetal identieke derectiesystemen. Te-
vans is een onderzoek naar het al of niet volledip wegnemen van de
n—alkanen door de moleculaire zeef noodzakelijk.

Toepassing vraagt dus een zeer ulitgebreid vooronderzoek. Daarem is
van de methode afgezien. Voor de fout ten gevolge van het inspuiten
werd pecorrigserd door de inerte fase een aantal malen in te spulten
¢n hierwvit dat chromatogram te kieren, dat zo poed mogelijk aan-
zloot.

De toegopaste gasolie bevatte de n-alkanen van n=decaan tot  n-doco-
span.  Voor een poede bepaling moeten meerdere inwendige standaarden
warden toegevocgd. Nt nu is bij pasolie onmepelijk. De grillige
vorm van de basislijn maakt tocvoeging van meerdere inwendige stan—
daarden zinloos. De bepaling is uitgevoerd met slechts #&n inwendige
standaard. Tussen de picken van n-octadecaan ¢n n-nonadecaan 15 de
basislijn betrekkelijk vlak. fig. 5. De gekozen inwendige standaard-
methyl palmitaat - heeft een retentietijd tussen die van de genoem-

de p—alkanen, [1g. 4% en &-
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3. ONTWERP EN BESCHRINVING VAN DE APPARATUUR

Het inleidende onderzoek - hruikbaarhsid media, toe te passen micro-
organismen, invlced gistextract enz, - werd uvitgevoerd in schudkol-
ven. Voor het eigenlijke onderzoek werd gebruik gemaskt van fermen=
tatievaten.

De schudkelf = 300 ml. crlemmeyer — was voorzien van eeh keerschot.
Dit glazen keerschoet, lengte &0 mm., breedre 12 mm., was aan de bo-
dem vastgesmolten. De afdichting van de schudkolf bestond uit drie
lagen verbandgaas, fig. 7.

lec fermentatievat, inheud 1200 ce., bestond uit een glazen eylinder
en roestvrijstalen bodem en deksel. Het vat was veorszien van een
dubbele turbinercerder. De luchttoevoer wvond 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 rondbodemkelven. De kolven =zijn afgesloten met een
wattenprop en voldoen goed veor anagrebe cultures. Voor agrobe
cultures zijn ze vaak minder geschikt. De =ruurstofoverdracht is
tamelijk slecht. Dit is enerzijds het gevolg van een gering uit-
wisselend opperviak, anderzijds het gevolg van de weerstand van de
wattenprop. Ter verbetering van de werking van schudkolven heeft men
inkepingen en keerschorven sangebracht (146) (153) (174}, Zo bewees
bale (174), dat bij acht inkepingen de zuurstofopname 0.2 mMel/liter
min. bedroeg, bij 30 inkepingen onder overigens gelijke omstandighe-
den 5.3 mMol/liter min, Gaden (175) hecft sangetoond, dat &&n keer~
schot voldoende is. De verbatering door toepassen van mecrdere keer-
schotten is miniem. Falch (176) heeft een wegwerpbare schudkolf, een
kunststoftetrieder, ontworpen. Door de vorm wordt de zuurstefover—
dracht verbeterd,

Corman (153) vond voor een schudkolf met 72 inkepinpen, dat de zuur-
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stofopname |.6 uMol/liter min. bedroeg met watfenprop en 5.1 mMol/
liter min. zonder wattenprop. Schultz (177) heeft de zuurstofover—
dracht nagegaan als functie van het stoppewicht ven de wattenprop.
7owel de invloed van cen kesrschot als de invloed van de kolfafdich-
ting is nagegaan - tabel 11. Uit de metingen blijke, dat de invloed
van het keerschor bijzonder groot is. Zonder keerschot is de groel
zeer gering., De wijze van afdichten heeft geen inviged op de groei.
Het keerschot beverdert zowel de zuurstofeverdracht als de emulaie—
vorming.

Gehudkolven met' ingelast keerechot zijn zeer kwetsbaar. Hec aanbren—
gen van twee inkepingen hleek slechts een gering effect te hebben.
In het algemeen past men 8 tot 70 inkepingen toe. Dit i1s, mede met
het cog op het schoonmaken van de kolven, niet aantrekkelijk. Bij
het onderzoek iz daarom gebruik gemaakt van schudkolven met ingelast
keerschot. Als afdichring werd toegepast drie lagen verbandgaszs .
De sehudmachine, roterende beweging, werd steeds ingesteld op 140

slagen per minuut, de amplitude bedroeg 4.2 cm.

3.2. Het fermentatievat.

Het fermentatievat 16 schematisch weergepeven in fig. 9. De diame-
tar van het vat bedroeg 8.6 cm., de hoogte + 20 cm. en de inhoud +
1200 em 2. De cylinderwand was van glas, de deksel eon hodem  van
roestvrijstazl. 1ilet vat was voorzien van vier keerschotten. De
breedte der keerschotren was 0.85 cm. [n het vat was een dubbele
turbineroerder aangebracht. Elke turbinercerder, diameter 4.3 cm.,
was voormien vam aeht hladen. Elk blad had een lengte van 1.1 em.
en ean hoogte van 0.85 cm. Keerschotten, turbineroerder en as werden
uitpgevoerd in roestvrijstaal.

Oorspronkelijk was het vat uvitgeveerd met &&n turbineroerder. Gn-
danks de toeveeping van een chemisch schuimbestrijdingsmiddel vorm=—
de zich bij hogere pistconcentratias een stabiale schuimlaag. Eep
tweede turbinerverder ward daarem, als mechanische schuimbreker, ge-

monteerd.
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3.3, De ppstelling.

De prinmcipeschema’s wvan de gebruikte opstelling zijn weergegeven in

fig. 9.

3.3.1. pH regeling.

Voor de pH-regeling werd gebruilk gemaakt van een Radiometer titrator
TTIT 1. Als pH-electrode werd een gecombineerde Radiometer —electrode
G¥ 2021 C toegepast. De loog (100 gr, "H,OH per liter, * 2.875 M)

werd toegevoegd via een, deoor de  pH-meter bediende, magneetkiep.

3.3.2. Temperatuurrepeling.

Teneinde de temperatuur congtant te houden, was in het fermentatie=
vat een koelgpiraal cpgenomen. De koelspirasl was verbonden met een
thermostaatbad, geregeld door een in het fermentatievat aangebrachte

contacithermeometer.

3.3.3. Zuurstofregeling.

Naar de ademhalingsenzymen opgencmen zijn in hee waterige protoplas—
wa, kunnen micro—erganismen alleen opgelost zuurstof gebruiken.
Zuurstof iz tamelijk slecht oplosbaar in water. Bij 20% ¢ last inm
gedestilleerd water, in evenwicht mer lucht, slechts §.2 10-3 kg/m?
op. Voor lape waarden van de concentratie van de opgeloste zuurstof
is de greei afhankelijk van deze concentratie. Damaschke {179) heeft
de invloed wvan de concentratie van de opgeloste zuurstef op de
ademhaling van gist nagegaan. Bij sen concentratie vanm 3 1074 kg/m?
wordt de ademhaling (witgedrukt als het gewicht zuurstof dat per vo-
lume-eerheid en per tijds-eenheid geconsumeerd wordt door een | I
glatsuspensie) afhankelijk van de concentratie. Beneden een concen—
tratie van 2 107° kg/m® is de afnare van de ademhaling recht evenre-

dipg met de concentratic. De zuurstoflimitering vanzt dus aan bij +
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1/2% van de verzadiglingsconcentratic, Winzler (180} gebruikc als
maat e partieel spanning van de opgeloste zuurstof, Uit zijin metin-
gen blijke, dar bij ecen partieel spanning van 6 mm. Hp de ademhaling
afhankelijk wordt vapn de partiee! spanning. Daar de partieel span-
ning bi) verzadiging 160 mm. Hg bedraagt (de partieel spanning van
de ruurstof in de lucht) vangt de guurstoflimitering aan bij + 1/25
van de particel spanning i verzadiging.

De oplosbaarheid van zuurstef wordt beInvlieoed deoor de concentratie
van de opgeloste zouten. Daar echrer de concentratic van opgeloste
zouten gedurende een proef slechts weinig verandert (zouten zijn in
overmaat aanwezig), is de partieel spsnning van de opgeloste muur-
atof een bruikbare maat.

In het vooronderzosk werd gebruik pemaakt van regeling  van de opge-
loste zouurstofl volgens Siegel - zie fig. 9. Als muurstofvoeler werd
gebruike een "Clark" electryods. De electrode (fabr. Beckman) was
verbonden met een Reckman pH meter model 76 / oxygen  adaptor combi-
patie. Met de electrode werd de partiéel spanning van de opgeloste
muyrstof gemeten. Bij daling van de partidel spanning van de opge-
loste zuurstof beneden de ingestelde waarde, werd door toevoeging
van zuurstof aan de lucht de zuurstof/stikstof verhouding gewiiuipd.
Do siepal suursrofrepelinp werd ingesteld op 10 mm. Hg partifel
spamniug, hetgeen, gezien de resultaten  van Damaschke en Winzler,
voldoende was. Bij cen gasbelasting van |1 10=6 mafS {1 val./vol.
min, zoals in de industrie gebruikelijk) bleek dat de¢ regeling over-
bodig was, Suppletie van zuurstof vond niet plaats. Tenelnde dic te
verifiBren, werd de inviced van de luchtbelasting in continu culture
nagegaan, L[n tabel 12 zljn de resultaten gegeven. Zelfs bij een
luchrbelasting van 3.7 10=% m3/s (droge stefconceatratie 14,5 kg/m?,
tocrental 33.2/s) was de partidel spannipg van de zuurstof nog 3%
mm. Hp, ver hoven de kritische waardﬁ/ De regeling is daarom pehesl
buiten werking gesteld. Alle proeaven zijn ultgevoerd met een luche-
belasting van 11 10~8 w?/s, PRij deze luchtbelasting zal, zelfs bij
veeal lagere toerentallen, peen zuursteflimitering optreden.

De luchttoevoer vond plasts via eeén uitstroomopening onder de vnder=

zte turbincroerder.
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3.3.4. Opvangen van verdampt n-alkaan.

Van de toegepaste n-alkanen zijn n-hendecaan en n-dodecaan enigzins
vluchtig. Bij ladingegewiize proeven verdwecn cen deel van het n—al—
kaan deor verdamping. Bij de bepaling wvan het np=alkaan verbruik
moest voor de verdamping gecorrigeerd worden, Daartoe weerd het uit-
stromende gas geleid door een tweetal glazen koelbuizen, De koelbui-
Zen waren in cen koelbak, temperatuur -40° C, ondergehracht. De eer—
ste koelbuis had een grote diameter - 2.5 e¢m, - om dichtgroeien met
ijskristallen te voorkomen., Na afloop van de ladingagewijze proecf
werd de hoeveelheid alkase in beide koelbuizen gaschromstoprafisch

bepaald.

3.3.3. Opstelling bij toevoer van gasvormig n-alkaan.

Bij enkele preoeven werd het n—alkesan niet in viceibare, doch in gas—
vormige toestand toegevoerd. Het gasvormige n-alkaan (gasvormig n—
hendecaan, n-dodecaan) werd meegegeven asn hat beluchtingsgas., Ten=
einde condensatie te voorkomen, moest het beluchtingsgas onverzadigd
zijn met n-alkaan, Dit werd bereikt door het beluchtingsgas te lei-
den deor het viceibare n-alkaan (in wasfles A - fig, B) Dbij een
temperatunr van 40 & 60° ¢ en vervolgens te koelen (koeler E, 20°C).
Het gas was dan, bij 20" C, wverzadigd mer n-alkaan. Im afscheider
C werd eventueel vleeibasr n-alkaan afgescheiden en vervolgens werd
in een warmte-wisselaar D het gas opgewarmd tot de fermentstie reme

peratuur,

3.4, Condities.

fezien het grote aantal varisbelen werden een aanral condities bij
alle proeven constant gehowden. Deze condiries werden gekozen aan de

hand van hetgeen over Candida lipelytica wit de literatuur bDekend

is, Er is dus geen onderzoeck verricht naar optimale omstandigheden,
Het iz zeer goed mogelijk, dat de, gekozen wazrden niet-optimale ome

standigheden voorstelien.
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Deze condities waren als volgt
temperatuur 307 ©.
ph 4.0
(bij sechudkolf geen pH regeling)
Lucht toevoer 1 10-% @/s,

(bij schudkolfcultuur gaen gedwongen luchttocvoer. }



4. GROEI VAN MICRO-ORGANISMEN EN KINETIEK

4.1. Grocl van micro-organismen.

Ei} de greel van micro-organismen kan men zes pericden onderscheiden

- fig. 10 -

a2, de lgpperiode A-B, dit is de periode die verloopt voordat de ver-
meerdering van de micro-organismen begint. In deze pericde neemt
in het algemeen de massa wel toe, maar er treedt nog peen verme-
nigvuldiging van het santal cellen op.

b. de avergangsperiode B-C.

c. de exponenti¥le periode D, Dit iy de groelperiede wadrin
de logarithme van het aantal micro-erganismen of wan de massa
recht evenredig is met de tijd.

d. de overgangsperiode D-E,

¢, de stationnaire periode E-¥, gedurende welke periode het aantal
micre-organismen of de massa constant blijfc.

f. de afbraakpericde F=G waarin het mantal levende micro=organismen
afneemt.

Voor de groeil heeft een micro—orpanisme een groot aantal stoffen no-

dig = koolstof, stikstof, en andere elementen, soms proeistoffen,

zuurstof. Tenzij alle stoffen in overmaast zanwezig zijn, zal de con-
centratie van #&n van deze stoffen bepalend zijn voar de groei.

Uanneer men afziet van de lagperiode, kan de kromme beschreven wor—

dern door nzast de groei de afbraak van cellen in rekening te bren-

gen. Dec opname van de limiterende stof 1z een functie van het celop-
pervlak, de afbraak een functie van het celvolume.

Voor het onderZeoek xijn alleen de exponentidle periode C-D en de

overgangzperiode D-E ven belang. In deze perieden speelt in het al-

gemeen de afbraak nog geen rol van betekenis. De exponentiiile pe-
riada kan beschreven worden met
at

N =« N <]
o

waarin N het aantal micro—organismen per volume-eenheid op het
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rijdstip t.
N_ het aantsl micro—organismen per volume-eenheid op het
rijdstip £ = o.

n  constante = (lp 2) /v, met 1 de gemiddelde generatic-

tijd.
of met
at
F = F &
(&
waarin P concentratie droge stof  (micro-organismen) op het

tijdstip t.

P poncentratic droge  stof (micro—organismen) op het
tijdstip £t = o,

In de overgangsperiode D-LI wordl de groei heperkt. Do vermindering

van de groeisnmelheid kan het gevolg zijn van concentratielimitering,

van de vorming van toxische produkten of van anders limiteringen.

4.2, Kinetiek,

De assimilatie is een complex van cuZymatische reaclies. Do messte
enzym-pekatalyseerde reacties kunnen beschreven worden met de Mi-
chaslis-Menten vergelijking. licrblj wordt er vanuit gegaan, dat de

reactie verloopt via cen intermediair enzym-substraat complex, aldus

k] kg
enzym + substraat [  enZym~substraat -+ enzym + produk:
k?

Indien azngenomen wordb, dat de eerste reactile con evenwichtsreactic

ig, zodat ky << ky, kan worden afgeleid

*
v « | L%
* m
v = ———— met Km "= —
E +¢ K k1
m
. * . .
waarLn v eeacticanelhetd
b - - 2
Yo maximale reactiesnclheid
K Michaelis—constante
¥ concentratie van het nlet-gebonden substraat,



Voor de afleiding wordt verwszen naar de biochemische leerhoeken.

De Michaelis-Menten theorie is cen speciaal geval van de Briggs-Hal-
dane theorie, Bij deze laatsta theorie wordt er van uitgegaan, dat
de eerste rteactie geen evenwichtsreactie ic.

Indien v" = i v; dan is K, = €, met ander= woorden : K - de Michae-
lis-constante, is numeriek gelijk aan de substrastconcentratie waar-

bij de reactiesnelheid de helft is van de maximale reactiesnelheid,

Indien G =»» Km dan is v = Vi Do reactiesnclheid is onafhankelijle
van de substraatconcentratis - nulde orde reactie =.

. . * * . . .
Indien ¥ »» C, dan {5 v’ = v C/Km. De reactiesnelheid is evenre-

dig met de substraatconcentratie - sarste orde reactic -,
De vorm van de kromme 1z niet srg geschikt om na te gaan, of mest-=

punten voldoen zan de vergelijking, Men kan de vergelijking echter

omwerken,
*
" vm [ 1 Km 1 1
Uit vV = = volgt e rad _—
K +C v v C v
m m m

. * \
Een grafisk van /v tegen 1/C staat bekend als her Lineweaver—Burk
diagram. De grectheid v; kan bepaald worden wit het snijpunt van

de rechte met de ordenaat, Kh uit de helling van de rechta.

* * * *
" v C v v R

Uit vio= volgt ook — = B o __
K +C C K K

m m m

Een grafiek van v*re tegen v* heet een Badie-diagram. 1In dit geval
kan v; bepaald worden uit het sanijpunt van de rechte met de absels,
de waarde Km weer ult de helling van de rechte,

Bij de pMichaelis - Menten theorie wordr ultgegaan van een homogeen
systeem, Fysische limiteringen kunnen niet optreden, Opgelost sub—
strast en enzym zijn overal met elkaer in contact.

Bij een groeiende culture kunnen wel fysigche limiteringen optreden,
De Michaslis - Menten theorie mag daarom niet sonder mecr worden
toegepast. Bovendien heoft men bij cen grosiends culture niet te ma—
ken met een constante hoeveslheid enzym, maar met cen zich vermeer-

derenda hoeveelheid, In plaats van de veactiecsnelheid d0/dt of de
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arocisnelheid dP/de dient de stofstroom per gewichtseenheld miero-
erganisnen ¢*= 1/P dc/de of de proeismelheidsconstante p = /P dP/dt
gebruikt te worden.

Memod  (B3) heeft asnpetoond, dat voor een  grociende culture de
groeisnelheidscenstante v, bij lage substraatconcentraties, afhange

van JdezZe concentratie

[
we=w )
K o+
5
waarin u o= maximale waarde van de grocisnelheldsconstante.

llet verband  is een type van “verzadigingskromme™. De constante K,
wordt dasrewm wel aangeduid als "verzadigingreonstante” (181),

Ks 15 numeriek gelijk aan de substraatconcentratie, waarbl] de
groeisnelheidsconstante de helft is van de maximale waarde. Gewoon-
1ijk heeft K, zeer lage waarden — van de orde van groottc van mg/li-
ter voor kouihydratcn en pp/liter voor aminoruren,

De verzadigingsconstante KS mag nist verward worden met K, de Mi-
gchaelis-constante. De Michaslis-constante heeft =en theoretische be-
tekenis, de verzadigingsconstante heeft slechts een cwplrische
betekenis,

e "verzadigingskromme'" kan ook geschreven worden als

waarln ¢; = maximale waarde van de stofstroom per  gewichtseenheld
micro-organismen.

Eep extraem voorbecld van de  roepassing van de "verzadigingsverge—
1ijking" wordt pegeven door Propar (182). De groei van Colpoda stei-
nii, een pretozo , op Lscherichia celi als substraat, bleek te vol-
deen aan de  "werrmadigingsvergelijking”" met Ks = 6.0 mg. droge stof

(L,coli) per liter en My = 0.23 per uult.
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5. STOFOVERDRACHT

De stoffen die een micro-organisme nodig heeft voor da stofwisse—
ling, zijr 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 enm koolwaterstoffen ziin zeer slecht
oplosbaar., Dergelijke stoffen moeten eerst vanuit het gas of vanuit
de vlogistof, waarin ze zich bevinden, overgedrapgen worden nzar de
watarfase,

Johnson (84) heeft pesteld, dat grosi van micro-orpaniswen op opge—
lost n-dodecazn en hogere n-alkancn niet mogelijk is (zie 1.5.).
Hij komt hiertoe op grond van "diffusie-overwegingen"  zonder de
stelling, langs thegretische weg of met behulp van experimenten, te
bewijzen.,

Vele micro-organismen zijn in staat n=dodecaan en hogere n-alkanen
te gebruiken als koolstoi= eon energiebron, Men kan zelfs stellen,
dat voor vele micro-organismen de groei op n-dodecazn en hogere n-
alkanen beter is dan op n-hendecaan en lagere n-alkanen. Daarem
heeft Johnson cen hypothese opgesteld : "Bij proei van wicro-orga—
nismen op n-dodec=ar en hopere n-alkanen vindt de stofoverdracht
plaats door direct contact tussen vloeibaar p—alkaan en cel."

De apanname van stofoverdracht foor direct contact tussen een stof
en 2en cel is niet nieuw. In het algemeen zijn de enzymen die bij de
metabolische processen in de cel esn rol spclen, asanwesziz in het wa—
terige protoplasma. De ¢el kan de stoffen dis deelnemen aan de meta—
bolische processen cpnemen, indien deze stoffen opgelost zijn in de
waterfase. Ook de zuurstof wordt op deze manier opgenomern. Bartho-
lomew (183) houdt echter op grond van indirecte bewijzen — voorkeur
van de cellen voor het gas/vleeistof prensvlak, schuimfletatie van
micro—organismen = een directe zuurstofeverdracht van luchtbel naar
cel voor megelijk, Bij schimmels (mycalium) of bij agglomeraten van
cellen zou, door de insluiting van Juchtbellen, de bijdrage van de

stofoverdracht door direct cantact zelfs belangrijk kunnen zijn. De
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meningen over de mogslijkheid van overdracht van zuurstef door di-
rect contact lopen uiteen.

Hoewel stofoverdracht door direct contact de mogelijkheid biedt om
de groei op hogere n-alkanen te verklaren, zal eerst bewezen moetin
worden, dat met stofoverdracht via opgelost n—alkaan de groel op ho-

gere n—alkanen niet verklaard kap worden.

5,1, Stofoverdracht via opgelest n-alkasn,

De snelheid van het nealksantranspert van olicdruppel naar enaymop—
pervlak kau beschreven werden met de filmtheerie. Bij de filmtheorie
wordt er van uitpepaan, dat zich een stationaire concentratievarde-
ling van de getransportesrde component heelt ingesteld in ean lami-
nair gebied ter weerszijden wvan het  grensvlak tusscen twee  fssen.
Voor het grangvlak wolie/water wordt aan de oliezijde cen oliefilm,
aan de waterzijde een waterfilm aangenowmen. Voor her grensvlak water
/cel worde aan de waterzijde een warerfilm aangenomen. Aan  celzijde
moet men voorts rekenen met celwand  en lnwendige celweerstand. De
dikte van de films kan van enkele p's tor  enkele millimevers =7)n,
afhankelijk van de mate van tucbulentie en van de fysische clgen-
schappen van de vlocistoffen.

Daar aan het prensvlak twee films worden aangenomen, sprockt men van
de tweefilm-theorie, lndien echter gebrulk zeu worden pemaakt van
zuiver n-alkaan  (in plasts van een n=alkaau/inerte olie menpgsel),
dan vervalt de oliefilm,

De weerstand tegen stoftransport zit, volgens dese thooric, gehaeal
in de films. In de grote massa van de waterfase s pgeen weerstand
tegen stoftransport aangenomen en dus  is de concentratie van het n-
atkaan in de waterfase, C¥, overal in de waterfase (buiten de Film)
dezelfde. Evenzo igs de concentratic van hef n-glkzan in de oliefase,
¢o, overal in de oliefase (buiren de oliefilm) dezelfde.

De stofoverdracht van de oliedruppel naar enzymopperviak valt ultecn

in twee trappen;
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a, overdracht van de oliedruppel naar de waterfase,
b. overdracht van de waterfase naar enzymoppervlak.
De stofstroom van druppel naar waterfase is gelijk aan de stofstroom

van de waterfase naar cel,
Het stoftrensport door een film vindt plaats deor diffusis. De drij-

vende kracht wordt gevormd door de concentratiegradi#nt over de

film. De stofstroom wordt gegeven door

$ = I A MG/ E 1
waarin ¢ stofstroom kg/s
diffusiecolfficiént m?/s
A grensvlak me
AC concentratieverschil kg/m?
[ filmdikte m

De stofstroem kan ook geschreven worden als

di/dt = D 0 AC / & 2
met d8/dt omzettingssnelheid kg/m3 s
0 specifick grensvlak m?/m?
De grootheld IV / § kan men defini¥ren als de stofoverdrachtsco¥ffi-
cidnt K, zodat
ds/dt = K 0 aC 3
Voor gverdrachtstrap a peldt
dsfde = k. 0% ac 4
a a had
waarin Ka stofoverdrachtscolffieibnt voor
de stofoverdracht van olie- naar
waterfase m/s
o¥ specifiek grensvlak, betrokken
op de oliedruppels m?/m?
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Pe stofoverdrachtzcolfficidnt K. is samengesteld uit de partidle
stofoverdrachtscodfficiiint k: voor de waterfilm, de parti#le stof-
overdrachtscoBfficidnt ki voor de oliefilm en de feseverdelingscolf-

ficiBng m, aldus

e e 1/ o« Um Kk 5
a & a a =
. - - [=] -
waarin m o=¢2 7Y, terwijl €., en ¢’  de concentraties van
a ag ag ag ag

het opgeloste n-alkaan aan het grensvlalk voorstellen, aan olice-
resp, wafkrzijde.

Voor her twee -~ vloelstoffasen —systecm n-alkzan/water 1s m gZeer
groot. DNe n-alkanen n-bendecasn £ol en met nrhexadecaan zi1jn  bij
30% G in elke verhouding mengbaar met de Lnerte olic. Voor de hepa-
ling ven de orde van grootte van m kan de concentratie van het n-al-
kaan in de oliefase gesteld worden op 300 kg/m?. De concentratie aan
het grensvlak is van dezelfde orde ven grootte. D¢ n—alkanen zijn
zear sloecht oplosbaar in de waterfase., De verzadigingsconcentratia
van n-hendecasn in water bij 300 ¢ is 3,26 10-5 kg/w?  (zie Appen-
dix 17. De concentratie aan het grensvlak is van dezelfde oxde van
grootta, Voor n—hendecaan is m  ohgeveer 107, De term l/makz 18 Lo
verwaarlozoen ten upzlchte VR ]/kz , waardoor K = kz . Voor de be—
schouwing van de  stofoverdracht van oliedruppel naar waterfase iz
alleen de¢ warerfilm van belang, =modat

asfac = %, 0o° - e &

. * : ; 3
waarin c de oplosbaarheid van het n-alkaan in water kg/md.

Voor overdrachtstrap b geldt

dsfdr = K 0° G, 7
met Kb gstofoverdrachtscodfficilint voor de
stofoverdracht van waterfase unaar
enzymappervlak /s
o specifiek grensvlak, betrokken op
de gisteellen nZ/m?



De stofoverdrachtscolfficiding K, is samengesteld uit de partigle
stofoverdrachtocoBfficilng kg voor de waterfilm, de partifle stof-

everdrachtscolfficiéng RE voor de cel (celwand en inwendige van de

czl) en de faseverdelingscoBfficisng m, - in formule
_ W ¢
Ry o= Uy o+ 1mS 8

Indien nu de enzymatische reactie zeer smel is vergeleken bij het
stoftransport dan reageert elk n-alkaan molecuul, dat deor diffusic
het grensvlak water - cel bereikt, onmiddellijk weg. In dit geval

mag gesteld worden

W

ds/dr = k: 0% ¢ 9
De overdrachtstrappen 2 en b moeten nu gecombineerd worden,
w ds/de
Uit 9 wvolgt ¢ = 10
- kWnC I
b L
Ingevuld in 6 geefr dit
1<';’o° Y .
ds/de ¢ 1 + y =k 0% ¢
k.W(..)C‘. a
b
2f na omwerken
" 1
difdt = ¢ ( ————— ) 11
i | -
w oo T
c
k" O kb o
Stellen we nu
1 ! |
v o | e T = iz
k" o k¥ o i
a ]
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dan is d5/dt = K0 ¢ 13

De omzettingssnelheid d8/de is te berekenen, indien de oploghazrheid
C*, de specifieke gprensvlakken o on 0% on de partilile overdrachta-
cotifficidnten kﬁ en kﬁ bekend zijn,

a
De oplosbaarheid in water van de hogere n-alkanen  kan door extrape-
latie hapaald werden - zie Appendix 2 -,

Voor het apecifiek grensvlak O geldt algemecn

0 o« &6 0/ d 14
waarin I volumeconcentratie van de deelljes m? /i
d diameter van de deellics m

Voor het specifivke grensviak betrokken op de olisdruppels geldt

-
o = b 7% /4 15
waarin B volume oliedruppels per volume
aenheid cultuurvloeistof m?/u?
a* gemiddetde diameter van do olie-

druppel m
In 6.%. wordt voor n—hexsdecasn de gemiddelda druppelgreootic  bes
paald. Van de daar gevonden waarden kan gebruik gemazkt worden voor
wen corste benadering wvan 0.

Voor hat specifieke grensviak betrokken op de gistcoellen gelds

ot = 85 8%/ 4" 16
WAATLM B yolume plsteellen per volume
cenheid cultuurvlieeistof wd /m3
a* equivalente diameter van de glateal m

Licrbii wordt onder oguivalente diaperer verstaan de diameter  van
cen bol met dezellde verhouding opperviakte/inhoud als de gisteel.
De stofoverdrachtscol[ficidnt wordt bepaald door de diffusieco#ffi-

risint cn de filmdikte. Veor de herckening  wen de  stofoverdrachns-

58



cofficifnt moet de diffusie door een film nagepaan werden,

Hiertoe beschouwen we een bol in water, Het watcr strekt zieh naar

alle zijden oneindig ver uit,

Zulvera diffusie wordt beschreven door

ac azg 370 FE
— D — 4 e+ —— )
it Bxt ay? pz?
In de stationnaire toestand is %E =0
t

Overgang op poclcoordinaten geeft

ac 2 d¢

—_ 4 = 0

dr? r dr

1 d _éc

- — {rr—=)=q

r2 dr dr
dc o

r2—=C1 of G 7 - — + (3

dr s

De randveerwaarden, voor diffusie van een bol naar de cmringende

vlioeistof, zijn

woor T = om s & = 0
voger r = R is ¢ = C*
zodat C; = O en c* o= :%l
Voor de stofoverdracht peldt
de "
“D— = K Q" - )
dr

Wij nemen nu aanm,- dat C_, de concentratis op grote afstand van
bel, gelijk nul is.

Hieruit volgt

ac . k' g
e - —
dr I D r
dc dc
Voor -—— ig reeds afgeleid — = ¢, 72
dr dr
LV -
dus € 72 - — ol Tl oo e e r
D D

15

de
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Voor het boloppervlak is r = R, dus = 2 met d - IK,
™
kY 4
Da dimensieloze grocp wordt het geral van Sherwoed genoemd,
kY d P 19
dus 8h = ew—— = 2, -
m

De diffusiecoffficifnt voor da diffucie van n—alkaan in water Kan
heprald worden met bebulp van de rolatie van Wilke {zie Appendix 23,
Uit Sh = 2 kan, wet de waarde van de druppsldiamecer d en de diffu-
giecolfficibnt, e waarde van de stofoverdrachtscogfficiling k¥ bare-
kend wordon.

Bij een geroord fermentatievat, =zoals is toegepast bij dit onder=
zoek, vindt het stoftransport nlet alleen plaats door diffusie, maar
ook door convectie. Bl stroming kan de stofoverdracht beschreven
worden door de sowmatie van diffusiebijdrage en  convectiebijdrage.

Voor een enkele bol geldt

6.6 0,33
sh = A + & Re 5c
waarbij volgens Frissling (184) A =~ 2 B = 0.60
en volgens Ranz (185) A = 2 B = 0.55

In de gegeven relatie stelt Re voor het getal van Reynolds, waarbi]
Ee = wvd/v en 5c het getal van Schmidt, mat S5¢ = v/m.,

De toepassing van de vermelijking stuit op bezwaren. De hydeodynami-
sohe conditics in het geroerde fermentatievat zijo niet hekend, De
snelheid v van de druppel t.o.v. de omringende vieeistof is, gemid-
deld over de tijd, nul, Maatgevend is de pemiddelde snelheidsfluctu-
atie van de druppel t.o.v. de omringende fase, doch deze snelheids-
fluctuatie 1is mict bekend. Men kan echter wel stellen, dat deze
fluctuatic gering is, waarschijnlijk in de ordc van grootre van
cm/sec, Daar de druppeldiameter d eveneens gering is (107" tet
10=% m), is Re Klein =zedat 5h tot 2 nadert.

De gencemde relatics hebben heryekking op de ovardracht wvan een  en-
kele bol, In het geroerde fermentatievat is het aantal druppals ech=
ter zeer groot.

Het is noodzakelijk wna te gaan in hoeverre empirische relaties toe-

gepast kunnen worden, Deze relaties mpeten betrekking hebben op de
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stofoverdracht, in een geroerd vat, van cen wwerm druppels naar de
continue fase.

Voor de stofoverdracht van viceistofdruppels naar continue fase zijn
uit de literatuur geen relaties bekend. Voor de stofoverdracht wvan
vaste deeltjes nzar de continue fase zijn wel relaties beschikbaar,
Hu mag voor zeer kleine diameters de oliedruppel  beschouwd worden
als cen starre bol. Toepassing van relaties voor de stofoverdracht
van vaste stofdeeltjes nzar een vlceistof is dearom gerechtvaardigd.
Hixson {186) heeft de stofoverdracht van een zwerm vaste deeltjes
naar de omringende vlceistof, in geroerde tankreactoren, nagegaan.

Mij kemt voor de stofoverdracht tot de volgeade relatie

W 2
k° D = 0.16 ¢ :_EL_E y 062 _1L_) 0,5 20
pib] n pID
waayin D vatdizmeter m
n toerental 1/s
o dichtheid van de continue fase kg /m?
n dynamigche viscositelt van de

continue faze kg/m s

Als karakteristieke lengte gebruikt Hixson de vacrdiameter. Tn de
formule komt de afmeting van de deeltjes niet veor, Dit wil zeggen,
dar de  partifile stofoverdrachtscodfficisint onafhankelijk 1is van de
deeltjesdiameter. Voor een concrect geval - vatdipmeter 8.4 1072 m,
continue fase water, disperse fase olie, n-hendecaan als getranspor-
teerde component, toevental 25.0/s — werdt veor k" gevonden Q,9%
107% m/a. Voor een oliedruppel met diameter 15 u volgt hieruit Sh =
2,1 Voor een gistcel, equivalente diameter 5 v, i 5h » 0.7 Theo~
retisch kan het getal van Sherwood nier kleiner ziju den twee, Qe
concludesrd moet worden dat wvoor de deeltjesdiamecrers togpepast bij
dit onderzock, de relatie van Hixson niet peldig is.

Nagata (188) heeft de stofoverdracht van vaste deeltrjes naar een
viceistof eveneens nagegaan. Hij Kon zijn metingen correleren met

behulp van de vergelijking
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w .
kD oo v d
0.2 0.5 _0.8
=8 ¢ ) (—) (=) 2L
i} v jil} ]
waarin W kinematische viscositelt m /s
d dealtjes diameter m

en & cen cvenredigheidsco@fficitng, afhankelijk van het dichtheids-
verschil tussen vaste fase en viaeistoffase.
De formule bevat zowel de vatdiameter als de deeltjesdiameter. Bij
toepazsgsen van de Napata relacie blijkt, dat de Sherwood waarduen on-
asnnemelijk hoog worden (orde van grootte 100). Daar Nagata, cvenals
Hixson, werkte met grote deeltjes (0.1 tot I em.) is het duidelijk,
dat de Nagata vergelijking nict mag worden toegepast voor EZCer klei-
ne dealtjes,
Calderbank (187) heeft warrpenomen, dat bij het verstulven van een
gas in een vlpeistof de gasbellen zich gedroegen als starre bollen.
Hij toonde aan, dat de stofoverdracht van vaste deelties naar de
vlceistof en van luchtbellen naar de vloelstof gecorrelecrd kon wor-—
den door de vergelijking

a? b0z g,y

S5h = 2.0 + 0.31 {—— ) 22
n m

waarin Ap het dichtheldsverschil tussen vaste fase en vieeisloffase
of tussen gasfasce on vlioelstoffase.

Onder de cerder gencemde omstandigheden 1s voor sen oliedruppel met
diameter 1% p volgens de Calderbank relatie Sh = 2.6 Voor cen gist-
cel, cquivaleute diametar % u, iz §h = 2.2

Voor zeer kleine decltjes is de convectiebijdrage gering @n in bena-

dering geldt voor ovardrachtstrap a

sho= kU d° /D =2 23
en voour overdrachtstrap b

sho= k4% /D =2 24
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Tn beide gevallen wordt beschouwd de diffusie van n-alkaan in water,
zodat de diffusieco##fficifnten gelijk zijn.
De omzettingssnelheid kan berekend werden. Invuller van 15, 16, 23

en 24 in 12 geeft

1 (@™ (452
-_— = + —— 23
¥ 0 12 m u° 12 o B° —

Cembineren van 13 en 25 geeft tenslotte

De  relavie 8h = 2 geldt voor everdracht van eert bol naar een medium
dat zich naar alle kanten oneindig ver uitstrekt. Indien de afstan-—
den tussen de deeltjes groot ziin vergeleken met de  afmetingen van
de deeltjes, kan inderdaad icder deeltje (oliedruppel of gistcel)
hegchouwd worden als ¢en bol in ezen medium dat zich vaar alle kanten
oneindip ver uitstrekt, De betvekking 5t = ? mag voor oliedruppel en
voor gisteel woyden tosgepast. Do omZettingssnelheid wordt gegeven
door formule gé,

Bij de preefnemingen is veelal uitgegaan van sen  volumeconcentratie
van olie van 0,05 m3/m¥, In 6.5. wordt uit metingen, met hehulp van
celcenfiguratie medellen, de gemiddelde druppelgrootte wan de olie—
druppels bepaald. Afhankelijk van het model wordt gevonden 15-20 u
of 55-65 u. Bij een olievolumeconcentratie van 0©.05 m3/m3 en een
druppeldiameter van 15 y bedraapt de hartafstand der druppels gemid-
deld 35 w. Bij dezelfde olievolumsconcentratie en een druppeldiame—
ter van 60 p bedraagt de hartafstand der deslitjes 150 p.

Aan de voorwaarde dat de afstand tussen de  deeltjes proot is verge—
leken met de afmeting van de deeltjes, {s voor oliedruppels slechts
in grove henadering voldaan.

Experimenteel is voor Candida lipelytica C.B.5. 599, pekweekt op n-
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alkanen, vastgesteld dat 1 kg. droge stof 225 x 10l celien hevat,
Tndien aangencmen wordt, dat de gistsuspensie homogeen verdeeld is,
dan bedraagt bij cen droge stof concentratie van 2 kg/m® de hant—
afstand van de gistcellen 30 u. Bij een drogestofconcentratie  van
15 kg/m? hedraapgt de hartafstend 16 u.

Aan de voorwaarde dat de afstand tussen de deeltjes groot is verpge-
leken met de afmating der deeltjes, is ook voor gisteellen slechts
in grove benadering voldean,

Het is dasrom noodzakelijk om na te gaan hoe groot de stofoverdracht
is, indien niet asn de voorwaarde veldaan 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, dav de pistcellen zich tot dicht bij
het alieopperviak bevinden. Het n-alkaan zal ou niet ver doerdringen
in de waterfasc. Dicht bij het oppervliak van de oliedruppel worde
het n-alkaan reeds geheel weggenomen door deé gisteellen. Fr is
slechts stofovordracht naar de earste zone van gistdeeltjes rond de
oliedruppel. 1Indien de onderlinge afstand tussen de gistcellen s
genoend wordt, dan is deze eerste zone en schil met dikte 1%, De
gemiddelde afstand tussen de gistcellen in deze zone en de oliedrup-
pel is dan 1 2.

In dit geval mag gesteld worden, dat de concentratie van het n-al-
kaan op een afstand van % 1% van het druppeloppervlak gemiddeld ge-

1ijk nul is, De omzettingssnclheid wordt nu gegeven door

o a

ac/dr = m o° c*/y f 27

da/fdt = W 0

De gemiddelde afstand van de gistcellen kan als volgr berekend wor-
den. Het volume van de gistgel is 7(d%)3 /6. Per wd cultwerviceistof
#1ijn dan @ i /n(dc)3 gisteellen asnwezig. Het volume van de gistcel
met invloedssfeer is n(d" + £)3 /6. Her totaal volume per m? is dan
8% (a% + 2713 / (2% 3. Bij dichtste bolstapeling is dit volume 0.735

n?, dus

BS @ + 152 7 @Y = 0.735



of
(0.735) %+ %* | _ 1

[ [
o= 4 ——————— = ]} 4 — 11
' 0.33
(BC)O.33 (BC)
Invullen in 27 geeft voor de omzettingssnelheid
12 o ¢* g
ds/dt = 28
1
¢ e
d” 4 {(Bc)0'33 1}

De beide mogelijkheden
onderlinge afstand decltjes groot veegeleken met de deel-
ties dizmeter
onderlinge afstand deeltjes klein vergeleken met de deel-
tics diameter
vormen uitersten. Alle andere mogelijkheden liggen hier tussenin.
UVitpaande van een viertal proeven {groeikrommen in de figuren 13,
20, 13 en 14) zijn voor een droge stof concentratie van 2,5 kg/m?
da waarden van 45/dt berekend, zowel volgens formule Z6 als volgens
formule 28. De resultaten zijn opgenomen in de tabellen 13 en 14. In
de tabcllen zijn ook opgenomen de gemeten waarden van dS/de.
Uit de resultaten blijkt dat het geen  verschil maakt volgens welk
model da stofoverdracht berekend wordt, BReide modellen zijn blijk-
baar even poede benaderingen van de werkelijkheid.
Voor n=hendecgan is de gemeten waarde zeven maal zo groot als de be-

rekende waarde. Hieruir blijkt dat de groei van Candida 1¥polytica

op n-hendecaan slechts voor een betrekkelijk klein pedeelte ver—
klaard kan worden uit de stofoverdeacht via opgelost n-alkaan,

Voor n-dodecaan is de gemeten waarde dertig maal zo groat als de be-
rckende waarde, De groel wvan Candida 1§P°lX£iEE op n—dodecaan kan
slechts voor een gering gedeelts verklaard worden uit stofoverdracht
via opgeloat n-alkaan. Voor n-tridecaan on n-hexadacaan is de groel
op opgelost n-alkaan te verwaarlozen.

De groei vam Candida l¥polytica op n-tridecaan en hogere n—alkanen
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moct dus plaatsvinden door stofoverdracht door direet contact. Bij

groei ven Candida lgpolytice op n-hendecaan en n-dodecaan treden

belde stofoverdrachtsmechanismen gelijktijdig op.

5,2, &tofoverdracht Joor direct contact,

Het mechanisme von de stofoverdracht door divest contact is nog on-
bekend. Man zou kunnen veronderstellen, dat de n—alkanen, via de li-
pu—proteinen van het celmembraan, opleossen in de vethestanddelen van
de cel, D¢ oplogbasrhaid van de n~alkanen in de¢ vethestanddelen mal
afnemen met de ketenlengte. Op deze wijze [s aanmemelijk te maken,
dat voor de groei eeu bovenste grens is gesteld aan de ketenlenpre,
Deze bovenste grenms is afhankelijk van het toegepaste micro-organis-
me. Harris (%g) bericht groei van een llicronoccus op nmcza MSB (oc=
tacosaan), Tausz (gg) groei van Bact. aliphat. op n—C;j3 u68 {tris-
contaan) en n=Cq, H70 (tetratriacontaan) cn Hopkins 696) groel  van

Aspergillus versicolor op n-alkanén tot en met n-61L H70.




6. GROEI OP ENKELVOUDIG SUBSTRAAT

In het voargsande hoofdstulk is aanpetoond, dat bLij groei van Candida
lipolyrica 599 op n-alkanen de stofoverdracht via opgelost n-slkaan
niet groot genceg is om de groei te verklaren.

Bij wn-hendecaan en n~dodecaan als koolstefbron kan de groel veor een
deel verklaard worden uit stofeverdracht via opgelost n-alkesan., Om
de groel volledig te verklaren moet aangenomen worden, dat het n-al-
kaan tevens overgedragen wordt door direct centasr, Het n-alliaan
wordt dus overgedragen door twee stofoverdrachtsmechanismen gelijk-
tijdig,

Bij n-tridecsan en hogere n-alkanen als keclstofbron is de stofover—
dracht via opgelost n-alkaan te verwaarlozen. Het n-zlkaan wordc
uitsluitend overgedragen door direct centace.

De bastudering van de groel op n-hendecaan en n-dodecaan wordt daor
het gelijkeljdig optreden wvan twee stofoverdrachesmechanismen he=
moeilijkt. Bij groei op n-hendecaan en n-doedecaan is het schter mo-
gelijk gebleken de stofoverdracht door direct contact te voorkomen,
Bij toevoer van het n-alkaan 1in gasvorm, via het beluchtingsgas,
geat het alkasn door gasabsorptie in oplossing in het cultuurmedium.
Indien het beluchtingsgas onvorzadigd is met n-alkaan, kan geen
vondengatic eptreden., Er is dan in het cultuurmediunm geen vlecibagr
n-alkaan aanwezig en bijpevelp is stofoverdracht door direct con-
tact uirgesloten. De opstelling voor het toevoeren van n—slkaan via
het beluchtingsgas is beschreven in 3,3,

In het nu velgendé 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 gtofoverdracht deoor direct

contact, veorzien wvan het teken M.

6.1. Croei van Candida lipolytiea bij stofoverdracht door &&nr stof-

overdrachtsmechanisme,

De stofoverdracht via opgelost n-alkean kan bestudeerd worden door
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toaveer van n-hendecaan en n-deodecasn in gasvorm.
Do stofoverdracht deor direct contact kan  bestudecrd worden door

groeil op n-tridacaan en hogere n-alkanen.

6.1.1. Oroei bhij stofoverdracht via opgelost n-alkaan.

De groeikrommen voor groci op n-hendecaan cn n-dodecaan, bij toeveer
van het n-alkaan via de gasfage, =zijn weergegeven in de fipuren Il
en 12. In elke figuur is de drogestofeoncentratic P rzowel op loga=
citmische schaal als op lineaire schaal uitpezet tegen de tijd, De
gegevens van de procven #ijn opgenemen in de tabellen 15 ¢n 16, De
cmacandigheden bij proei op n=hendecaan en bij groei op n-dedccaan
#ijn dezelfde. In 3.3.3. is, in verband met de zuurstofoverdrachy,
de inviced van de tocgevoerde luchthoeveclheid napepaan. Ultgaande
van de resultaten werd de luchtcoevoer op 1l 10-¢ ma/s vastgesteld.
Bi] groei van gisten op n-alkasn, met toevoer van het n-alkaan via
de gasfase, dient de lucht nict alleen voor zudrstoftoevoer, maar
tevens voor n—alkaantoeveer . De invlieed van de  luchttoovoer op de
overdracht van het n-alkaan is niet nagegaan. Dazr het pehalte aan
n-alkaan in de toevoerlucht laag was, werd veor de pasabsorptle
proeven de  luchiutoovosr op 11 10-% m¥/s pebrachi. De invleed van
het teoersntal op de overdracht van het un-alkaan is evenmin nagegpaan.
Het toerentzl werd bij deze proeven inpestold op 30,0/5. In de ta-
pellen 15 en 16 zijn tevens opgencmen de grootheden, die met behulp
van de groeikrommen bepaald zijn.

De grocikromme voor gproei op  opgelost n-hendecaan heeft dezelfde
vorm als de groeikromme voor groei op n-dedecaan, De  exponencifle
groeliperiode gaat over in een lineaire groeiperiode. De overgang is
door cen verticale, onderbroken 1ijn aangepeven. Uiteraard zal tus-
sen heide gencemde groeiperioden een overgangsperiode cptreden, doch
dexza overgangsperiode duurt blijkbaar zo kert dat deze, pezien de
meatnauwkeurigheid, niet aantoonbaar is. De groeisnelheidsconstante

voor groei van Candida lipolytica ap opgelest n-hendecaan hedraage

0.5% 10=%/s en voer groei op opgelest n-dodecaan 0.56 10%%/s.
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De stofoverdracht van gas naar vloeistef ken beschouwd worden met
behulp van de rweefilm thoorie, Aan het fasegrensvlak lucht - water
wordt aan de luchtzijde een luchtfilm, aan de waterzijde een water-
film aangencmen. De stofoverdrachtsco2ffici&nt wordec in dit zeval
samenpgesteld uit de parti8le stofoverdrachtscofficiBnt voor de
luchtfilm k1, de partiéle stofoverdrachtscoffficidnt voor de water—
film k¥ an de faseverdelingscoEffici®nt m, aldus
1 1 1

—- = = 4+ —

K kW mk1

29

waarbij in dit peval mw = C; / C;.

De waarde van m is van de orde van grootte van twintig.
De waarde van k1l is wveel groter dan de waarde van kY, Dit iz als
volgt in te zien. De waarde van k wordt bepaald deor de relatie
k- M/6. De diffusieco¥ffici¥nt wvan n-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 sigenschappen van de be-
trokkan stoffen, Daar echter de viscositeit wvan luchr cngeveer vijf-
tig maal zo klein is als vean water, is: de dikte van de luchtfilm in
elk zeval geringer dan de dikte van de waterfilm, Hieruit veolgt

KD osr kW,
De term 1/mk! iz te verwaarlozen ten opzichte van de term 1/k¥,
Hieruit volgt : K = k%, De vloeistoffilm is bepalend voor de stof—
overdracht. Veor de stofoverdracht geldr nu

(@s/ae)’ = B0 (- o)
waarin €' de concentratie van het opgelost n-alkaan in het cultuur=
medium, in evenwicht mer de m-alkaan concentratic in het dogrstro=
mende gas. Hierbii is ex van uitgegaan, dat het verschil tussen de
agncentratics ven 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 prosven is gewerkt met lape droge stof concentra=-
ties, zodst aan de voerwaarde voldaan is.
Gedurende de exponentille gzroeiperiode neemt (dS/dt)' toe. Dir kan
alleen, als C¥ daalt. Voor lape waarden van (¥ wordt de concentratie

bepalend voor de groei. De groei is dan gelimiteerd en de exponen—
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ti#le grociperiede eindipgt. Daar in dit geval CY +~ 0 13

(ds/de)' = k¥ 0 C° = comstant. 0
De lineaire groeiperiode vangt =an, Do omzettinpssnclheid aan het
einde van de  exponentiEle groeiperiede  is pelijk asn de maximate
waarde van de omzetlingssnclheid, in formule

(dS/dt)'ln = (dS/dt}'max. 31

an, daar da coonomische coffficidnt constant 1s, geldt aok

L] T
(dr/de) 1y = (dr/dce) — 32

7owel voor n-hondecaan {tabel 13) als voor uo-dodecaan (tabel 18)
wordt inderdaad voldaan =an deze betrekking.

Uit de wmetingen blijkt, dat voar n-hendecasn de waarde van (dP/dt)in
driemaal zo groot is als voor n—dodecaan.

Bij groei op v-heundecaan en hij groei op n-dedecaan heeft de lucht—
belasting derzelfde waarde. 0ok het toerertal 15 In beide gevallen
hetzelfde. Het spanifick grensviak zal in beide gevallen even groot
zijn.

De fysische eigenschappen, die de stofoverdrachtscolfficiling k¥ bu-
palen, verschillen zeer weinip bij beide alkanen. Oak de waarde van
¥ is in beide pevallen even groot.

De waarden van (d5/dt)' mosten gich verhpuden als de waarden  van
¢ en dus als de waarden van C*, de verzadipingsconcentracies.

De verzadigingsconcentratie van n-hendecaan in water is  driemaal zo
groot als de verzadiginpgsconcentratie van n-dodecaan in watcr. Aan
de evenredigheid is voldaan.

kan geheel verklaard worden uit de stofoverdracht van luchtfase naar

waterfase.

6.1.2, Croel bij stofoverdracht door direct contact.

De grocikremme veor groei op a-tridecasn - fig. 13 - en de groei-
krowmen voor proei op n-hexadecasn - fig. J4 en 15 - vertonen grote

overeenkomst mar de grocikrommen bij  stofoverdracht via opgelost n-
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alkaan, Da groel is exponentic¥l tot betrekkelijk hoge droge stof-
concentratics, De exponenti#le groeiperlode gaar, zonder aantoon-
bare tussenperiede, over in de lineaire proeiperigde. De overgang 1s
aangepeven door een onderbrokcn, verticgle lijn. De lineaire periode
is betrekkeliik kort,

Uit de greeikrommen hlijkt, dat veor groel op n=trideczan en hogere

n—-zlkanen

(dS/dt)Yn = (ds/dt)gax 33

Voor stofoverdracht geldt algemeen

dsfdt = K 0 AC 2
Voor het specifiek oppervlak geldt
" = g f N gi
waarin on contact cppervliak per m> cultuur-
vloeistof m2/m?3
q contact apperviak tussen druppel
en cel m?
f fractie van N, dat deelneomt z2an
het direecte contact -
N aantal micro-organismen per m¥
cultuurvleceistof T/m¥
zodat dgfdt = K g £ N AC 35

De stofoverdracht kan ia het algemeon verbeterd worden door verho—
#ing van de turbulentie, Teneinde na te gaan of ook bii stofover—
dracht door direat contact de opverdracht verbeterd kan worden door

verhoging van dc turbulentie, moct formule 35 nader bekcken worden.
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Ne stofoverdrachtscolfliciBnt K wordt bepaald door de contactwaer—
svand oliecpperviak - cel en de wearstand tegen n-alkaantransport
van relwand naar enzymoppervlak, Dese weerstanden worden niet bein-
viped door de mate van turbulentic. Het contaccappervlak g zal even-
min beinvleed worden deor de mate van turbulentie. Hat is echter mo-
gelijk dat [, de fractie van N dat deeinaemt aan et direct contact,
afhankelijk is van de mate van turbulentie en dus van het tosrental,
De invload van het tocrental is nagegran. Uit de meningen b1ijke,
dat (dS/dt)Tﬂ en dus volgens formule 33 (dS/dt);’lax onafhankaiijk is
van het toerental, Voor fig. 14 — groei op n-hexadecsan, Lecrental
20.0/s - wordl gevenden (d&/dc)” is L1.0O 1074 kg/m® 5. Voor fig.
15 - proei op n-hexadecaan, tocrental 30,0/« - heeft (d8/dedl =~ de
waarde 10,7 107Y% kg/n? s,

Bij toenemende waarde van N zal het gehele oliedruppeloppervlak be-

zet Taken met gisteellen, zodat

0® = o 36
waarin o oppervliak van de oliedruppels
por m? cultuurviecistol m? /m?

Daar bLij toenemende turbuleatie de gaemiddelde druppelgrootte zal af-
nemen, 1is 07 een functie van het toerental. De stofstroom is in dic
geval afhankelijk van het tocrental., Deze wijze van limitering, de
zg. opperviaktelimitering , treedi bi] de in dere paragraaf bhehan—
delde grocikromien niet op., Voordat het opperviak geheel bezet is
met gisteallen, =al de groci afnemen r.g.v. concentraticlimitering.
Tn 6.4, zal worden aangetoond, dat ket sinde van do cxponentilile
groeiperiode het gevolg is van concentratielimitering. Deor opvoeren
van de concentratic van het p=alkaan in de olie kan echter con toe-—
stand gecrclerd worden, waarbij vpperviakte limitering wel optreedt,
voordat een anderc wijze van limitering cen rol zal gaan spelen, [n
6.5. wordr de oppervlakte limitering nagegaan.

De waarden gevenden voor de  groelsnelheidsconstante, bij groel van
Candida lipolytica op u-tridecaazn en hogere n=alkanan zijn opgenomen

in tabel 17,
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In de literatuur zijn weinig gepevens over groeisnelheidsconstanten
bij groel van gisten op n—alkanen. Miller 110y €158) geeft voor de
grocisnelheidsconstante waarden van 0.28 10-%/s tot 0.472 10-%/s,
voor n—dodecaan tot nepctadecaan, Azoulay (189) geeft voor alle p=-
alkanen cen waarde van 1,17 10-%/5. De afwijkingen zijn aanzienlijk,
Tn aanmerking moet echter worden penomen dat noch Millay, neoch Azou-
lay aangeven hoe de desbetreffende waarden verkregen zijn. Zij geven
geen groeikrommen an geven evenmin sanwijzinpen over de toggepaste
meetmethoden,

In tabel 13 zijn de waarden, gevonden voor de economisehe coBffici-
ent, gegeven. De ceonomische colfficidnt neemt toc met de ketenleng—
te en wordt constant voor n-hexadecaan en hogere n-alkanen,

Het is niet uitgesloten, dat het n-zlkaan niet vollediy afgebroken
wordt. Restprodukten van de n-alkean afbraak zijn mesrmalen 2ange-
toond in de cultuurvioeistof, Indien de lengte van de restketen on-
afhankelijk is van de aorspronkelijke n-alkasn ketenlengte, dan kan
hieruit de toename van de economiszche coffficifnt verklaard worden,
Indien de restketen ongeveer 6 C-ztomen zou bevatten, dan is voor
korte n-zlkaanketens de rest relatief zroot  t,o.v., het deel van de
keten, dat afpebroken wordt. De economische colfFicifine is laag. Bij
toenemende alkaznketens wordt de vest relatief steeds geringer t.o.
v. her deel van de keten, dat afgebroken wordt. De ecopomische coBf-
Ficiént neemt toe met de ketenlengte,

be roename van de cconemische co¥fficiing zal steeds geringer worden
bi] toenamende ketenlengte en dus nadert de economische coBfficifor
min of meer tot ecen limjetwaarde,

De wasrden van de economische coffficint gevonden door Miller en
Azoulay zijn redelijk goed in overcenstemming met de bij dit onder-
zoek pevonden waarden — fig. 24 -. De tendens van de tocname is
steeds dezelfde, de absolute waarden verschillen, Gezien het feit
dat met verschillende gistscorten of tenminste met verschillende

stammen van Candjida lipolytica gewerkt is, zijn de afwijkingen sen=-

vaardbaar,
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6.2. Groel van Candida lipelytica bij stofoverdracht door twee stof=-

sverdrachtsmechanismen gelijktijdin.

Bi} proci op o-hendecaan en n-dedecaan vindt stofoverdracht plaats
door twee stofoverdrachtsmechanismen gelijktijdig., De groeikrommen
voor de groei op a-hendecaan, fig. 16, 17, 18 en 19 en voor de groel
op n-dedecaan, [ig. 20 zijn deidelijk afwijkend wvan de vorm bij
stofoverdracht dour &8n stofoverdrachtsmachanisme.

De cxpomentidle groeiperiods gaal niet over in cen lineaire Froei-
perinde, maar in een tussenperiode die verscheidene uren duurt. be
overgang is woer aangegeven door een ondéerbroken, verticale 1ijo. De
tussenpariode gaat over in de lineaire grosiperiede en deze aver-
gang L& evengens aangegeven door ccn  onderbroken, verticale Lijn,

it de groeikrommen blijkt, dat
(as/dey, = (A8fde)_ 37

Na gepevens en de proctheden  die met behulp van de groelkrommen be—
paald =ijn, =zijn opgenomen in de cabellen 12 {voor n-hendecaan) cn
20 (voor n-dodecaan).

Voor n-handecaan heeft de grocisnelheidsconstanta 1/P dP/dc de waar—
de 0,53 107%/s, Voor groei op n—hendecaan bij stofgverdracht via op-
gelost n—alkaan werd gevonden = =zie tabel 15 - 0.39 s,

Vaor n-dodecaan heeft de groeisnelheidsconstante 1/P dr/dt de waarde
0.51 10="%/%. Voor groei op n-dodacasn bij stofoverdracht via opge—
lost n-slkasn werd gevonden - zie tabel 16 - 0,51 107%/s. De ver-
schillen zijn betrekkelijk pering.

Het ig niat bukend, op welke wijze eon bepaalde cel van n-alkaan
wordt voorzien, Lr doen wmich, theoretisch, verschillende moge 11 jlk-
heden voor,

fet is mogelijk, dat sen deel van de cellen zich bevindt in de massa
van de watcrfase en van n-alkaan wordt voorzien door stofoverdrache
viz opgelost alkaan, let overipe decl van de cellen bevindt zich dan
in direct contacl met de olicdruppe!l en wordt voorzien van n—alkaan

door stofoverdracht docr direet contact, Mazr een cel, die in direct
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contact is met een oliedruppel, 1is slechts voor de helft van zijn
opperviak met de oliedruppel in contact. De andere helft van het op=
pervliak is naar de waterfase gekeerd. Het is wearschijnlijk, dat de-
ze cel via dit decel van zijn oppervlak voorzien wordt door stofover—
dracht via opgelost n-alkaan.

Len andere mogelijkheid is, dat elke cel in direct contact 'is met
een oliedruppel. Tn dit geval wordr elke cel van n-alkasn voorzien
dogr heide overdrachtsmechanismen.

Tot nu toe is aangenomen, dat bij direct contact de helft wvan het
coppervlak bij dit directe contact is hetrokken. Ilet is eschter niet
uitgesloten, gezlen de kromming van druppel an cel, dat cen veel ge-
ringer deel van het oppervlak bij dit contact betrokken is., Boven—
dien zal elke cel, in dirvact contact met een oliedruppel, een deel
van het grensvlak colie/water blokkeren. Naarmave meer cellen in di-
rect contzet xijn met de olie, neemt de stofstroom van oliefase naar
waterfase af,

Door centrifugeren is daarom getrache vast te stellen, welk deel van
de glsteellen zich in de massa van de waterfase bevinde,

Het soortelijk gewicht van de gisteel is ongeveer 1.07. llel soorte-
Lijk mewicht van de olic varieert van 0.77 tot 0,88, afhankelijk van
het n-alkaan gehalte. Het gist/oliec complex bevat veornamelijk olie,
zodat het soortelijk gewicht wvan het gist/elic complex kleiner is
dan 1.00. Door centrifugeren meet in principe gen scheiding mo-
gelijk zijn tussen cellen in de waterfase en cellen in contact met
de olie. De resultaten waren echter niet reproduceerbaar. Mogeliik
kwam een deel van de gistcellen, die zich hevonden in de massa van
de watertase, tijdens het centrifugeren (of reedec tijdens het hante—
ren van het monster v85r het centrifugeren) tevecht in de  tussen

ruimten van de gist/oclie-agglomevaten.

Stel, dat per m?® cultuurvloeistof N' cellen zich in de massa van de
waterfase bevinden, terwijl N" cellen in direct contact zijn met hetr-

alieoppervlak, zodat
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Voor de stofoverdracht via opgelast n-alkazn geldt

12 oo

{ds/de)' = i
(a%)? (a%y2

w0 i

Indien de oliedruppels zcer groot zijm in  vergelijking met de gist-

cellen, dan mag gesteld worden

(a%)? (a2
e : 39
57 BC

ordat B® en 8% van dezelfde orde van grootte zijm.
Noemen we ¢ de fractie vrij ollcoppervlak, dat wil zeggen de fractie

van het olieoppervlak dat niet hezet is met gistcellen, dan is

12 @ " B°
(d§/ét)’ = —— ¥ 40
(@%2

Vaor de stofoverdracht deor direct contact geldt

(ds/dt)" = K q £ N AC EE
Nu is £ N = N zodat, met K q AC = v,
(ds/dey” = oy n" 4]

De stofstroom is samengesteld uit de bijdrage van de stofoverdracht
via opgelost n-alkaan en de biidrage van de stofoverdracht door di~

rect contact, dus

ds/de = {ds/dc)' o+ (ds/de)"”
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waaruit, met éﬂ an El

12D c*8°
48/dt = ——— 4+ oy N
(@2

Van OG, het oppervlak der oliedruppels per m® cultuurvloeistof,

de fractie (1 = ¢) 07 "bezet" met gistcellen, dus

(L-yy 0 = qun"

en met 0° = & 8%/ 4° volgt hieruit
q Nu do
P o7 ] = —r———
6 B°
zodat
12 m ¢*g® 2 mc* g
as/fde = = - - + oy H"
(a*® (d”)

is

Bi] toenemend toerental zal do, de gemiddelde druppeldiameter, afne-

mern,

In 6.5. is het verband tussen de gemiddelde druppelgrootte en het

toerental nagepaan ~ fip. 35 en 36 -.
Uit de metingen volgt, dat in bensdering
a® = can_0'7

Combinatie van 43 en 44 peefr

asfat = 12 2 mc* B® alsv - 2 et g nle7
*YN"

BDewezen is reeds, dat de stofoverdracht door direct contact onafhan-

keliik is van het roerental, zodat v N" = a3,



Srellen we 12 210 ¥ 8% = ¢y en 2 ¢ M €F 0" g = ¢y, dan is

ds/de = ¢y nleh - ty al- 7o ag 46

Voor lape droge stofconcentrativs ls het oliceppervlak, dat beret is
met gisteallen, te verwasrlozen ten opzichte van het olicopperviak,
dat niet bhezet is met gisteellen, zodar ¢ o~ 1.

Uit 42 volgt pu

., L)
1210 6 B
ds/dc = —“—'—'6"'_ + ¥ N iz
(2732
en, met ii,
ds/dr = 12 2 ¢ B%aleMoe y e a8
of
asfar = ¢) oM w0y 49

Hot varband tussen omzettingssnelhedd en toerental, voor grocl van
Candida lipolytica op n-hendecaan, is nagcgaan,

In fig. 21 is (ds/dt)ln, de omzettingssnelheid aan het einde van de
exponienti&le  prociperiode, witgezet als functie van het toerental.

Hieruit blijkt

dsfde = oy nl-Y + g 50

Uit de overcenkomst tussen 4% en 50 kan besloten worden, dat bij

groci van Candida lipolytica op n-headecaan, hij lage droge stofeon-

centraties, de "afscherming” van het olieoppervlak door gpistcellen
vervaarloosd kan worden.

et is mogelijk de srofoverdracht via opgelost n-alkaan relatief on-
belangrijk te maken t.o.v. de stofoverdracht door direet contact zo-
dat  in bepadering pesteld kan worden, dat de groel vitsluitend

plaatsvindt door stofoverdracht door direct contact.
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De stafovevdracht via opgelost n—alkasn is een functie van het toe-
rental. Door het toepassen van lage toerentallen kan de absolute
waarde van deze stofstroom gering gemaakt worden, Bij hoge celcon-
centraries (door het toepassen van hoge entconcentraties) is de bij-
drage van de stofoverdracht via opgelost n-alkaan relarief klein ten
opzichte van de stofoverdracht deer direct contact. Door combinatie
van beide methoden kan de relatieve bijdrape van de stofoverdracht
via opgelost p=alkaan zo klein gemaakt worden, dat deze stofstroom
in benadering verwaarloosd kan worden tem gpzichte van de stofstroom
dooy direct contact.

Bij groei van Candida lipolytica op n-hendecaan en n-dedecaan wordt

onder de zo juist peschetste omstandigheden voor de groeisnclheids—
constante pevenden (tabel 21)

voor m-hendecaan 0,32 10~%/s

voor n—-dodecaan 0,37 10~%/s
Deze wazrden zijn wecl lager dan bij stofoverdracht via oppelest n-

alkaan.

6.3. Groei van Candida lipelytica op n=a2lkanen. Overzicht,

In fig. 22 zijn de waarden van de groeisnelheidsconstante als func—
tie van de ketentenpre uitgezet. Voor n-hendecaan en n-dodecaan zijn
de waarden bi] stofoverdracht via opgelost n=alkaan, bij gelijkeij-
dig optreden van twee stofoverdrachtsmechanismen en bij stofover-
dracht deor direct contact opgenomon.

Voor n-hendecaan en n-dodecaan is her gelijktijdig optreden van twee
stofoverdrachtsmechanismen "normaal”, voor n-tridecaan en hogere n—
zlkaner is de stofoverdracht door direct contact de “normzle" wijze
van stofoverdracht. De getrokken kromme in fig. 22 geeft daarom het
"normale" verband weer tussen groeisnelheidsconstante en  katenleng=
to.

In 1.5. is gesreld dat, blijkens de litereruyr, veelvuldig anomali-
teiten zijn waargenemen bij de groei van micro-organismen op n-alka-

nen met ketens wvan 10 - 14 C-atomen. Het kolommendiagram = fig., 23 =
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toont z2an, dat de grosi minimaal is voor p-tridecaan/n-tetradecaan.
Door vergelijken van de figuren 22 en 23 blijkt, dat her dal in de
K rotme het gevolg i3 van het optreden van de twee overdrachtsme-
chanismen bij n=hendecaan en n-dodecaan. Door de bijdrage van de
stofoverdracht via opgelost n-hendecaan en  a-dodecaan, neemt Lij
beide zlkanen de totale stofoverdracht sterk toe.

De grosisnelheidsconstante voor de  groel op n-alkran hij stofover=
dracht dopr direect econtact, neemt geleidelijk toe wet de ketenleng—
te.  De vorm van de kromme {fig. 22, eerste deel een  onderbroken,
tweede deel een volle 1iin) js identiek mel de vorm van de kromme Lo
fig. 24, indien de stofoverdracht uwitsluitend zou plaatsvinden door
direct contact, rou gecn dal optreden.

De stofstroom per gewichtseenheid drogestef 1/F d§/dt kan afgeleid
worden uit /P dp/di. De ceconomische coffici¥nt is constant (zie
2,3.1.4,), zodat

(P—PQ) d(P—Po) d(sn—s) dr d5
o,c. = = / = | [ —
(SnuS) dr dt ds qt:

in 1/F dr/de kan dP/dt  vervangen worden deor het produkt vapn econo-
mische co¥fficidint en d4S/dt.

In tabel 22 zijn de waarden wvan 1/P dS/dt voor groei van Candida
lipelytica C.R.5. 599 op de verschillende n-alkancn, opgenomen. Uit
de gegevens biijkt dat (/P dS/dt bii stafoverdrachi door direct con-
tact nagenoep constant is. Voor stofoverdracht via opgelost n-alkaan

is 1/P ds/dt ongaveer 50 % hoger.

6.4, Concentratielimitering.

Voor lage waarden wvan de koolstefsvbstragtconcentratic werdt deze
concentratie limiterend. PBij stofoverdracht door direct contact is
de concentratie van het n-alkaan in de oliefase, €0, de bepalende
concentratie,

De grocl van Candida lipolytica als functie van (¢ is, voor n-hexa-
decman, napepaan in schudkolfeultuur - fim, 25 en 26. Voor lage sub-

straatconcentraties is de groel inderdasd afhankelijk van deze sub-
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strazteoncentratie. Bij schudkelfeultuur wordt de pH niet bijgere-
zeld. Metr toenemende celconcentratie daalt de pH. Do groei is afhan—
kelijk wvan de pH, De groel daalt niet alleen t.g,v, de dalende
n-hexadecsanconcentratie, waar tevens t,z,v, de dalende pH.

8ij de proeven in het fermcotatievat is de pH comstant gehouden. Uit
de groeikrowmmen on de substraatverbruikkrommen kan de groeisnelheid
als functie van de substyagtconcentratic bepsald worden-tabel 23, De
grocisnclheidsconstante kan, met behulp van de economische co&ffi-
ciént, omgerzet worden tot de waarde 1/F d5/dt. In de figuren 27, 29
en 31 zijn de verzadigingskrommen voor groei op n-trideeaan, n—hexa=
decarn en n-nonadecaan weergepeven. Tn de figuren 28, 30 en 32 zijn
de overeenkomstige Fadie-diagrammen uitgezet, De waarden van de ver-
radigingeconstante K; zijn oppenomen in tabel 24, In deze tabel zijn
naast de waarden van Kg opgenomen de waarden van 1/P d%/de

De waarden van /P d5/dt zijn in dit geval icts hoger dan  volgens
6.3,

bDe resultaten tonen aan  dar voor lagere waarden van de n-alkaancon-
centratie in de oliefase, de groei zfhankelijk wordt van deze con-
centratie. De afhankelijkheid kan beschraven worden met behulp van

de verzadigingsvergelijking.

6,5, Oppervlaktelimitering.

Bij stofoverdracht door dircet contact 13 het theoretiseh mogelijk,
dat bij hoge glsteoncentraties het grensvliak geheel bezet is met
gistcellen. In dit geval zvltlen uwiteluitend de cellen aan hat greng=
vlak vermenipvuldigen. De groeil is dan pelimiteerd deor het beschilk-
bare oppervlak, Tijdens de groei worden de verschillende substraten
verbruikt. Tegen de tijd dat de hoge drogestofconcentratie be-
reikt is, kan een substraar zover verbruike zijn dar de congentra-
tie van dat substraat limitercnd is. Dit geldt dan met name voor de
n-alkaanconcentratie. Dit kan voorkomen worden, deor uit te gaan
van een zeer hoge entconcentratie.

n fig. 33 - cabel 25 - zijn de resultaten WeErgegaven van een twee=
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tal grociprocven op n-=hexadecasan.

Bij desze proeven, gelijktijdlyg ingeszet, =ijn alle omstandigheden de-
zelfde. De enting Is cvencens deselfde, nasy kwalitelt en hoeveel-
heid., Slechts de olichelasting en do oliesamenstelling zijn ver—
schillend.

Voor hoge n-alkaanconccutratics ls de grosi  onafhankelijk  van de
concentratic, Het versehil {n oliesamenstelling (80 X n-hexadecaan
bij proef no, 1, 50 & n-hexadecaan bij preef no. I)  heelt geen
invioed. Een mogelijke concentratielimitering wordt dooe het opge-
voerde n-loxadecaan gehalte vermedan, Uil het bovenstaande blijke,
dat de proeven slechts verschillen in oliebelasting.

De oliclbolasting is laaspg gchouden, opdat bij benadering het grens-
viak evenredip zal zijn met de oligbelasting.

Voor de cxponenbli@le periode Ls in beide gevallen de grocisnel-
hejdgronstante (.67 10="/s, Bij cen vaste stofconcentratic van
7.86 kg/m?  paar voor proef I de groel over inm de fase dF/dt - conr
stant = 1.9 10°% kg/m¥s, Alkaacconcentratielimitering kan in  dit
punt nog niet optreden, Er is gean wuurstef- of andere limitering,
want bi] proef 2 bILijft de pist bij deze vaste stofeoncentratie
in de  exponentiétle periede. Bij een vaste stofconcentratic  van
5. 24 kg/m3 maat voor proef 2 de grocl over in de fase di/de - con-
sgtant = 3.3 10°% kg/m* =. Alleen het grensvlak is in beide geval-
lTen verachillend en dus moet de overpang van  cexponentile  pericde
naar lineaire periode con gevelp zijn van grensviaklimitering,

Het grensvlak kan Timiterend zijn bij de overdracht van n—alkaan van
olinfase nasr waterfase. Aanpetoond is echrer dat voor n-hexadecsaan
de stofoverdracht via epgelost n-alkasn volkomen e verwaarlozcn is,
zodat dere vorm van limitering uitgesloten is, Het grensvlak kan ook
limitercnd zijn ten eanzien van het aanta! cellen, dar zan het
grensvlak een plaats kan vinden, BLj de overgang 15 het uyrensviak
volledig beeet, Wadat her grensvlak volledip bezet is, groeien al-

188n de cellen aan het grensviak - N acciaf - waarbij N het

acticf

aantal cellen per md olie voorstelt. Daar N hij wolledige op-

actief
pervlakte bezetting constant is, zijn dN/dt en 4P/dr constant,

De gegevens in tabel 25 toncn asn, dat bij] overganp van expouentidle
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fase naar de lineazire fase de gist/olie verhouding dezelfde waarde
heeft,

In prineipe zou, na de overgang, dN/dc langzaam moeten afnemen. Er
is verbruik van n-=lkaan, zodat de olicbelasting en dus het fase-
grensvlak steeds kleiner wordt., Een volledig "bozet” gransviak wil
echrer zepgen dat er wel open plekken zijn, mear dat deze plekkan
¢lk voor zich kleiner zijn dan de doorsnede van een glsteel, Een
nisuwwe gisteel kan zich dus niet meor azn het grensvliak invoegen,
maar er is wel gpeling. Bij kleiner worden van de druppels door al-
kaanverbruik zal, binnen zckere grenzen, de bezetting dezelfde blij-
ven.

Men kan nu een grove schatting maken van de druppelgrootte, indien

bekend i3

2) het verband tussen droge stof en aantal gistcellen
b) de gemiddelde afmetingen van de gisezel

¢) de rangachikking van de cellen aan het gronsvlak

Het verbend tussan droge stof en aantal gistcellen is, uit metingen,
bekend. Voor Candida lipclytigﬁ gebweekt op n-alkznen in de reeks
f-hendecasn  tot w-oetadecaan geldt, onder de eerder geschetste
proefomstandipheden, dat 1 kg, droge stof = 225 101 cellen. Als ge-

middelde afmetingen van Candida lipolytiea werd gevonden 13 u % 4 u,

{microscopisch bepaald)., Als cxtreme mogelijkhaden van de rangschik-
king van de cellen zan het grensvlak kan zelden :

alle cellen bevinden zich met de lange as evenwijdip aan het grens—
vlak - fig. 34, celrangschikking I.

alle cellen bavinden zich met de lange as loodrecht op het grensvlak
= fig, 34, celrangschikking 2,

Voor de gemiddelds  druppeldiamter gelard®= 6 59 / O?\ wazrin B° de
oliebelasting en 0" het specifick grensvlak.

Voor de berskeningen moet echter niet worden vitgegaan van het fase—
grensvlak, maar van het boloppervlak, waarop de "doorsneden™ van de
gistcellen zieh bevinden,

Tn de figuren 35 en 36 is, wveoor helde mopalijkheden van celrang-

schikking, de gemiddelde druppelgroctte uitgezet als functie van het
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toerentsl, Uit de figuren blijkt, dat de gemiddelde druppeldiameter
afneemt mer toonemend teerental.

Getracht is de druppelgroatte rechtstreeks te bepalen. Op dere wijzo
kan het verband tussen tecrental en  pomiddelde druppelgrootte geves
rificerd worden, Tevens kan dan bepaald worden, welke celrangschik-
king optreedt bij de fermentatieproever.

Len meting van de gemiddelde druppelgrootte met behulp van  trucbe-
lingsmeringen is niet mogelijk, omdat de arowezige glstecllen en
Juchthellen evenaans bijdregen tot de troebeling. Om dezelide reden
kunnen ook anderc metingen, bljv. met de Coulter counter, nicl wors
den tocgoepast. Bepaling van de druppelarootte met behulp van een mi-
aroscoop bleek  evencens onmogelijk., Tn het monster bleken allaen
zear prota druppels  (dismeters groter dan 100 p)  en zeer Kleine
druppels (diameters kleiner dan | u) aanwezig. Hiaruit kan hesloten
worden, dat de aanwezige druppels (met witzondering van de kleinste
druppels} samengevloeid wvaren., De druppelgrootte—verdaling  in het
monster komt dus nict oversen met de druppelprootte-verdeling in het

cultuurmedium in het fermentatievat,
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7. GROE|I OF 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 ulteenvallen van de groeikromme van een culryur, die
twee koolstefbrennen bevat, in twee groeikrommen gescheiden deor cen
lapgperiode. Bij bepaalde combinaties van koolhydraten, glucose/
gaccharoge onder andere, worden beilde substraten gelijktijdig ver-
bruike, Bij andere combinaries, bijvoorbeeld glucose/galactose,
worde eerst de glucose geheel verbruikt, Hierna treedt een lagperio-
de op, waarna de galactoge verbruikt wordt,

Bij de produktie van eiwit ultgaande van koolwaterstoffen als kool-
stofsubstraat, worden n-alkanen met meer dan 10 C~atomen toegepast.
De paraffinen worden verkregen door behandeling van aardeliefracties
met moleculairzeven of door ontparaffineren van aardoliefracties.
Soms wordt uitgegaan van onbehandelde aardoliefracties. Van welke
grondszaf ook wordt uitgegssn, steeds bevat de grondstof een groot
santal verschillende koolwaterstoffen, die in aanmerking komen als
substraat., Het ls nict uitgesloten dat bij groei van micro=organis-—
men op  koolwaterstoffen diauxie optreedt. De groei van gisten op
mengsels van n-alkanen dient onderzocht te worden,

Bij de ladingsgewijze produktie wordt uitgegaan van entmateriaal,
dat is voorgekweekt op koolwaterstoffen, HNiettemin treedt na enten
een lagperiode op. Laine (58) heeft gesteld, dat dese lagperiode
gedlimineerd kan worden door het entmateriaal in asn voortrap te la—
ten groeien op koolhydraten, Men zou echter verwachten dat door
voorkweek op koolhydraat de lagperiode verlengd zou worden in plaats
van gedlimineerd. Een onderzoek naar diauxie bij greoei op mengsels
van koolhydreat en keolwaterstef is eveneens noodzakelijk,

Het onderzoek heeft tot nu toe betrekking gehad op mroei op enkel=-
voudig koolstofsubstraat, Het entmateriaal was steeds voorgekweekt
op het toepepaste koolstofsubstraat. Bij groci op meervaudig kool—
stofsubstraat doet zich de vraag voor of het verschil maakt, op
welke van de twee koolstofbronnen het entmateriaal is voorgekweeke.

Het voorkweken = anders dan reeds in 2.1, is behandeld = moet worden
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nagegaan,

7.1, Voorkwcken van do gist,

De proeil van Candida lipolytice C.RB.8. 5%9 op, achrereasnvalgens, n-

hendecaan tot ¢n mel n-oceladecaan, met entmateriaal voorgekweckt op
n-tetradecaan (Fip, 37), n-pentadecasn (fig., 39), n—hexadecsau (fig.
38), wn-heptadeczan {tig. 40) en op een mengsel van n-hendecaan tot
en mef n-hexadecaan (fig. 41), is nagegaan. De hooveclheld esntmata-—
riaal is bij de wverschillende series verschillend, De serics mogen
daarom onderling njer zonder meer vergeleken worden, Rinnan een se-—
rie is de hoeveelheid en de kwalitelt van de entgist dezelfde. Do
waarden in cen seric kunnen wel onderling vergeleken worden. Do ose-
ries zijn meerders melen herhaald. Te gegeven kolommendiagramnen
zijn representaticef voor de verkregen  resultaten. Uit de kelommen-—
diagrammen blijhkr @
bij voorkweel: op n-tetradecaan en n-hexadecaan

groel op n-tridccaan @ groci op n-totradecaan

grocl op nehexadecaan ¢ groel op n-~heptadecaan
bij veoorkweek op n-pentadecran en n-heptadecaan

groel op n=tridecaan wgroeil op n-tetradecaan

sroiel op n-hixadecaan aproel op n-heptadecaan
Het maakt verschil op de gist, bi) groel op n=hexadecaan, 1s voor-—
gekweekt op n-hexadecaan of op n-pentadecegan. Het maskt dan waar—
schijnlijk meer verschil of de gist, bij grocl op n-hexadecaan, 1is
voorgekweekt op n-hexadescaan of op sen keoolhydraat., Daarom is bhij
elk mengsel de proel nagegaan mat entmateriaal voorgekweekt op kool-
stofcomponent no. 1 en met entmateriasl voorgekweekt op keolastofcom-

ponent no. 2.

7.2. Meetmethoda,

Monod maakte, voor het gantonen van diauxie, gebrulk van troehe-—

lingsmetingen. fezien de goede resultaten die bij het onderzock wer-
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den verkrepen 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 bilijkt, dat bil het mengsel
glucose/galactose diauxie aptreadt. De controle op de geschikrhaid
van de titratiekyremme werd daarem uiltgevoerd met het mengsel gluco-

se/galactose. Daar echter Candida lipolytica C.B,S, 599 slechts

groeit op glucose, werd Candida tropicalis C.B.5. 94 toegepast, De

titratiekrommen voor de groei van Candida tropicalis C,E.S. 94 op
glucosc/gelactose, met entmateriaal voorgekweskt op glucose (fig.
42) en met entmaterizal voorgekweekt op galactoge (fig, 43), tonen
duidelijk het optreden van diauxie. Vergelijking met de titratie-
krommen veor de groel op glucose (fig. 44) en de zroel op galactose
(fig. 45) bewijst, dat onafhankelijk van de koolstofbron waarop de
gisr is voorgekweekt, steeds eerst glucose word: agngetast. Uit de
vorm  van de  krommen, vooral uit de vorm van de diauxische lag,
blijkt dat de groel op galactose al een aanvang neemt, voordat de
glucose geheel verdwenen is. Uit het voorgaande bLlijke, dat titra—

tiekrommen geschikt zijn voor het aantonen ven diauxie.

7.3, Groei van gisten op mengsels van koolhydraat en koolwaterstof.

De titratiekrommen voor de grosi van Candida tropicalis C.B.S, 94

op glucose/n-hexadscaan, respectieveliik met entmateriaal voorge-
kweekt op glucose (fig. 46) en met entmateriaal voargakwaekt op n-
hexadecaan (fig. 47), vertonen evencens duidelijk diauxie. Bij het
ingaan van de diauxische lag werd de hocveelheid n=alkazn per m?
sultuurvleeistef gaschromatografisch bepaald. Het n-alkaan is, bij
het ingaan van de lag, nog in de corspronkelijke hoeveelheid aanwe=
zig. De lagperiode is veel duidelijker dan hij de krommen van 7.2.
Ri} voorkweken op n-hexadecaan iz de  disuxische lagpericode geringer
en de groeisnelheid op n-hexadecasn groter dan bij  veorkweken aop

glucose. Hicruit blijkt dat voor Candida tropicalis C.B.S. 94 hij

aroei op n-hexadecaan, een voorkweek op glucose nadelipg is,

De titratiekvommen voor de groei van Candida tropicaliz G.B.5. 94
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vp galactose/n-hexadeczan, respectievelijk met entmateriaal voorge-
kweekt op galacrose (filg. 489) en mer entmateriaal  voorgekweekt op
n-hexadecaan (fip. 49), vertonen evencens dfauxie, De diauxie is veel
minder uitgesproken dan bij plucose/n-hexadecaan, =zelfs minder dan
pij glucese/galactose. Wit fig, 49 blijkt dat de afbraak van het n-
hexadecaan (gaschromatoprafisch bepaald) bepint, lang voor het ga-
lactose geheel verdwenco is. De volgende afbraskvolgorde bLlijke te
bestaan

plucose

palactose

n—haxm’] f£2ORaN
ongfhankel Ljk vapn de koolstofbron waarop de pist ig voorgekweektl.
De Litpatiekrommen wvoor de groel van Eiﬂﬁiﬂﬂ_liﬂﬂliEicﬂ C.B.5. 59%
op glucose/n-hexadecaan, respecLievelijlk mer  entmateriaal  voorge-
kweckt op pluccse (Fip, 50% cn met entmateriasl wvoorgskweekt op n-
hexadecaan (fip. 513, tonen aan det er in dic geval nauwelijks di-
auxie optrecdo.
De stelling van Leaine (58) dar de lapperiede bij proei op n-alkaan
gutlimincerd wordt door voorhweek op koolhydraat, is in ziju alge-

meenheid onjuist. Bij proel van Candida tropicalis C.E.5, 94 op n-

hexadecaan wordl M|  veorkweek op galactose de lagperiode  vermin-
derd, hij voorkweek op glucose dasrentegen de lagperiode vergroot.

gij groel var Candida lipolytices C.2.%. 5%% op n-hexadecaan worde

bij voorkweek op glucose de lapperiode gedlimincerd. Voor elke soort

moet nagegaan worden, welk koolhydraat het gewenste effect heeft.

7.4, Groei van gisten op mengsels van twee koolwaterstoffen.

"

D¢ titratiekrommen voor de groei van Candida lipolytica C.B,5, D599

op mengsels van twee n-alkanen vertonpen geen diauxie — flig. 52, 53
en 54 -. Dit wil zepgen dat bij mengsels van n-alkanen de gistcel

alle aanwezipe n—alkanen gelijktijdig aantast, onafhankalijk van het
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n-alkaan, waarop het entmateriaal is voorgekweekt.

In tabel 26 is voor enkele proeven het verloep van de hoeveelheid
n=alkaan per m? cultuurvlceistof (gaschromatografische bepaling) met
de tijd gegeven. Uit de getallen blijkt, dat inderdasd da aanwezige
n-alkanen gelijktijdig verdwijnen. Hiermee ig her hawiis, dat er

geen dimuxie optreedt bij de groei van Gandida lipolytica £,B.S. 599

op mengsels van n-alkanen, rechtstreeks pepgeven,

In 6.3, is aangegeven hoe I/F dS/dt bepaald kan worden door in de
groeisnelheidsconstante 1/P dP/dt de waarde dP/dt te vervangen door
het produkt van economische coBffici¥nt en d§/dt. De waarde van 1/P
ds/dt  kan echter ook bepaald worden door uit te gaan van de sub-
straatverbruikkromme. Uit de substraatverbruikkromme velpt de waarde
van d$/dt. Comhinatie van dS/dt en de bijbehorende waarde wvan P
gzefr 1/P d5/dt,

In fig. 55 is de groeikromme voor groei van Candida lipolytica C.B,

5. 599 op het mengsel n=pentadecaan/n-hexadecaan pegeven. Het aantal
gaschromatoprafische bepalingen van het n-alkaan is betrekkelijk ge-
ring en een rechtstreekse constructie van hat A5/tijd-diagram daarom
onnauwkeurig, Voor de exponentiBle groeiperiode is achter ina8 rechs
evenredig met de tijd, Uit het verband (inag)/tiid kan veor elk
tijdstip de waards vanss en desS/tijd-kromme bepaald worden, 1o fig.
56 is de verbruikkromme vaor n-pentadecaan, in fig. 37 de verbruik=
kromme voor n-hexadecaan geconstrueerd. Op elk tijdstip is nu de
waarde ven d5/dt voor n-pentadecaan en de waarde van dS/dc voor n-
hexadecaan hekend. Daar azngenomen kan wordenm dat elle cel toevoer
krijgt van beide n-alkanen moeten, om 1/F 45/dt te verkrijgen, de
waarden van d§/dv gecombineerd worden met de totale drogestofooncen-
tratie P. Uit tabel 27 blijkt dat 1/P 45/dt per n-alksan constant is
en gelijk aan 0.42 107%/s. De totale wazarde van /P dS/dt is dan
0,84 107%/s. Dit is volledig in overeenstemming met de waarde ge-
noemd in 6.3. Voor n-dodeecaan is de waarde afwijkend : 0.64 10-%/s,
Bij groei op uwitsluitend n-dodecaan moet 1/P d8/dt tweemaal zo groot
zijn : 1.28 107%/s. In 6,3, werd gevonden 1.17 i07%/s, zodat ook

voor n-dodecaan de overeenstenming zeer goed is.



7.5, Crocl op mengsels van wmeer dan twee keolwatersteffen,

flet onderzoek nanr de groel op mengsels van wmeer dan twee Koolwater—
stoffen iz uitgevoerd met gasolia, De ladingsgewijze proeven werden
in verschillende stadia van ontparaffinering afgebroken en de olie-
fase paschromatagrafisch ondarzocht, In [ig. 5 is cen gaschromato-
gram van de¢  onbebandelde gasoliec en in fig. & cen gaschromatogram
van de gedeeltelijk ontparaffinesrde gasclic weergegeven. De vesul-
taten xijn opgenomen in tabel 28. Ulc de gegevens blijke, dat alle
n-alkanen galijktijdig en in dezelfde mate verdwijnen, hetgeen vol-
ledig in overcenstemming is met hetgeen pevonden werd voor mengsels

wvan. alkanen.



SAMENVATTING

In 1963 werd een proces voor de bereiding van een eiwit-vitaminen-—
concentraat, op basls van procl van micro-organismen op n—alkanen,
bekend gemaakr, UDoor deze publicatie 1s de belangstelling woor de
aantasting van koolwaterstoffen door micro-organismen sterk toega-
nomenrn.

Informatie over de stofoverdracht bij groei wan micro=organismen op
koolwaterstoffen is echtar niet beschikbaar, Het in dit  proef-
schrift bheschreven onderzoek Lad tot doel de grondslagen van de
stofoverdracht teoe te passen op het ganoemde eiwit-vitaminen-concen-—
traat-proces, teneinde de megelijkheden an de beperkingen wvan het
proces na te gaan.

In hoofdstuk | wordt, na een kort overzicht over het onderzock nasr
de aantasting van koolwaterstoffen door micro-erganismen, het bio-
synchese proces besproken,

In her volgende hoofdstuk wordt nagepsan, welke micro-organismen
toegepast kunnen worden. Als micro-organismen zijn gekozen de gisten

Candida lipelytica ¢.B.8. 599 eon Candida tropicalis C.B.S. 94. De

keuze wordt toegelicht. De eisen welke de micro-orgsnismen stalien
aan subzrraar en milieuw, worden gencemd. De meetmethoden welke in
zanmerking komen om de groei kwantitaticf te volgen worden be-
sproken, de bruikbaarheid en de nauwkeurigheid proefondervindelijk
vastoesteld.

Het ontwerp van het fermentatievat wordt besproken in  hoofdstuk 3.
De opstelling en de regelinstallaties, noodzakelijk om het proces te
realiseren, worden beliche,

Wadat in hoofdstuk & 1is aangegeven hoe de groel mathematisch kan
worden beschreven en kort is ingegaan op de reactiekinetiok, worde
in hoofdstuk 5 de stefoverdracht behandeld. Aangetoond wordr, dat de
groel van gisten op n-alkanen niet verklaard kan worden met behulp
van stofoverdracht via oppelost n-alkaan. fTeneinde de proel Le ver—
klaren, wordt gebruik gemaakt van de hypothese opgesteld door John-

son : het micro-crpanisme verblijft aan het olie-water grensvlak, de
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lange n-alkaanketens worden san declt van her  fosfelipid-micel vao
het celmembraan on ar bastaat cen lyofobe weg van de buicenzifjde
van het celmembraan naar hel ensymopperviak,

Tn hoofdsruk & worden de groeikrommen voor de groel van Gandida li-
polytica op de versahillende nealkanen hehandeld. Voor de grocisnel-
heidsconstante worden waarden gevonden van 0.32 107%/s tot 0,69 1o
/s en voor de economischice colfficifnt waarden van 4% - 83 7, afhan-
kelijk van het tocgepaste n-alkaan.

Aangetoond wordt, dat de waarde 1/7 d8/dt, de verbruikie hoeveelheid
n-alkagn per tijdscenheid per gewlchtscenheid migro~organi smen, cOn-
stant 1x, 1/P d5/dt heefr echter bi] stofeverdracht via opgelost n-
alkaan een andere waarde dan bij stofoverdracht door Jirect contact.
Voor lage n-alkaan-concentratie in de olie wordt de n-alkaan-concen—
rratie bepalend voor de groei, Voor hoge pist/olle verhouding wordt
hel fascpgrensvlak bepalend veor de groei. Ultgeande van een bepaal-
de celvrangschikking aan har oppervlak van de oliedruppel kan de dia-
metar van de oliedruppels berekend worden.

Tn hoofdsluk 7 wordr de proel van Candida tropicalis en Candida li-

polytica op koolstofsubstraatmengsels behandeld,

ﬁij_;;;;i van Candida tropicalis op glucose/galactose, op slucose/n—
hexadecaan en op palactosc/n-hexadecaan trad een diauxische lappes
riocde op.

Bij groei van Candida lipelyciea op glucose/n-hexadecaan was de di-
auriache lag echter zeer gering en Lij groei op mengsels van n-alka-

nen nict neer aantoonbaar,
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SUMMARY

The utilization of variocus hydrecarbons by microorganisms has re-
vently  received a good deal of attention, It has been suppested
that petroleum might serve as & 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
thig process microorganisms were grown on crude petroleum fracticns,
The growth of micreorpanisms on hydrocarbon  substrates has not been
thoroughly studied in terms of mass transfer, The purpese of this
investigation has been to apply the principles of mass transfer to
the blochemical process involved, in order to gain insight inte the

possibilities and limitations of the preocess.

Chapter | deals with the process proper,

In Chapter 2 the limitations of enrichment=culture techniques are
discuszad. For the study use was made of culture-collection strains,
Candida undoubtedly are the one group of yeasts best recognized in
respect to the capacity to utilize n-alkanes, Scresning of Candida

species shoved that Candida lipolytica C.B.5. 399 and Candida tropi-

calis C.B.5. 94 were usable. Both Candida lipolytica and Candida
tropicalis did not grow on unsupplemented mineral salts/n-alkane me—
dia, Tt was shown that on 2 mineral salts/n-alkane medium, fortified
with yeast extract, adaptation could be accomplished within 24 hours
after transfer from az carbohydrate to a hydrocarban medium.
n-Alkanes ranging from n-hendecane (Cp;) through n-nonadecane (Cjq),
dissolved in liquid paraffin, were used. The liquid paraffin did not
support growth. No evidence of co—oxidation was detected,

Cell coneentration was measured by drying and by determining sedi-
mentation height in a hematacrit tube, n-alkane concentration by
gaschromatography and refractive index. Before measuring, all sam-
ples were treated with Teepol. Mrowth was followed by measuring the
ameunt ¢f basc as a function of time,

A short description of shake flask, fermentation vessel and set-up
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- including the pll, tempueratuee and oxypen control systems - is gi-
van in Chaptor 3.

The growth of aicroprpanisms  and the reaction kineties 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 p-alkane cannot explain the growth of yessts, The bypothe-
2iz of Johnson is uscd. The organism attaches itself fo a droplec of
alkane and the lonyg aikane chains  become & part of the phospholipld
micelie of the vell membrane, There exists a Lyophobie pathway from
the outside of the cell membrane te the locus of the enfyme respon-
sible for the primary attack on rhe hydrocarboo.

When growving on n-hendecane and n=dodecane the n-alkane is transfer-
red through dissolution and through  the Jobngon direct contagt me-
chanism,

When gprowing en n-tridecane and  higher nrgikanes  the o-alkane 1s
transferred through direet contact only,

In Chaprer 6 growth curvas for n-alkane - grown cells on n-alkanes
are givan, Crowth rate constants of  0.32 1078/ - 0,69 107475 were
found during the oxpenential growth phase. Uell yields were 45 - 357
based on n-paraffin utilization, weight conversion hasis.

When uzing lower alkancs (¢ = Cpp)  the n-—alkane  consumption  was
correctad for cvaporation.

The specific rate of n-alkanc consumption - L/ d5/dt - was shown o
be constant, The values for mass transfer through dissolved n-alkane
and for mass transfer through direct contact differed. The culture
appearad to exhibit minimum growth in the Opz - Gpy range. This mi-
nimn is axplained,

For low n-alkane concentraticns in the o1l the n-alkane conceéntra-
tion became rate-limiting.

Far high ycast/oil ratics the interphase area became rate—limiting.
By assuming a certain cell-configuration the diamerer of the oil-
drops could be calculated.

In Chapter 7 prowth on mixtures of carbon sources L& shown. (rowth

of Candida tropicalis on 2 plucese/galactase mixture showed diauxic
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{diphasic) lag, both with glucese=grown and galactose-grown cells.
M oa glucnsé/n—hexadecane mixture the diauxic lag was very pronoun—

ced,

Crowth of Candida lipolytica on glucose/n-hewxadecanc showed hardly

any disuxic lag. On n-alkane mixtures no trace of diauxic lag wasg

found,
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TABELLEM

Tabel 1, Har voorkweken van gisten op koolwaterstoffen.

Farmentatievat

Micro—organismen

Koelwaterstof
Eerste entinp

Tijd tussen overentingen

Micro-organisme C.

schudkolf

: Candida tropicalis C.B.5. 94

Candida lipolytica C.B.5. 599

i n-hexadecaan & kg/m? cultuurviceistof.

: vanaf schuine buis apar.

24 uur.

Hoeveelheid entvioelstaf 2

kg dropgestof per m?,

na 24 wur

trop. C. lip. 9. trop. C. lip.
ml 2 ml 1/4 ml /4 m
3.29 316 2.51 2.64
3,38 3.55 2,63 2.58
3.31 346 2,62 2.65
3.35 - 2.65 2,77
3.13 3.22 258 2.72
319 - 2,67 2.76
3.30 3.78 2,70 2.71
3.09 3.43 2.76 2.51
3.46 2.7t
3.39 2.65
3.46
3.57
3.56
3.57



Tabel 2. Onderzoek gistsoorten.

Fermentatievat : schudkolf.

Koolwaterstof : n-hexadecaan, & kg/m® cultuurvloeistof.
Candide lipolytica C.B.5. 539% - groel goed
Candjda lipolytica N.C.¥.C. I53 - groei slech:
Candida troplealis C.E.S, 94 - groei goed
Candida.;;opicalis N.C.¥.C. 4 - groei goed
Candida intermedia C.B5.5. 572 - groei goed
Candida intermedia M.R.R.L. = Y 6328-1 - groei goed
Candida urilis N.C.v.C. 193 - groei matig
Candida utilis N.C.Y.C. 321 - proel matig
Candida guilliermondi N.C.Y.GC. 145 - greei goed
Candida rugesa N.C.Y.C. 130 - groei goead
Candida pulcherrima C.B.S. 610 - groel goed

Candida reukauffii C.B.S. 1903 - groei matig




Tabel 3.

Farmentatievat
Micro-organisme

Koolwaterstof

Tijd tussen overentingen

Hoeveelheid enting

Gistextract

# begin
0 0.0t
2.002 0.01
0.004 0.01
0.008 0.M
.02 0.01
Q.04 0.01
0.038 0.01

Invloed gehalte

eind

(AT - R R S

.78
05
.53
A8
LGB
.20
.98

Droge stof

glstextract.

: schudkelf.

i n—hexadecaan

24 uur.
1/4

ml

berin

0.003
0.008
0.011
0.
o]
0
0

arl

Ol
008
.nog

o

4]

in kg/m?

: Candida rrepicalis C.E.5. 94,

kg/mt cultuurvlecistof.

cind

0
1

SR F I - (N ]

_21
.94
.89
.63
L4l
.00
.56

hepin
0.00]
0.008
0.008
0.011
g.oto
0.013
0.011

cind

2.26

2.50
2.52
2.80
2,55



Tabel 4, TInvleed toevoeging groeistoffen.

Fermentatievat ¢ schudkolf.

Micro-organisme : Candida intarmedig C,B.%. 372.
Koolwaterstof : n-hexadecsan 8 kg/m? cultuurvloeistof.
Tijd (uren) na Drogestaf in kg/m3.

aanvang proef, A B c n
0 0.02 0.02 0.02 0.02
17 - 0.02 0.18 0,03
26 - 0.05 2.30 c.07
42 - 1.10 2.80 1.90
49.5 - 2.05 3,13 2.10
67 - 3.00 3.35 3.00
70 0.05 3.45 3,30 3.40
A = =zonder groeistoffen.

B = 8 mg biotine per mi.

C = 0.2 kg gistextract (Difco} per m°.

D = vitamine=toevoeging volgens Ter — Karapetyen.



Tahal 5. Groei van gisten met en zonder toevoeging van het schuim-

bestrijdingsmiddel Antifeam-C (Dow Corning).

Fermentacievat t gchudkolf.
Micto-organisme : Candida tropicalis C.B.S. 84.
Foolwaterstof : n—hexadecazan 8 kg/m3 cultuurvlceistof.

Tijd (uren} na Droge stof Rg/m3 Tijd €uren) na Nroge stof kg/m3

aanvang proef gean Ancifoam—C aanvang proef Antifoam-C
30 p.p.m.
0 0.04 0 0.04
19 1.30 17 1,52
22 2,02 21 2.33
24 2.20 24 2.87
42 1.20 40 318
45 1.35 43 3.21
48 1.30 45 2.97
48 2.85
69 2,90

Eindconcentratic zonder Antifeam - vioeistof 1.30 kg/m? 257 k“/m3
schuim [.27 kg/m®

met Antifoam 2,90 kp/mi¥
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Tabel &, Tnvloed concentratie Antifeam-C (Dow Gorning).

Fermentatievat ! sehudkolf.
Micre=-organisme : Candida tropicalis C.B.5. %4,
Kooluaterstof : n-hexadecaan § kg/m? cultuurvlocistof.
Duur van de proef * 24 uur.
Enting : 0,013 keg/md,
Antifoam—C (p.p.m.) Droge stof (kg/m?)

30 2.83

60 3.03

120 2.561

240 3.19

383 3.11

617 3.40
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Tabal 7. f(iroei van gist op pristane en vicelbare paraffine.

Fermentaticvat
Micro—organisme

Foolwaterstal

FKoolhydraat

Nuur van de proel

Lnting
pristane dr. stof
kg /w? g /m”
8 0,206
16 .28
24 0.32
vi. par. dr. stof
lichy
kg /m? kg /m?
3 0.17
16 0.30
24 G.33
vl. par. dr. stof
Zwaar
kg/m3 ke fm?
3 _
16 0.09
24 0.13

+ schudkolf.

: Candida lipelytica C.B.5. 58%.
t pristane, vlceibare paraffine

fractia), vlceibare

fractie).
i glucose.
20 uur,

:0.03 kg/m?.

pristans
kg/ma
&
16
24

vi, par.
licht
kg fm®

16
24

vl. par.
EWART
kp/m?

16
24

glucose
kg /m?
10
10
10

glucose

kg /m?
10
10
10

glucose

kg/m?
10
10
10

paraffine

(lichre

(zware

dr. staf
keg/m?
4.2
4.2
h.b

dr. stof

kg/m?
4.2
4.3
4.1

dr. stof

kg/m?
4.2
.3
4.2



Tabel §. Verband droge stof en hoeveelheid loog getriteerd.

Economische coB8fficidne,

Fermentatievat
lHiero=organisme

Koolwaterstof

Droge stof
kg

8.58
£.29

: volgens 3.2.

i Candida lipolytica C.B,5. 399.

: n~hexadecaan.

NH,OH (2.875 N)
ml
44 28
20,26
25.91
25,57
29.78
44.57
52.88
25.34
29.35
9.76
17.29
32.32
22.46
7.77
27.52
29.31
2.90
2.34
15.85
5.18
7.50
12.62
2.67
4.11
24,69
17.25

n—Hexadecaan

kg
18,
9,
11.
10,
12,
17,
21,
9,
13,
4,
3.
13.
9.
3.
11.
1.
1
5.
8,
2.
3.
3.
1
1

55
20
50
63
69
53
59
34
47
42
08
93
21
Q7
50
74

.58

73
&35
19
21
63

37
.74

Economische

co8fficiBnt

0.97
n.79
0.97
0.80
a.80
0.87
0.80
Q.60
0.74
0.77
0.66

0.76
0.92
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Tabel 8. (vervolg)

Droge stof i, 00 (2.875 W) n—Hexadecaan Lopnomische
kg m! kg coéfficiént
17.81 56.98 - -
i .48 470 - -
2,464 10.57 - -
0.93 3.40 - -



Tabel 9. Verhouding specifiek oppervlakken.

Gaschromatograaf
Brugstroom

Temperatuur

Oplosmiddel

n—tridecaan/n-tetradecaan

Gewichts-
verhouding
0.8%0

1.830

0.513

gemiddeld
stand,

deviatie

Verhouding

3pec.opp.en

1,033
1.017
1.019
1.027
1.031
1.024
1.035
1.031
1.033
1.020
1.037
1.041
1.047
1.057
1.037
1.033

0.010

130 m 4,

n-tridecaan — n-tetradecaan
n-pentadecaan = n-tetradecaan
n-hexadecaan - n-tetradecaan

: tolueen.

: F en M, model 500.

: n—dodecaan - n-tetradecaan

160°

160°
200°
200°

[ I T T |

n—pentadecaan/n~tetradecaan

Gewichts~-

verhouding

0.477

0.929

2,692

gemiddeld
atand.

deviatie

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

Verhouding

Spec.opp-en
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Tahel 90 (vervoig)

Overzicht. Basis : speclfiek opp. n-tetradecaan = |
n—doedecaan spec. opp. 1.08
n-tridecaan 1,03
n—tetradecaan !
n—-pentadecaszn 0.98

n-hexadecaan 0.94
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Tabel

Bepaling alkaangehalte door monstername en extractie,

Gaschromatograaf

Brugstroom

Temperatuur

HMonster
Extracrie vlgeistof

Inwendige standaard

menster

=

R S

+)

.889
L7912
.371
.353
.238
872

gemiddelde van

Gewicht

extractie

vleeistof

4,597
4,638
4,614
6.004
4.790
4.628

v T oen M, medel 500.

120 w A,
200° ¢.

: n-hexadecaan in cultuurvleceistof.

talusen,

! n-tetradecazn (epgenomen in tolueen).

n-terradecaan verhouding

gew, & pick opper=
tolueen  vlakken
5.000 1.042
3.000 1.072
1.000 0.815
1,000 1.064
1.000 ,938
1.000 0.958

4

gemeten

.78

4.79
1.37

1
I
1

gaschrometografische bepalingen.

37
.28
.29

n-hexadecaan

.79
.79
L34
L34
34
34

ingewogen
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Tabel {i. Invleed van de keerschotten en de afdichting van de schued-

kolf op de gistgraoei.

Fermentatievat
Micro—organisme
Foolwaterstof
Enting

Duur van de proef
Afdichring

Zé&n laag verbandgaas
vier lagen vetbandgaas

laag vette watten

vette watten prop

108

zchudkolf.

: Gandida tropicalis C.B.5. 94.

: n-hexadecaan, 8 kg/m® cultuvrvieeistof.

0.014 kg/uw?,

24 uor.

Droge stof (kg/m?)

met keerschot

3.18 3.14
3.14 2.89
3.01 2.490
31.08 3.8

proge stof (kg/u®)

zander kecrschot

0.17 0.24
.50 .16
0.29 0.24
0.21 0.28



Tabel 12. Invload van de luchttoevoer,

Fermentatievat
Miero-organisme
Werkwijze

Toevoer Miller medium

Toevoer olie

Oliesamenstelling
Toerental

Luchttoevoer
m¥/sg vol/vel/min,
7.0 1078 0.65
5.4 10-6 0,50
3.7 10%E 0.34

: volgens 3.2,
: Candida lipolytica C.B.§., 59%.

continu.
: 0.024 1076 mi/s,
: 0,0012 1076 pi/g,
r 50 (gew.) 7 n-hexadecaan.

50 (gew.) % inerte olie.

t 33,3/s
Particel span-—
Instelling Droge stof ning opgeloste
gedurende (gemiddeld) =uurstof (30°C)
{uur) kg/m? mm Hg
24 14.5 70
24 14.2 52
24 14.4 36



Tahel 13, Stofoverdracht via opgelost p-alkaan,

Yermentaticvat : volgens 3.2.
Micro-organisme ¢ Candida lipelycica (L0.H, 599,
Koolwaterstof n-hendecaan o~dodccaan  eenheden

Bij aanvang

Oitebelasting 56 103 39 1073 mA fm?

Oliesamenstelling 50 50 gew. 4 n—alkaan
50 50 rew.h inarte olie

Toerental 26.7 23.3 /s

Diamcter druppels - 14,3 107" 15.4 10-% m

Verzadigingsconc, 3.3 1077 1.0 1073 kg /md

Diffusie coBfficisnt 0.68 (09 0.65 1077 mi/s

Voor P = 2.5 kg/m3

Groeicurve Fig. 13 Fig. 20

Economische coBfficifint 0,48 0,50

Droge stof cone. P 2.5 2.5 kg/m?

Olicbeolasting 49,2 1073 32,5 10-3 w3 fm?

Specifiek oppervlak 20.6 103 12,7 103 m3 /w3

d§/dt berekend vlg, 26 3.3 (e 0,7 103 kg/m3|s

ds/dt berekend vig, 28 4.l 10-% 0,7 10735 ki fm? s

ds/dt gemeten 29,5 100 25.4 107%  kg/n? s

+
volgens 6.5,
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Tabel 14 ., Stofeverdracht via opgelost n—alkaan.

Fermentatievat : wvolgens 3,2,
Micro-organisme : Candida lipolytica C.B,8, 3599,
Koolwaterstof n-tridecgan n—hexadecaan eenhedean

Bij aanvang

Olighelasting 29 0% 31 10-% n?/m?

Olicsamenstelling 54 S0 gew.?% n—alkasn
46 50 gew.Z inerte olie

Toerental 23.3 20,0 /5

Diameter druppels * 15.4 10-® 16.8 10-6 m

Verzadigingsconc, 3.2 10-% 7.7 10=8 ke/m?

Diffusie co¥fficilar  0.62 1077 0,56 10-%  m¥fs

Voor P = 2.5 kg/m3

Groeicurve Fig., 13 Fig. 14

Economische coéfficiént (.52 0.83

Droge stof conc. P 2.5 2,5 kg/m?

Oliebelasting 22,8 10-3 47,1 103 m? /m3

Specifiek opperviak 8.9 102 16,8 103 m? fm?

d5/dt berekend vlg. 2'6_ 0,16 t0=3 0.005 10-% kg/m? =

d5/dt berekend vlg. 28 0,15 1073 6,006 107%  kg/m? s

d8/dt gemeten 23.5 10=3 21.0 10-5 kg/m? s

* volgens 6.5.



Tabel 15. Croeisnelheid en grosisnelheidscongtante, bij groeli op n=

hendecaan, met stofoverdracht door pasabsorptie,

Fermentatievat ¢ wolgens 3,Z.

Micro~organisme : Candida lipolytica C.B.S5. 3499,

toerental (dP/dt)ln (dP/dc)qu /7 dP/dt (P, oplosbaarheid

n-hendecaan

/5 kg/m® & kig/m? s 1/s kefm? kg/m®
30.0 1.74 107" 1,74 10=% 0,58 10-% 3,00 3.24 107°
30,0 Q.54 107"

/e dp/de

0.59 10"
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Tabel !16. Groeisnelheid en groeisnelheidsconstante, bij groei op n-

dodecaan, met stofoverdracht door gasabsorptie,

Fermentatievat : volgens 3,2,

Micro-organisme : Candida lipolytica C.B.S. 599,

toerental (dP/dt)ln (dP/dt)maK 1/7 dB/dt (P)ln oplosbaarheid

n~dedecaan
/s keg/m? s ke/m® s /s kg /3 ke/m3
30,0 0,55 107* 0,55 107" Q.35 10~% 1.00 1,00 t0=%
30.0 0,57
30.0 0.5 v
1/p dp/de
0.56 107"

"3



Tabel 17. Grocisnelheldsconstante hij proei op n~tridecaan en hopere

n—alkanen.

Fermentatisvar
Micro-organisme
Nliebelasting

Oliesamenstalling

Voor de metingeon,

L
gomerkt

T volgens 3.2,

: Candida lipolytica C.B.5. 399,

0.03 a¥/md tor 0.05 m?/m?
: 50 (gew.) ¥ pralkaan,
50 (gew.) 7 inerte olic.
3

is de alishelasting 0.0125 m¥/m? en kan

de oliesamenstelling afwijkend zijn.

n-tridacaan

tocrental  1/P JB/dt
i/s 1/s

3.3 0,45 10"
23.3 G.43 "
23,3 D.44 "

1/P dP/dt

0.44 10°¢

n-hexadecaan

toarental /P dp/dt
/s /s
165.8 0,62 107"
20.0 0,70 "
30.0 g,7¢v 7
15.5 0.65 7
6.3 .69 "
16,7 0.66 "
16,7 0.69 "

14

n-teteadecaan n-pentadecaan

toerental  |/P dP/dt  toerental /P dP/d
1/s /8 [ /= i/s
26,7 0.49 107" 26.7 0.53 10-%
26.7 0.47 " 6.7 0.59 "
/e ar/de 1/F dF/dt
0.48 10°" 0,56 07"
n-hepradecaan n=octadecaan
toerental 1/¥ dp/dt  toerental  1/P dR/dt
/s /s /s 1 /s
26.7 6.69 L0~ 26,7 0.71 1078
26.7 0.65 " 267 0.66 "



Tabel 17,

n-hexadecaan

toerental /P dP/dt
1/s 1/5
17.2 n.67 "
17,2 0,67 ™
21.6 0D.66 "
27.5 0.65 ™
6.7 0.66 "
26,7 0.68 "
26,7 0.70 "
26,7 0.61 "
26.7 0.7 "

1/P dF/dt

0.67 107"

(vervelg)

n-heptadecaan
toerental /1 dr/de
1/s 1/

1/P 4r/dt
0.67 10=%

n-octadecasgn

toerental /7 ap/dt
1/s 1/s

1/F dP/dt

0.69 10—

li5



Tabel 18, Economische coBffici¥nt,

kg droge stof gevormd

o kg n-alkaan verbreuike
n-hendecaan 0.43
n—dadecarn Q.48
n-tridecaan 0,50
n-tetradecaan 0.56
n-pentadecaan 0.6e5
n—hexadecaan 0.81
n=heptadecaan 0.80
n—octadecaan 0,35

e



Takel 19.

Groeisnelheid

vlpeibaar n-hendecaan.

Fermentatievat
Micre=organicme
Cliebelasting
Oliesamenstelling
toerental (dF/de)q,
/s kg/m> s
16.7 0.60 10-%
20,0 0.8 "
23.3 1.06 "
26,7 1.33 "
30.0 Y
33.3 .82 "
20.0 -
20.0 -

en groeisnelheidsconstante,

1 velgens 3,2,
+ Candida lipolytica G,B,5, 599,

0.056 m3/m3

50 (gew,) % n—hendecaan.

S0 (gew.) 7 inerte olie.

(dp/dedp ., 1/P dP/dt
kg/m® s /s

- 0.52 10~%
2,00 107% 0,55 "
2,44 M 0.53 "
2,28 " 0.54 "
.00 0" 0,52 "
- 0,56 "
- G,51 "
- 0,51 *

1/P dp/dt

G.53 10-*

(Pl1n (Plyg
kg/m®  kg/m®
.14 =
1,62 4.8
2,00 5.4
2.46 5.6
2.83 6.2
3.25 -

Stand. deviatie

0,02 10-%

bij groei

op
(dS/dt)ln
ke/n® s
1.33 10-%
1.9 "
2,35 ¢
2,95 "
3.27 "
.04 M

H7



Tabel! 20, Groelsnelbeidsconstante bij proei op vleelbaar u-dodecaan.

Fergpentatievat r ovolgens 3.2,

Micro-orgent sme : gﬂlﬁéﬂ? Eipnlyﬁiga C.B.5. 599.
Dlisbelasting ¢ 0,039 m/m?

Oliegamenstelling i 50 (gew.)Z n-dodecaan,

50 (gew.)? inerte olie.

toerental /7 dr/de
/s 1/s
20,0 0.51 107"
20,0 0.5 "
20.0 0,54 "
2G.0 0.47 "
23.3 0.49 "
23.3 0.5 "
23,3 0,52 " /T dr/dt Stand. dev.
23,3 0,48 " 0,51 107% 0,02 107"
233 052 "
23,3 0,51 "
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Tabel Z21. Groeisnelheidsconstante voor groel op n—hendecaan en n-do-

deggan, i} laag toerental.

Permentatievat : volgens 3.2.

Micro=organisme : Candida lipolytica C.B.S. 599.
Oliebelasting : 0,05 w¥/md,

Oliesamenstelling : 50 (pew.) %7 an=~alkaan.

50 (gew.) % inerte olie,

n-hendecaan n-dodecaan
toerental 1/P dP/dt toerental 1/2 dp/de
/s /s 1/a /s
15 D.32 1074 15 0.37 10=4
15 0.32 7 15 0,40 %
0,36 "
0,36 ™
1 /P dr/dt 1/ ar/de
0.32 1074 0.37 107"

19



Tabel 22. Overzicht groeisnelheidsconstante 1/F d2/dt (1/s) en stof-

stroomdichtheid 1/P d5/de (kg/kg =) bij groei op n—alkanen

Croel door direct contact Groei via opgeleost n—alkaan

t/p dp/dr  1/P ds/de 1/P dp/dt 1/P ds/de
n-hendecaan 0.32 1074 0.72 107" 0.59 1o% 1,31 107t
n—dodecasn 0,32 v 0,78 " 0.56 " LI W A
n-tridecaan 0.44 7 0.8 "
n—tetradecaan 0,458 " 0.86 "
n-pentadecaan 0,56 0.86 "
n—hexadecaan 0.67 ™ n0.83 "
n~heptadecaan (.67 " 0.83
n-octadecaan 0.69 0.81 "



Tabel 23. Stofstroomdichtheid (kg/kg s) als functie van de concen=-

cratie van het n-alkaan in de olie.

Fermentatievat i velgens 3,2,

Micro-organisme : Candida lipolytica ©.B.5. 599.
Toerental (1/s)} : 26,7

Olicbelasting bij manvang : 0.05 nd/m?,

n-tridecaan n~hexadecazn m~nonzdecaan
1/f ds/de c° /e asjac  c” /P ds/at ¢
kg/kg s ke/m3 kg/kg = kg/m? kg/kg = kg /m?
0.81 107 132 0.75 1074 250 9.68 107" 150
0.77 " 121 0.84 " 228 0.38 " 13]
n.67 " 12 Q.75 " 190 0,59 " 121
0.70 ' o5 0.75 " 147 0.59 " 107
(.63 " 25 0.64 " 111 0.49 ' 94
0,58 ¢ g8 0,48 " 63 0.44 " 80
0.6l " 77 .30 " 34 0,46 " &7
0.59 " B 0.2] " 16 0.43 " 51
0,54 " 55 0,32 " 35
0.47 " 48 0.25 " 19
0.45 " 39

0.40 M 29

D.31 " 26

0.32 " 20

.26 " 17

0.19 " 9
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Tabel 24, Waarden van Kg en (1/T dS/dt)qu , bepaald volpens de we-

rhode der kleinste hwadraten.

Ks {1/F dS/dt)maxl
(kg/m3 nlie) 1 /s
n-tridecaan 48 1,06 107
n-hexadecaan 75 1,06 "
n—nonadecaan 56 D.86 "



Tabel 25, Opperviakte-limitering bij constant toarental.

Fermentatievat
Micro—organisme

Koolwaterstof

Toerental (1/=)

povolgens 3.2,

: Candida lipolytica C.B.5. 599.

: n—hexadecaan,

17,2

Oliebelasting bij aanvang (m¥/m?) 10 10732

Alkaangehalte olie bij

zanvang {(gew.}% &0

Oliebelasting bij velledige oppervlalk-—

te bezetting (m¥/m¥) 6.73 10-2

Droge stof conecentratie bij volledige

oppervlakte bezetting (kg/ma) .86

(1/P ap/dt) max. {(1/s) 0.67 107"
" (1/uut) 0,24

{dP/dt) max, (kg/m5 5) 1.9 10™4

Cist/olie hij voliedige opperviakte

heretting (kg droge-stof/m® olie) 0.40 103

17,2
20 103

50

12,94 10~3
5.4

0.67 107"
0. 24

3.5 10=k
0.42 103
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Tabel 26, et n=-alkaan

mengsels.

Fermentatiovat
Milecro-organisme
Toerental

Olicbelasting

Mengsel

verbruik bij groei van gisten op n-2lkaan

volgens 3.2,
: Candide lipolyvica C.E.%, 599.
t 33,3/ B
: 0,04 mifm?,

: m-pentadecaan (40 gew. %),
(40 pew. 7),

vlieeibare paraffine (20 gew, Z).

n-hexadecaan

Enting aangepast aan n~hexadecaan,

Tijd na

enten n-pentadecaan verbruikt u-hexadecaan verbruikt

{uren} kg/m3 cultuurvloeistof kg/m3 cultoeurvioeistof  verhouding
18.00 i,1 1.0 1,10
21,00 2.1 2.1 1.00
23.00 3.4 3.7 0.92
24,30 4.6 5.0 0.92
Mengsel : n-heptadecaan (40 gew. %),

n-haxadecaan {40 gew, 77,

vleribare paraffine (20 gew. 7).

Inting aangepast aan n-hexadecaan.

Tijd na

cnten n-heptadecaan verbruikt n-hexadecaan verbruikt

{uren)  kp/wd culvtwurviceistof  kg/m? cultuurvlceistof verhouding
18,00 4.9 4.7 1.04
20,00 7.7 7.7 I,00
21.30 10,4 10.7 1,02
Mengsel n-tridecaan {40 gew. %},
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Tabel 26, (vervolg)

Enting aangepast aan h—hexadeczan.

Tijd na

enten n—tridecaan verbruikt n—hexadeeaan verbruikt

(uren) kz/m? cultuurvieeistof kg/m? cultvurviceistef verhouding
20,00 1.6 1.6 1.00
23.00 3.0 2.9 1.03
25.00 4,5 4.4 1,02



Tabel 27,

alkagne-mengsels,

Fermentaticvat

Micro-arganisme

Toerental

Oliebelasting

Mengzel
n-hexadecaan
n—haptadecaan

vl. paraffine

n-hexadecaan
n—pentadecasn

vi, paraffine

n-hexadecaan
n-tatradecaan

vl, paraifine

n—hexadecaan
n-tridecaan

vl. paraffine

n—hexadecaan
n—dodecaan

vl, paraffine

40T
407,
20%

40%
HUE
207

407
407
204

407
407
207

407
407
200

 Volgens 3.2,
Candida lipelytica C.B,5, 599,

33.3/s

0,04 wtmt,

Enting
kweeky op

n-hexadocaan

n-haxadecaan

n-retradecasn

n-hecxadecaan

n—dodecaan

VOO —

Waarden van 1/P d%/dt {(kp/kg s) L1] groei van gisten op n-

/7 ds/dy

kp/kg o

n~hoxadecaan
0_a 107"

n-hexadecaan

0.45 Lo~

n—hexadecaan

0,43 107

n—hexadecaan

0.42 107"

n-hexadecaan

0.44 1074

n-heptadecaan

0.45 10"

n=pentadecaan
0,41 10"

n-tatradecaan

0.45 10"

n—tridecaan

0,43 104

u~dodecaan
0.64 1074



Tabel 28, Percentage n-zlkaan in €en beheandelde Kuwait zware gasolie.

n-decaan
n—hendacaan
n=dadecaan
n—tridecaan
n=retradecaan
n-pentadecaan
n—hexadecaan
n-heptadecaan
n-octadecaan
n-nonadecaan

n=docogaan

totaal

Origineel

a.11
0.14
0.28
0.%9
1,78
2.37
2.10
1.97
1,48
1.41

1.14

13.78

0.03
Q.07
0.19
0,70

1.81
1.65

1.07

0.77

10,20

In verschillende stadia
ontparaffinering.
0,04 0,05 06.05 0Q,02
0.06 0.05 0,085 0.03
0.16 0,12 0©.12 0.06
0,57 0,45 0,48 0,24
1.09 0.80 0.82 0.47
1,14 0,83 0.37 0,41
0.91 0.79 0.62 0.33
0,76 0.6 0,46 0,37
0.48 0.54 0.35 0.36
0.43 0,50 0,30 0.27
0,38 0,42 €,33 0,19

6.02 5.2)1 4.45 2.89

van

0,02
0,02
0.06
0.27
0.43
Q.42
0.33
0.26
0.24
0.14
0.16

0.02
0.03
0.06
0.31
0.52
0.41
0.31
0.20
0.15
0.10
0.17
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APPENDIX

Appendix 1. Oplosbaarheid var n-alkanen in water,

MeAuliffe (82) heeft de oploshaasrherd van n-pentaan, n-hexaan, n-
heptaan en n-octaan in water pemcten. Lindemberg (191) heeft vastpe-
steld dat vanaf n-pentaan de loparitme van de oplosbearheid recht
evenredipg is met het molaire volume van de keolwaterstoffon, Mot be-
hulp van do stelling van Lindenberg kan dus door extrapolatie de op—
lasbaarheid van legere n-alkanen gevonden worden.
Johnson (84) heeft op dese wijze de  oploshaarheid van de hopere n-
alkanen hepaald - fig. 58 -. Do cxtrapolatie van n—puutaan/u-octaan
naar bijv. n-hexadecaan iz pgewazpd en de, door deze extrapolatic
verkregen, waarden zijn onbetrouwbaar.
Bij het bepalen van de  oplosbaarheid van de n-alkanen is er daarom
van uitgegaan, det in beradering  de opleshaarheid  in water recht
evenredig is met de  dempspanning van het deshetreffende alkaan. De
dampdruk.  is te bepalen met hehulp van de vergelijking van Antoine

lag ¥ = A -5/ (T + )
waarin r dampdruk

A, B, C. constanten

T tempoeratuur
Dreisbach (192) geeft de waarden van de constanten A, B oen ¢ voor de
beschouwde temperatuur,
De logaritme vau de  dampdruk iz in figuur 58 uitgezcr als functie
van het molsire volume. Het molaire volume Is numarick gelijk  azn
het moleculair-gewicht, gedecld deocr het soortelijk gewicht.
Voor n-pentaan tot &n met n-petaan is de logaritme  van de oples=
baarheid eveneens uitgezet 2ls funectie van het melaire velume, Door
de punten is een rechte getrokken, evenwiljdig aan de log. F/mol.vo-
lume kromme.
Op dere wijze wordt pevonden

voor n-hendecaan is de oplosbaarheid 3.26 1079 kg/m?

voor n—hexadscaan is de oplosbaarheid 7.69 107% kg/m?



Uit fig. 50 blijkt, dat de interpretatie van Johnson aanleiding
geeft tot waarden die twee tot vijfmasl zo laap zijn als bij de uit-

eindelijk toegepaste methode,

Appendix 2. PBepaling van de diffusiecogfficiént.

De diffusiecodfficiént kan woerden bepaald met beohulp van figuur 59.
Deze Figuur is ontleend aan Wilke (193).
Weergegeven is het verband tussen het melaire volume en de groot—
heid F =T /Wn,
Hicein 18 T absolute temperatuur 4

m diffusiecoéfficidint van de non—

elecrrolyt in het oplosmiddel cnf /s

n  viscositeit van het oplosmiddel c.p.
Pe molaire voluming zijn berekend wvolgens de wet van Kopp, Deze wert
zegt, dat het molairve volume econ addiciceve funetie iz van de atomai-
re voluminz, De hijdragen van de atomén zijn als volgt

voor € ig het atomaire volume 14.8

voor B is het atomaire volume 3.7
Uit de grafiek volat o.a.

voor n-hendecaan is T 0.676 10°% nl/s

300 ¢
0,557 107% mi/s

voor n-hexadecaan 1s H)SOD e
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SYMBOLEMNLUST

symbool eenheden
A oppervlak, grensvlak m
volumeconcentratie van de deeltjes md/md
" volume gisteellen per volume-—
aanheid cultuurvleeistof m?fmd
u° volume aliedruppels per wvolume-
senheid cultuurvlocistaf md /m?
C concentratie van het opgeloste
konolstafsubstraat ke /m3
C; concentratie van het n=alkaan aan
het gransvlak, aan luchtziide kg /m3
o concentratie van het opgeloste
n—alkaan in de oliefase ke /m?
ng concentratie van het opgeloste
n-alkaan aan het grensvlak, aan
oliezijde Ky /m?2
oV concentratie van het opgeloste
n-alkaan in de waterfase kg/m?
CZE concentratie van het opgeloste
‘ n-alkaan aan het prensvlek, =an
waterzijde kg/m3
Cm concentratia van het oppgeloste
n=alkaan in de waterfase, op
grote afstand van een druppel kg/m3
o oploshaarheid van het n-alkaan
in water kg/m3
C+ toucentralie van het opgelost n—alkaan
in het cultuurmedium, in evenwicht met
de n-alkaan cencentratie in het door-—
stromende gas kg/m?



(dP/dt)ln

(dpfdt)max

ds/de

(ds/de)!
(a5/de)"
(Hs/dt)ln

(dS/dt)in

(ds/dt)'l‘n

(d8/de)

Max .

(ds/du)l;ax

(ag/duy"

max,

diameter

equivalente diameter van de gistcel
gemiddelde diameter van de oliedruppel
reactiesnelheid

groeisnelheid - hoeveelheid droge stof
gevormd per tijdseenheid per eenheid

van volume cultuurvlpaistof

groeisnelheid aan het einde van de
cxponentifle  groeiperiede

maximale waarde van de prosisnslheid
omzettingssnelheid = hoevealheid n-
alkaan omgezet per tijdseenheid per
volume cenheid cultuurvloeistof
omzettingssnelheid bij stefoverdrache
via opgelost n-alkean
omzettinggsnelheid bij stofoverdracht
via direct contact

omzettingssnelheid aan het einde van
de  exponentifile groeilperiode
omzettingssnelheid bij stofoverdracht
via oppelost n=alkaan, aaw het einde

van de exponentidle groeipericde

omzettingssnelheid bij stofoverdracht
door direct contact, azn het einde
van de exponentifle groeiperiode
maximale waarde van de omzettings-
snelheid

maximale wazrde van de omzettings-
snelheid bij stofoverdracht via op-

welost n-alkaan
maximale waarde van de omzettings—
suelheid bij stofoverdracht via

direct contact

m

m

m

kg/m3

kg fm?
kg /m?
kg /m?
kg /m?
kg /m?
kg/m?

kg/m?3

ki/m?

kg /m?

kg /m3

kg/m3

Lp/m3

147



8] dimpmeter feormentatievat m
™ diffusie-coBfficilint m/e
e, ceonondsche colfficilint (de verhouding

tussen do¢  hoeveelheid droge stof  ge-

vormd en de  hoeveelbeld n-a2lkaan ver-

brulkc) -
f fracrie van N, dat deelneemt asn het

directs contact -
2 vergnelling van de zwaartekracht n/sd
k1 stofoverdrachtescoBfficifne voor do

Tuchtfilm m/s
RZ partidle stofoverdrachtscoffficidnt

voor de ollefilm m/s
ki parti¥#le stofoverdrachtscoldfficidnt

: voor de waterfilm m/g

RE partifile stofoverdrachescolfficitint

voor de cel (celwand en inwendige

van de cel) m/e
kz parti¥le stofoverdrachtscolfficint

voor de waterfilm rond de gistcel m/s

Yoverall" stofoverdrachrsanlfficiéng mfs
4 stofoverdrachtscodfficiént voor de

stofoverdrachtscyap olie — water m/ &
By stofoverdrachtscolfficine voor do

stofoverdrachtstrap water = gisteel m/s
K Michacllisconstante kg /m?
KH verzadigingsconstante kg/m3
I pemiddelde afstand tussen de gistcellen m
m fase verdelingsco¥fficiént -
™ [ase verdelingscotfficiént voor het

syateem olie/water



=,

fase verdelingsco&ffici&nt voor het

systecn water/eol

N .
actief

toerental ven de roerder

pantal micro=organismen per volume
zenheid

aantal micro—organlsmen per volume

eenheid, op tijdstip £ = O

asntel micro-orpanismen, niet in con-

3 culruur-

tact met de olie, per m
vigeistof
santal micro-orpanismen, in direct

3 sultuur—

contact mct de olie, per m
viecistof

aantal micro-erganismen per volume
eenheid, aanwezig asn her grensvlak
van de druppels, bil] volledige op-

pervlakte bezetting

1/m?

1/m#

1 /m?

1/m?

1/m?

specifick grensviak

opperviakte van de gistcellen per
volume eenheid cultuurvleelstof
oppervlakte van de oliedruppels,
per volume eenheld coltuurvicsistof
contart oppervlak olie — gistcel,

per volume senheid cultuurvleelstof

m?/m3

m2/m3

m? /m3

(M),

concentratie droge stof (micro-
organismen)

concentratie droge stef (micro-orga-
nismen) op tijdstip ¢t =0

concentratis droge stef (micro-orga-

nismen) z2an het einde van de exponen-

ri#le groeipérliode
concentratie droge stof op het tijd-

stip, waarop dP/dt maximaal word:

kp/m?

kg/m3

kg fm?

I-cg”/rn3

149



g contact eppervlak tussen oliedruppel
crlopistoel m”
r afstand tof centrum van de aliedruppel m
R straal van de oliedruppel m
Re getal van Reynolds (v p d/n of vd/v) -
oo n-alkaan belasting (gewicht n-alkaan,
als disperse fase aanveziy, per volume
eenheid cultuurviceistol) kg/m3
Sc getal van Schmide (v/ I of u/p m) -
Sh metal van Sherwood {k d/mm) -
tijd 3
T temperatuur K of o
v snalheid m/s
*
v react tesnel heid
* . ' .
vm maximale waarde van de reactissnelheld
W pewichtspercentage
x colrdinaat 1l
v cofrdinaat m
4 colirdinaat m
a groetsnalheldsconstante | /N 4N/dc =
(ln 2) /1 Vs
B evenrcdipgheidseoBfficidnt -
¥ cvenredigheidacoffficidine -
5 Filmdikte m
n dynamisehe viscositeit ki/m s
U sroeisnelheidsconstante 1/ dP/dt = w t/s
L marimale waarde van de greoeisnelheids—
constante 1/s



kinematische viscositeit (n/p) m2/s

At
o dichtheid kg/m?
T gemiddelde generatietijd &
¢ stefstroom kag/s
P maximale waarde van de stofstroem kgls
o* 1/P d$/de, de stofstroom per gewichts-
genheid droge stof (micro-organismen) kg/kg =
W fractie van het olie opperviak, dat
niet bazet is met gistcellen -
Index : slaat op
2 stofoverdrachtstrap olie - warer
stofoverdrachtstrap water - enzymoppervlak
c cel
& gransvlak
i component
] component
k component
1 lucht
o olie
W water

stofoverdracht via opgelost n-alkaan

stofoverdracht deoor direct contact
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LEVENSBESCHRIVING

e sechrijver van dit proefschrift werd in 1925 te Haarlem geboren,
In 1943 behaalde hij het diploma H,B.%,-b, Van November 194% tot Ja-
nuari 1949 was hij in militaire dienst, Van Janueri 1949 tot Septem-
ber 1952 was hij als laberatoriumassistent workzzam bij de NV, Joh.
Enschedd an Zn. te Haarlom.

In September 1949 ving hij aan met de studie voor natuurkundig inge-
nicur aan de Technische Hogeschool te Delft. Gedurende de pericde
September 1932 tot Septembor 1934 was hij achteresnvolgens als Py/P;
assistent op het Laberatorium veor Technische Pysica cn als tesearch
assistent op het Laboratorium voor Fysische Technolopie, T,H, Dalfr,
werkzaam,

et afstudesrwerk werd verricht onder leiding van TProf. ir. H. Kra-
wers. In Mel 1954 behaalda hij het diploma natuurkundig ingenieur.
van Oktober 1954 tot April 1957 was hij als wetenschappelijk mede-
werker van  Pref, dr, ir, H.A. Leniger werkzram  op het  Laboratorium
voor Technologic van de Landbouwhogeschool te ‘ageniongen,

In April 1957 trad hij in dienst wvan Thomassen en Drijver N.V. te
Deventer, als hoofd van het Matuwurkundig Lazboraterium.

ln Juli 19538 werd hij beneemd tot wetenschappelijk hoofdambtenaar
aan de Technische logeschool te Findhoven. Scdertdien is hij als mem "
dewerker van Prof, dr, K, Rietema werkzasam op het Laboraterium voor

Fygische Technologies,
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STELLINGEN

1.
Het is bekend dar bij het meten van temperafturen met behulp van
thermokoppels, wasrvan de¢ draden vanaf het meafpunt geveoerd wor-
den door een zZone, waarin  eeon temperatuurpradidnt aanwezig is,
een fout optreedt in de temperatuuraanwijring. Deze fout iz ean
gevelg van warmtegeleiding langs de thermokoppeldraden. Voor tem=-
peratvurmeting in media waarin uitsluitend warmtetransport door

géleiding optreedt, kan deze fout berekend worden.

2.
In de gag¢chromatografie is het gebruikelijk om het scheidend ver—
mogen van een kolom te berekenén uit het, experimenteel bepaalde,
aantal thecretische schotels. Tegen het toepassen van deze metho-
de, voorsl in de preparatieve gaschromatografie, zijn bedenkingen

axn te voeren,

3.
Westerterp maakt bij zijn omderzaek paar de door koper gekataly-
seerde sulfietoxydatie gebruik van yesctoren met keperen en mes-
sing onderdelen, zoals recerdex, keerschotten, assen, verwarmings-
apiralen. Zijn conclusies zijr daarom asanvechtbaar.
Westerterp, K.R., Het specificke grensvlak in gerocerde

gaa=-vloeistofreactoren. Proefszehrify Delft, 1962.

4.
De congentratie van opgeloste zuurstof in een ¢ultuurmedium wear-
in zuurstof verbruik: wordt, wordt mede bepsald door : a. de gas—
belasting; b. de r¥gerintensiteir; c. de partieclspanning wvan de
zuurstof in ket beluchtingsgas. Laatstgencemde factor verdient de
vaerkéur als middel om de concentratie van spgeloste zuurstef te
regelen bij het onderzock naar de pverdracht van opgeloste zuur-

2tof van cultuurmedium naar enzymoppervlak,



5.

Chawpagnat becordeelt het eiwit-¢oagentraat op grond vam de ami-
nezuursamenstelling., Bij een beoordeling die vitsluwitend geba-
seerd is op de chemische analyse, is8 het megelijk dat bepaal-
de eiwivcen te hoog gewaardeerd worden.

Champagnat, A., Verwmer, ., Laine, B., Filesa, J. VI

World Petroleum Cengresgs, Section IV, Paper 4. Frank-

furt 21-6-1963.

6.
De methoden +voor het verkrijgen van synchrone sultures kunnem in
twee groepen verdeeld worden : de selectieve merhoden, waarbij
gebruik gemaakt wordt van fysische werkwijzen en de methoden ge=
haseerd op wijziging van de omstandigheden van do cultures. De
veronderstelling is gewettigd dat het gedrag van op laatstgenoem-—
de wijme verkregen cultures afwijkt van dar van de onbehandelde,

individuele cel.

7.
De ontwikkeling van resistentie tegeom ingekticiden bij een groot
aantal schadelijke insekten heeft bewezen, dat uitsluirend che-
mische bestrijding, ia het bijzonder wet insekticiden wmet eem
breed werkingsspectrum en een lavge nawerkingsduur, niet altijd
een oplossing voor het bestrijdingsprobleem geeft. Het onderzock
goat daarom in de richting van gelntegreerde bestrijding. Fen
dergelijke bestrijding is gebaat bij de oncwikkeling van selec-

rieve insekticiden,

5.

Baum is van mening dat de bladeren van de waterplant Aponogetomn
fenestralis een gaasvorm hebben om het mogeliik te maken, dat on-
derliggende bladeren licht ¢ntvangen. Deze opvatting is in strijd
wet de gegevens verkregenm uit vindplaatsheschrijvingen.

Baum, H. Die Gartenwelt 9 (9), 97-9 (1904).

Erdtsieck, B. Her Aquarium 26 (8), 13B-43 (1956).

26 (8), 180-6 (1956},

Eindhoven, 1! Juli 1967. B. Erdtsieck,



EEN TECHNOLOGISCHE STUDIE
VAN DE GISTPRODUKTIE MET N-ALKANEN
ALS KOOLSTOF-EN ENERGIEBRON

( Figurcn behorende bij het proefschrift ).

B. ERDTHECK
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Fig. 4A Gaschromatogram van de ontparaffineerde Kuwalt zware gasolie

(basislijn),

Fig. 4% Caschromatogram van de ontparaffineerde Kuwait zware gasolie

met methylpalmitaatpiek.

n-Cgr Hag

;n{:m Hap
% n-C g Hi

Gaschrometopgram van de Kuwait zware gasolie, De n-alkaanpie=

Fig. 5

ken zijn gearceerd.

B
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Groeikrommen van Gandida Iipolytica C.B,%, 599, voor groei op vloei-—
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froeikrommen van Candida lipolytica C.B.H.

baar n-alkaan.
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08 1/P dP/dt (1/5)= 104

0.6
04
L& AANTAL C-ATOMEN VaN
L 1 | 1 AHET '?_ ALil(AAN
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Fig. 22 Groeisnelheidsconstante 1/ dP/dt als functie ven de n-al-
kaanketenlengte.
3 OPBRENGST DROGE STOF
{kg/m3in 24 uur)
nl o -
1 L
i AANTAL G-ATOMEN
ok VAN HET n-ALKAAN

L 2 - R A O T 1

Fig, 23 Kolomrendiagram van de opbrengst drogestef als functie van
de n-alkaanketenlengte (schudeulture).
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Titratickrommen veor de groei

van Candida tropiﬁflis G.B.5. 94 op
koolhydraten.

Aanvangsconcentratie glucese 13,4 kg /m3 , Aanvangsoon—
centratie galactose 15,4 kg/m3,

il NH,0H ml NH £ 0H
. | (2.875N) ok (2 BT5N}
5 15}
wr 0+
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Fig, 42 Glucose/galactose,
Entmateriaal voorgekweekt
op glucose.

F‘ig, 43 Glucnﬁe/ga]antcse.

Entmateriaal voocrpgekweekt
up galactose.
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Fig. 44 Glucose.

Entmateriaal voorgekweekt
op glucose,

Fig., 45 Galactosa,

Entmaterizal voorgekweekt
op galactose.



Titratiekrommen voor de

groei van

Candida tropicalis C.B.S. 94 op

mengsels van koolhydraat/koolwaterstof. Asnvangsconcentratie glucose

15.4 kg/m?, asnvangsconcentratie

lasting n-hexadecaan 7.2 ke /md,
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Fig. 46 Glucose/n-hexadecaan,

vonrhwesk op glucese.
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Fig, 48 Galactoge/n-hexadecaan,

voorkweek op galactose.
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Fig. 47 Glucose/n=hexadecaan,

veorkweek op n-hexadecaan.
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Fig. 49 Galactose/n-hexadecaan,

voorkweek op n=hexadecaan.
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Titratiskrommen van de groei van Candida Iipolytica C.E.5. 5399 ap

een mengsel van glucose/n-hexsdec=an, Aasnvangsconcentratie glucose

15.4 kp/m?. Aanvangsconcentratie n—hexadecaan 7.2 kp/m3.
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Fig. 50 Entmateriaal voorge- Fig. 51 Entmateriaal voorge-
kweakt op glucose, . kweekt op n-hexadecaan.

Titratiekrommen van de groeil van GCandida lipolytica C.B.8, 599 op
mengscels van n-alkanen,
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Fig. 52 NOp n-dodecaan/n—hexa- Fig, 53 Op n=tetradecaan/n—hexa—
decaan, voorkweek ap decagn, voorkweek op
n-dodecaan, n=tetradccaan.



Groai van Candida lipolytica C.B.S, 599 op een mengsel van n-penta-

decaan/n-hexadecnan. Entmateriaal ﬁoorgekweekt op n—hexadecaan,
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Fig. 54 Titratiekromme.
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Fig. 56 Substraatkromme. Ver-
bruik n—pentadecaan.
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Fig. 33 Croeikromme,
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Fig. 57 Substraatkromme. Ver-
bruilk n-hexadecaen,
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Fig. %8 Verband tussen oploshaarheid n~alkznen cn molair voluma,

F=10-7
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Fig. 539 De functie F = T / I y in afhankelijkheid van het molair vo-
lume. Oplosmiddet : wacer.
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